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CIELE PRACE

TEORETICKA CAST

Vypracovanie literarnej reSer§ zameranej na rastlinu Arabidopsis thaliana ako
modelovy organizmus , d’alej spracovanie literarnej reser$ na fosfolipazy D a mitogen-

aktivované proteinkinazy.

PRAKTICKA CAST

1) Identifikicia homozygotnych mutantnych mpk3 a pldal rastlin  pomocou
genotypovania.

2) Vzajomné krizenie mutantnych mpk3 a pldal rastlin.

3) Identifikacia dvojitych mutantnych mpk3 X pldal rastlin a odvodenie stabilnej
homozygotnej linie.

4) Fenotypova analyza vybranych dvojitych mpk3 x pldal mutantov.



1. UVOD

Rastliny ako suchozemské organizmy sa nedokdzu vyhnit nepriaznivym podmienkam
prostredia na rozdiel od zvierat, ktoré st schopné pohybu. Ich prezitie je preto zavislé od
siete systémov pre rychle vnimanie signalu, reakcie a adaptacie k environmentalnym
podmienkam (Smékalova et al., 2014). Medzi takéto systémy patria signalizacné drahy
mitogén-aktivovanych proteinkinaz (MAPK), ktoré tvoria multienzymatické komplexy
konzervované v eukaryotickych organizmoch, kde zohravaji dolezita tlohu v
adaptaénych procesoch (Colcombet a Hirt, 2008; Rodriguez et al., 2010). V roku 1993
boli prezentované prvé spravy o rastlinnych MAPK a to MsERK1 z rastliny Medicago
sativa (Duerr et al., 1993) a kinaza D5 z hrasku (Stafstrom et al., 1993). Kompletné
sekvenovanie genomu Arabidopsis viedlo k identifikacii 20 génov kodujucich MAPK, 10
génov kodujucich MAP2K (mitogen-aktivované proteinkinazy kinazy; MAPKK) a viac
ako 60 génov pre MAP3K (mitogen-aktivované proteinkindzy kinazy kinazy;
MAPKKK), z ktorych doteraz bolo len malo funkéne overenych (Colcombet a Hirt, 2008;
Rodriguez et al., 2010). Kinazy sa aktivuju prostrednictvom fosforylacie. Aktivovana
serin/treoninova MAPKKK fosforyluje serin alebo treonin MAPKK. MAPK je nasledne
aktivovana pomocou dvojitej fosforylacie treoninového alebo tyrozinového rezidua,
ktoru sprostredkuva fosforylovana MAPKK. (Chang a Karin, 2001). MAPK drahy
zohravaju rozli¢né tlohy v ramci jednej bunky i celého organizmu (Jouannic et al., 1999).

Fosfolipidovy katabolizmus je pre funkénost’ bunky nevyhnutny a zahffia mnoZzstvo
procesov vratane metabolického usmernovania neobvyklych mastnych kyselin,
reorganizacie a degradacie membran a produkcie sekundarnych poslov (Chapman, 1998).
Fosfolipazy sa vyskytuju ako katabolické enzymy ktoré hydrolyzuju fosfolipidové zlozky
membran (Dennis, 1983). Tieto enzymy st U rastlin klasifikované do tried (A,C,D) na
zéklade ich miesta Stiepenia. Fosfolipazy sa vyskytuji vo vSetkych Stadidch rastu a vyvoja
rastlin. Napriklad su potrebné pre biosyntézu tukov pocas vyvoja embrya, prenose signalu
pocas kli¢enia semien, membranovu reorganizéciu, ¢i recyklaciu lipidov pri senescencii
(Chapman, 1998). Rastliny maju vel’ka a réznorodu rodinu PLD génov v porovnani s
cicavcami, ktoré maji dva PLD gény alebo kvasinkami, ktoré maji iba jeden PLD gén.
Genom sekvenovanej modelovej rastliny Arabidopsis thaliana obsahuje dvanast PLD
¢lenov rozdelenych do tried (Elias et al., 2002). Pre PLD enzymy v eukaryotickych
organizmoch su charakteristické dve vysoko konzervované karboxyterminalne (C-

terminalne) katalytické domény a aminokoncova (N-termindlne) oblast, ktord viaze
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lipidy (Kopka et al., 1998). Vicsina tried PLD rastlin nesie N-terminalnu Ca®* zavislu
doménu viazucu lipidy (C2 doména), zatial’ co PLD z cicavcov a rastlin - triedy maji N-

koncovu homolognu PhoX (PX) a plekstrin homolognu (PH) lipid-vdzbovi doménu
(Kopka et al., 1998).



2. SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

2.1 Arabidopsis thaliana ako modelovy organizmus

Prva zmienka o rastline Arabidopsis thaliana, nachadzajicej sa v pohori Harz v
Nemecku, bola popisand v roku 1577 nemeckym botanikom Johannesom Thalom
(Clemens, 2001). Arabidopsis thaliana, patriaca do ¢elade Brassicaceae je kIi¢ovou
modelovou dvojkli¢nolistovou rastlinou a je dobrym materialom k §tidiu a k pochopeniu
vyvoja ekoldgie v podobe genémovej variability (Mitchell-Olds, 2001), ¢i zédkladnych
bunkovych, fyziologickych a molekularnych procesov (Alonso-Blanco et al., 2016). Ako
modelovy organizmus ma dobré vlastnosti; kratky generaény cas, mald velkost
a produkcia semen prostrednictvom samoopelenia (Koornneef a Meinke 2010). Tato
kvitnica rastlina slizi k identifikécii génov a k urceniu ich funkcii vd’aka tomu, ze jej
genoém obsahuje 25 498 génov, ktoré koduju proteiny z 11 000 odlisnych rodin. Velkost’
genomu tejto rastliny je 135 Mb (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000).

Rastliny A. thaliana st jednoro¢né a svoj zivotny cyklus koncia v ramci vegetaéného
obdobia (Pico, 2012). Doba kli¢enia je vel'mi premenliva medzi roznymi genotypmi tejto
rastliny a moZe byt’ silne ovplyvnena environmentalnymi faktormi, ako su nizka teplota
asvetlo (Nordborg et al., 2002). Po fyziologickej stranke tuto rastlinu ovplyviiuja faktory
ako je teplota (Wilczek et al., 2009), dostupnost vody a dizka diia (Corbesier a Coupland,
2005; Lempe et al., 2005).

Jeden z dolezitych faktorov, ktory vyrazne ovplyviiuje zdravotny stav rastlin vratane
plodnosti a schopnosti preZzitia sa povazuje obdobie reprodukcie (O’Neil, 1999; Michael
etal., 2003; Korves et al., 2007 ). Vyvoj semien A. thaliana mozno rozdelit’ do troch etap.
Po dvojitom oplodneni v embryonalnom vaku nastane skord morfogenéza. V prvom
Stadiu pocas skorej embryogenézy (morfogenéza) je hmotnost’ semena a obsah lipidov
nizka. V druhej fazy (dozrievanie) dochddza k bunkovej expanzii a diferenciacii. Je
zaznamenany rychly narast suchej hmotnosti a zasobné oleje a proteiny sa hromadia vo
velkych mnozstvach. Pocas tretieho a posledného Stadia (neskoré dozrievanie) zostane
sucha hmotnost’ konsStantna a embryo sa stdva metabolicky pokojné a tolerantné k
vysychaniu (Baud et al., 2002). Reprodukcia ma takisto vel'ky vplyv na vynos plodin
(Jung et al., 2009; Cockram et al., 2007) a v jednej generacii rastlina dokaze

vyprodukovat’ viac nez 5000 semien (Meinke et al., 1998).
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Prave rastliny zo vSetkych druhov organizmov zohrali veducu tlohu pri §tadiu
adaptacie. A. thaliana ma vyrazne SirSiu klimaticki amplitidu ako iné druhy
Brassicaceae a za adapta¢na schopnost’ tejto rastliny mozno povazovat’ dobu kvitnutia
(O’Neil, 1999; Korves et al., 2007; Mitchell-Olds a Schmitt, 2006; Scarcelli a Kover,
2009). V dosledku zmeny klimy sa rastlinné druhy premiestituju na vyssie miesta v ramci
zemepisnej Sirky (Jump a Pefiuelas, 2005). Na zéklade $tadii bolo potvrdené, ze tato

rastlina pochadza z Eurdpy, Azie a severozapadnej Afriky (Lasky et al., 2012).

2.2 Mitogen-aktivované proteinkinazy

2.2.1 Mitogen-aktivované proteinkinazy (MAPK)

Hlavné zloZzky podielajtice sa na drahach riadiacich embryogenézu, proliferaciu buniek,
bunkovu diferencidciu, ¢i apoptézu su tzv. mitogen-aktivované proteinové kinazy
(MAPK) (Pearson et al., 2001). MAPK kinazové drahy vykonavaju réznorodé tlohy
nielen v ramci daného organizmu, ale aj v ramci jednej bunky (Jouannic et al., 1999).
Funkcie MAPK su najlepSie popisané v kvasinkach, pre ktoré existuje Sest’ roznych génov
kédujucich MAPK, kde pét’ z nich bolo priradenych k Specifickym signdlnym draham,
ako je odozva na feromony, filamentacia, reakcia na hypotonicky a hypertonicky Sok, ¢i
sporulacia (tvorba spor) (Madhani a Fink, 1998).

NajlepSie charakterizované rastlinné MAPK proteiny z hladiska fyziologickych
funkcii su z Tabaku virginskeho (Nicotiana tabacum), Lucerny siatej (Medicago sativa)
a Arabkovky thalovej (Arabidopsis thaliana) (Tena et al., 2001). MAPK kaskady su
spojené s roznymi hormonalnymi, fyziologickymi, ¢i vyvojovymi reakciami a vyskytuja
sa v eukaryotickych organizmoch vratane zivo¢ichov, rastlin a kvasiniek (Ichimura et al.,
2002). Stidie na molekularnej a biochemickej Grovni pouZivajuce rézne Specifické
protilatky na konkrétne MAP kinazy ukazali, ze aktivicia MAP kindz je spitd so
stimulaénymi procesmi, ako je infekcia patogénmi, sucho, nizka teplota, hyperosmolarita
a hypoosmolarita, ¢i vysoka hladina slanosti (Tena et al., 2001; Zhang a Klessing, 2001;
Romeis, 2001; Morris, 2001). Aktivaciou MAPK kaskad moéze takisto dochadzat’ k
rezistencii vo¢i bakteridlnym a hubovym patogénom. Jednotlivymi Stadiami bolo
potvrdené, Ze MAPK kaskady a transkrip¢né faktory WRKY (WRKY22/WRKY29) u A.
thaliana sa ziiCastiuju na vrodenej imunite a funguju proti flagelinovemu receptoru FLS2
(Asai et al., 2002).
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Signaly v bunke sa mozu prenasat prostrednictvom retazca fosforylacnych a
defosforyla¢nych javov, ktoré su sprostredkované proteinovymi kindzami a fosfatdzami
(Meskiene et al., 1998). MAPK kaskady st regulované pomocou fosforylacie. Obsahuju
najmenej tri proteinové kinazy, ktorych vysledkom je aktivacia multifunkénej MAP
kinazy (Obr. 1) (Errede et al. 1995; Lewis et al., 1998; Gustin et al.; 1998). Aktivacia
MAPK vyzaduje fosforylaciu treoninovych a tyrozinovych zvySkov konzervovaného
motivu T-X-Y v aktiva¢nej slucke, ktora sa nachadza v dvojito Specifickej MAPK kindze
(MKK, MAP2K, MAPKK) (Marshall, 1994). MAPK kaskady obsahuju tri zakladné
zlozky: mitogen-aktivovanu proteinkinazu kinazu kinazu (MAP3K, MAPKKK, MEKK),
ktora vratne fosforyluje mitogen-ativovanu proteinkinazu kindzu (MAP2K, MAPKK,
MKK) ata nasledne fosforyluje mitogen-aktivovani proteinkinazu (MAPK, MPK)
(Keshet a Seger, 2010).

MAPK rastlin maju 2 druhy aktiva¢nych motivov: bud’ je to Thr-Glu-Tyr (TEY)
podobny zivocisnej MAPK alebo aktivatny motiv Thr-Asp-Tyr (TDY), ktory je
Specificky pre rastlinné MAPK. Podl'a sekvenénych podobnosti sa rastlinné TEY MAPK
moézu rozdelit' do troch skupin (A, B, C), zatial co TDY MAPK tvoria skupinu D
(Ichimura et al., 2002; Hamel et al., 2006). Medzi A skupinu mozno priradit MPK3 a
MPK®6 u A. thalina. U inych druhoch rastlin je tato skupina zastipena SAMK (MAP
kindza aktivovana  stresom), SIMK (MAP kindza indukovand sol'ou), WIPK
(proteinkindza indukovand poranenim), ¢i MPK3 a MPK6 vyskytujicich sa u ryze
(Pedley a Martin, 2005; Zhang, 2008; Pitzschke et al., 2009; Rodriguez et al., 2010; Tena
et al., 2011;). Skupina B, do ktorej patria MPK4 a MPK11 je u A. thaliana zamerana na
abiotické stresové reakcie, na ktorych sa tieto kindzy podielaju. Takisto zohravaja
dolezita ulohu pri deleni buniek (Kosetsu et al., 2010; Zeng et al., 2011).

MAP kinazy mozno rozdelit’ do dvoch kategorii; na kinazy, ktoré su regulované
mimobunkovym signdlom (ERK) alebo na stresom aktivované protein kinazy (Seternes
et al., 2005). Vo vsetkych znamych kaskadach MAP kinaz je kinaza bezprostredne pred
MAP kinazou ¢lenom rodiny MAP/ERK kinazy (MKK, MAP2K, MAPKK) (Pearson G.
et al., 2001). Aktivacia serin/treonin MAP kinaz (MAPK) sa uskutociuje
prostrednictvom fosforylacie treoninovych a tyrozinovych zvySkov v katalytickej
subdoméne VIII pomocou MAPK kindz (MAPKK). Tieto kindzy su aktivované
serin/treonin  MAPKK  kinazami (MAPKKK) (Jouannic et al., 1999). Aktivacia
MAPKKK moze prebehnit’ 3 spdsobmi; prostrednictvom fosforylacie serinu/treoninu

proteinkindzami nazvanymi MAPKKK kinazami (MAP4K) (Sells a Chernoff, 1997),
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pomocou G proteinu (Fanger et al., 1997, Sugden a Clerk, 1997) alebo priamou
interakciou s doménou receptorovej histidinkinazy (Posas a Saito, 1998). Predpokladané
spajacie (docking) miesto MAPK je charakterizované bazickymi zvyskami aminokyselin
R a K N-konca k hydrofobnym zvySkom aminokyselin L a I. Kone¢ny pocet jednotlivych
kindz: 60 MAPKKK, 10 MAPKK a 20 MAPK bol stanoveny po dokonceni

sekvencovania genomu rastliny Arabidopsis thaliana (Ichimura et al., 2002).
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Cytoplazmatickad membrana

Ciel’

Obr. 1 Schematické znazornenie aktivicie MAPK kaskaddy pomocou fosforylacie za naslednej
hydrolyzy ATP. MAPK je aktivovana pomocou MAPKK, ktora je aktivovana pomocou
MAPKKK. Stresovy signal podnecuje aktivaiciu MAPKKK tym, ze sa tato kinaza fosforyluje.
Prenos signalu je sprostredkovany pomocou fosforylatnych a defosforylaénych javov
jednotlivymi proteinovymi kinazami, respektive fosfatazami. Upravené podl'a: Xu a Zhang, 2015.
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2.2.2 Mitogen-aktivované proteinkinazy kinazy (MAPKK)

Genom rastliny Arabidopsis thaliana obsahuje 10 MAPKK ¢o je poloviény pocet oproti
MAPK (Ichimura et al., 2002). MAPKK mozno rozdelit’ do Styroch skupin (A-D) podla
urcitej sekvencnej podobnosti (Meng a Zhang, 2013). Skupina A MAPKK u Arabidopsis
zahfna: MKK 1, ktoré mozu byt aktivované abiotickymi stresmi (Matsuoka et al., 2002)
a MKK2, ktoré sluzia ako upstream faktory pre MPK4 (Ichimura et al., 1998; Mizoguchi
etal., 1998; Huang et al., 2000; Matsuoka et al., 2002;). Do tejto skupiny patri aj MKK®,
ktory je podobny NtMEK 1. NtMEK 1 sa podiel’a pri deleni buniek (Calderini et al., 2001).
Skupiny C a D nemaju v MAPKK génoch introny. MKK patriace do skupiny C zahfiaja
stresovo citlivé upstream faktory MPK skupiny A (Ichimura et al., 2002). Do tejto
skupiny patria MKK4 a MKKS, ktoré posobia na MPK3 a MPK6 pri regulécii vyvoja
rastlin a obrannych reakcii u Arabidopsis thaliana (Asai et al., 2002; Ren et al., 2002;
Liu etal., 2004; Wang et al., 2007; Cho et al., 2008; Ren et al., 2008; Meng et al., 2012;).
Do skupiny D patria MKK7, MKK8, MKK9 a MKK10 (Meng a Zhang, 2013) a do
skupiny B patria MKK3, ktoré su podmienené kyselinou jasmonovou v rdmci signalnej
transdukcie (Takahashi et al., 2007).

Sekvencia fosforylaéného miesta rastlinnych a zivo¢isnych MAPKK sa od seba
lisia. Rastlinné MKK maja sthlasnt sekvenciu S/TxxxxxS/T, na rozdiel od zivo¢iSnych
S/TxxxS/T. Suhlasna sekvencia rastlinnych MAPKK vsak nebola najdena u A. thaliana
MKK10 kvoli delécii troch aminokyselinovych zvySkov nachadzajucich sa v tejto oblasti
(Ichimura et al., 2002).

Tieto enzymy moZzu fosforylovat' hydroxylové vedlajSie retazce serinovych,
treoninovych a tyrozinovych zvySkov vo svojich MAP kinazovych substratoch
(Ashworth et al., 1992; Seger et al., 1992; Crews et al., 1992; Kosako et al., 1992; Wu et
al.,, 1993). Vo svojich aktivacnych sluckach si MAPKK aktivované fosforylaciou
zvyskov serinu alebo treoninu (Alessi et al., 1994; Zheng a Guan, 1994) .

2.2.3 Mitogen-aktivované proteinkinazy kinazy kinazy (MAPKKK)

MAP kinazové kinadzové kinazy (MAP3K) vyskytujice sa v réznych primdrnych
Struktirach boli definované na zdklade ich schopnosti fosforylacie ich Specifického
substratu MAP kindzovych kinaz (MAP2K). Tieto MAPKKK mozZno rozdelit’ do Styroch
podrodin MEKK/STE11, RAF, MLK a MOS (Jouannic et al., 1999). U Arabidopsis su
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vyznamné 3 podrodiny, kde prvou su kinazy podobné MEKK, do ktorych mozno zaradit’
d’alsich 12 ¢lenov a druhou su kinazy podobné RAF obsahujtice 50 ¢lenov (Ichimura et
al., 2002). Tretia podrodina je tzv. ZIK, tiez nazyvana WNK (Sun et al., 2014). Vsetky
identifikované serin/treoninove kinazy maji katalyticki doménu s priblizne 300
aminokyselinovymi zvySkami, ktoré mozu byt rozdelené na 12 domén. Kazda doména
ma niekol’ko vysoko konzervovanych zvySkov. Jednym z tychto zvySkov je lyzin
nachadzajuci sa v subdoméne II. (Wang et al., 2008). WNK chyba katalyticky lyzinovy
zvysSok v kinazovej subdoméne II nachadzajicej sa v N-terminalnej kindzovej doméne
(Wang et al., 2008), ktory je nevyhnutny pre koordinaciu ATP v aktivnom centre a je
konzervovany medzi vSetkymi ostatnymi kinazami (Xu et al., 2000, Wilson et al., 2001).
Prvym popisanym identifikovanym génom WNK bol WNK1 gén (Xu et al., 2000). U 'udi
je rodina WNK zlozena zo Styroch génov WNK1, WNK2, WNK3 a WNK4, ktoré¢ sa
nachddzaji na chromozomoch 12, 9, X a 17 (Gamba 2005).

Gény MEKK/RAF z vyssich rastlin mozno rozdelit’ najmenej do siedmich skupin:
MAP3Kao, MAP3Kf3, MAP3Ky, MAP3Ko, MAP3K({, MAP3Kn a MAP3K®6, kde do MEKK
rodiny patria a, B, Y a { a do PRAF zvysné 6, n a 0. Na zdklade $tudii bolo potvrdené, ze
katalyticka doména ¢lenov skupin a, B, vy, £ je vel'mi podobna (priblizne 50%), zatial’ ¢o
mensia podobnost’ (priblizne 25%) bola pozorovana, u ¢lenov skupin 8, | a 0. (Jouannic
etal., 1999).

U rastliny Arabidopsis thaliana bola zverejnena a popisana genémova sekvencia
MAPKKK s nazvom AtCTR1. Tento gén patri do rodiny RAF aje zodpovedny za
negativnu regulaciu expresie génov indukovanych etylénom (Kieber et al., 1993). Dalsim
génom patriacim do skupiny MAPKKK je EDR1 gén, ktory negativne reguluje obranné
reakcie (Frye et al., 2001). V projektovych databazach sekvenovania A. thaliana sa
nachadza niekol’ko dalSich genomovych sekvencii ako napriklad AtMEKK1,
AtMAP3Kp3, AtMAP3Ky, AtANPI i dalsich charakterizovanych génov AtMAP3K/f4,
AtMAP3K03, AtMAP3Ko4, AtMAP3Kn2 a AtMAP3K61 (Jouannic et al., 1999).

Je preukazané, ze MAPK drédhy zohravaja tlohu pri odpovediach na stres, pretoze
prepis konkrétnych MAPK a MAPKKK génov narasta v obdobi chladu, sucha, ¢i pri
zvySenej koncentracii soli. Prikladom moézZe byt expresia génu AtIMEKK1, ktora bola
zvySena v stresovych podmienkach, o vedie k zaveru, Ze zodpovedajlici protein sa

zucastnuje na stresovych odpovediach (Mizoguchi et al., 1996).
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2.2.4 Mitogen-aktivovana proteinkinaza 3 (MPK3)

MPK3 sa podiel’a na biotickych aj abiotickych stresovych reakcidch (Gudesblat et al.,
2007). Aktivacia tejto kindzy moze prebiehat’ rozlicnymi spdsobmi. V semenacikoch
Arabidopsis dochadza k aktivacii pomocou kyseliny abscisovej a peroxidu vodika (Lu et
al., 2002), ¢o znaci, ze MPK3 sa z¢astnuje signalne drahy peroxidu vodiku pri zatvarani,
¢i inhibicii otvarania prieduchov (Gudesblat et al., 2007). Mozno teda povedat’, ze MPK3
gén je exprimovany v ochrannych bunkach, ktoré tvoria stc¢ast’ prieduchov (Kwak et al.,
1997). Taktisto sa tento gén exprimuje aj v inych Castiach rastliny ako napriklad
v kotyledonoch, v hypokotyle, ¢i v semenach (bar.utoronto.ca — The bar and other data
analysis tools for plant). K aktivacii MPK3 dochadza i vystavenim suspenzie buniek
hyperosmotickym stavom (Droillard et al., 2000) alebo ozénom, pricom tato
atmosféricky znecistujuca latka, generuje ROS (Reactive oxygen species) a aktivnu
MPKS3 translokuje do jadra (Ahlfors et al., 2004).

Rastliny st nepretrzite vystavené patogénnym mikroorganizmom a rychle
zaznamenanie takéhoto utoku na rastlinu je nevyhnutné k spusteniu obrannych reakcii a
obmedzeniu $irenia infekcie (Galletti et al., 2011). FIg22 je 22-aminokyselinovy peptid,
pritomny v bakteridlnom flageline (Gomez-Gémez a Boller, 2000). Po zaznamenani
flagelinu receptorom FLS2 sa MPK3 aktivuje (Galletti et al., 2011). Tato kinaza sa takisto
moze aktivovat pri interakcii s hubami alebo s chitinom hubového elicitoru (Wang et al.,

2001, Schenk et al., 2003).

2.3 Fosfolipazy

Fosfolipidy pritomné vo vSetkych Zzivych organizmoch, spolu s glykolipidmi
a cholesterolom tvoria hlavnut zlozkou vsetkych biologickych membran (De Maria et al.,
2007). Zohravaju hlavnt tlohu pri celistvosti dvojvrstvovej Struktiry membran a zapajajt
sa napriklad do regulacie pri organizacii a dynamike cytoskeletu zaznamenavanim
vonkajsich stimulov (Pleskot et al., 2013; Lin et al., 2014; Zhang a Zhang 2016). Urovei
rastlinnych fosfolipidov sa asovo a priestorovo meni v zavislosti na strese a vyvojovych
podnetov (Lin et al., 2014, Wang et al., 2014b). Enzymy, ktoré sa podielaju na
modifikécii fosfolipidov sa nazyvaju fosfolipazy. Tie zohravaju rdéznorodé ulohy;
napriklad v membranach sa vyskytuju ako mediatori druhych poslov Vv signalnej

transdukcii a u I'udi zasa v procesoch travenia (De Maria et al., 2007).
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Fosfolipazy tak vo vSeobecnosti mozno rozdelit’ do 4 skupin (A1, A2, C a D). Tieto
lipazy katalyzuju hydrolyzu fosfolipidov, ktoré sa mozu povazovat za derivaty
glycerofosfatu. Miesta hydrolytického uc¢inku fosfolipaz sa lisia medzi skupinami (Obr.
2). Fosfolipaza, moze Stiepit’ acylester v dvoch polohach; v polohe sn-1 sa oznacuje
fosfolipaza A1 (PLAL, EC 3.1.1.32) a v polohe sn-2 fosfolipaza A2 (PLA2, EC 3.1.1.4).
Enzym, ktory Stiepi fosfodiesterovll vdzbu na strane glycerolu, sa oznacuje ako
fosfolipaza C (PLC, EC 3.1.4.3), zatial’ ¢o na polarnej strane to je fosfolipaza D (PLD,
EC 3.1.4.4) (Dennis, 1983). Pri hydrolyze fosfolipidov sa uvoltiuju rézne produkty, ako
st napriklad lyzofosfolipidy, vol'né mastné kyseliny, diacylglyceroly, cholinfosfat a
fosfatidaty, v zavislosti od miesta hydrolyzy (De Maria et al., 2007). Fosfolipazy mézu
fungovat’ aj ako transacylazy (fosfolipaizy Al a A2 alebo lyzofosfolipaza) alebo
transfosfatidylazy (fosfolipazy C a D) (Dennis, 1983).

Fosfolipaza A1

HZC—O—Z C O R 1 Fosfolipaza A2

b4

> i

> g
HC—0—COR,
.
H,C— o P

Fosfohpaza C Fosfolipaza D

Obr. 2 Znazornenie miest hydrolytického ucinku jednotlivych fosfolipaz. Fosfolipazy Al
odstepuju acylova skupinu v polohe sn-1 a fosfolipazy A2 v polohe sn-2. Tieto fosfolipazy sa
preto nazyvaju aj acylhydrolazy. Fosfolipazy C a D hydrolyzuju fosfodiesterovu viazbu substratu,
pricom z PLC vznika diacylglycerol a fosforylovany alkohol a z PLD kyselina fosfatidova a
alkohol.
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2.3.1 Fosfolipaza D

V roku 1947 bola prvykrat popisana aktivita fosfolipaz D (PLD) u rastlin z vytazkov
mrkvy (Hanahan a Chaikoff, 1947), zatial’ co u zivoc¢ichov bola tato aktivita popisana v
roku 1975 za uvol'nenia cholinu a etanolaminu z mozgu potkanov (Saito a Kanfer, 1975).
Prvé purifikované PLD enzymy boli izolované z kapusty (Abousalham et al., 1993) a
ricinového bobu pochadzajuceho z rastlin Ricinus communis (Wang et al., 1993).

Tieto fosfolipazy sa zucastiiuju celej rady procesov v bunke, vratane
transmembranovej signalizacie a poskodenia membran. V eukaryotickych organizmoch
zohravaju rozlicné ulohy. V zivocis$nej risi sa PLD podielaju na proliferacii buniek,
sekrécii proteinov, membranovom prenose, na metabolickej regulacii a imunitnych a
zapalovych odpovedi (Pappan et al., 1997b). V kvasinkach PLD aktivita sazi pri tvorbe
spor behom sporulacie a takisto sa podiel’a pri adaptacii vyuzitia zivin (Rose et al., 1995;
Ella et al., 1996). Co sa tyka rastlin, $tadie PLD sa zameriavaji na odpovede pri
poskodeni membran pri stresovych reakciach, na senescenciu, patogenézu (Paliyath et
al., 1987; Wang, 1993; Ryu a Wang, 1995), signalnu transdukciu v reakciach na
environmentalne podnety (Munnik et al., 1995; Young et al., 1996; Ryu a Wang 1998)
I na stresové reakcie suchom, ¢i osmotické stresové reakcie a signalnu transdukciu (Wang
et a., 2014a).

Fosfolipazy D tvoria hlavni skupinu membranovych fosfolipidovych enzymov v
rastlinach. V genéme rastliny A. thaliana sa nachadza 12 PLD génov, ktoré su rozdelené
do 6 podtried: a, B, v, 9, €, . Hlavnou tlohou PLD enzymov je hydrolyza fosfolipidov,
ako napriklad fosfatidilcholin, za produkcie fosfatidovej kyseliny (PA) a rozpustné
skupiny, ako napriklad cholin. PA funguje ako signalna molekula, takzvany druhy posol.
(Munnik a Musgrave, 2001). Fosfolipazy PLDal a PLDS st bohato zastupené v rodine
PLD enzymov (Wang, 2002). PLDal je aktivovana pri transpira¢nej strate vody, ¢im
brani vyschnutiu rastliny (Sang et al., 2001b, Zhang et al., 2004), zatial' ¢o PLD? je
aktivovana v reakciach pri rapidnej dehydratacii (Bargmann et al., 2009). PLDal spolu s
produktom kyselinou fosfatidovou (PA) sa podiel'ajii napriklad na regulacii organizacie
mikrotubulov, ¢o ma dosledok v reakcii na solny stres a ABA (kyselina abscisova)
signalizaciu (Zhang et al., 2012; Jiang et al., 2014).

Ako uz bolo spomenuté, fosfolipazy D hydrolyzuju fosfatidylcholin za vzniku PA
a cholinu (Obr. 3) (Jenkins a Frohman, 2005). Tato kyselina moze priamo ovplyviiovat’

zakrivenie biologickych membran, sluzit ako miesto pre proteiny asociované s
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membranami (Roth, 2008) a v bunke mdze byt premenena na iné bioaktivne lipidy,
diacylglycerol a kyselinu lyzofosfatidova (Rivera a Chun, 2008). PA, ktora predstavuje
menej nez 1% z celkovych bunkovych fosfolipidov, sluzi hlavne ako lipidovy posol a je
produkovana enzymatickymi reakciami prostrednictvom PLD alebo pomocou
diacylglycerol kinazy (Wang et al., 2006). Takisto posobi aj ako spojka medzi
plazmatickou membranou a mikrotubulmi cez MAP65-1 protein a vV odpovedi na sol'ny
stres u A. thaliana ma pozitivny vplyv na stabilizaciu mikrotubulov (Zhang et al., 2012).
PLD ma unikatnu moZznost’ prenosu fosfatu z fosfolipidu na primarny alkohol, ktory
uprednostiuje pred vodou a tym dochadza k produkcii fosfatidilalkoholu (Heller, 1978).

Na zéklade sekvenovania genému a biochemickych studii bolo potvrdené, Ze rodina
rastlinnych PLD je omnoho rozmanitejSia nez u inych eukaryotickych organizmov. Je
znamych 12 izoenzymov nachadzajucich sa u Arabidopsis thaliana. Desat’ z tychto
izoenzymov (PLD z a-, B-, y-, 8-, e-typov) obsahuje doménu C2 a su zavislé od Ca?*,
zatial' ¢o dvaja clenovia tejto skupiny (PLD{1, PLD{2) obsahuju PH a PX doménu
rovnako ako cicavce a nie st zavislé od Ca?* (Wang, 2000; Elias et al., 2002; Qin a Wang,
2002). Jednotlivé izoenzymy sa od seba lisia substratovou Specifickost'ou a afinitou k
regulaénym molekulam (Mansfeld a Ulbrich-Hofmann, 2009).

Model rastlinnej PLD bol zostaveny na zaklade katalytického mechanizmu PLD
zahriujuceho dvojstupniovu ,,ping-pong® reakciu, v ktorej je tvorba kovalentného
fosfatidyl-enzymového  intermedidtu = nasledovanda  bud’  hydrolyzou  alebo
transfosfatidylaciou (Stanacev a Stuhne-Sekalec, 1970). Vsetky PLD enzymy potom vo
svojej aminokyselinovej sekvencii obsahuju dve konzervované HKD domény, potrebné
re lypazovu aktivitu (Bargmann a Munnik, 2006). Konzervovany histidin z HKD motivu
z jednej domény slizi ako nukleofil zatial ¢o z druhej domény je fosfoenzymovy
medziprodukt hydrolyzovany aktivnhou molekulou vody alebo primarnymi kratkymi
retazcami alkoholu za uvol'nenia kyseliny fosfatidovej, ¢i fosfatidylalkoholu (Rudolph et

al., 1999).
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PLD

H20 «—— HOCH2CH3
Cholin <«— Cholin
Fosfatidova )
kyselina Fosfatidyletanol
Hydrolyza Transfosfatidylacia

Obr. 3 PLD reakcie: PLD hydrolyza substratu fosfatidilcholinu za vzniku fosfatidovej kyseliny a
transfosfatidylacia fosfatidilcholinu v pritomnosti primarneho alkoholu. Upravené podrla:

Mansfeld a Ulbrich-Hofmann, 2009.

2.3.2 Struktura fosfolipazy D

Vicsina fosfolipaz D je  charakterizovanych  konzervovanymi  oblastami
aminokyselinovej sekvencie vratane dvoch HKD motivov potrebnych pre katalytickl
aktivitu. Eukaryotické PLD maju regulacné Struktiry, ako su homolégne domény PH
(phox) aPX (plextrin) nachadzajuce sa u kvasinkovych a cicav¢ich PLD ale gj
u rastlinnej PLD C- triedy a N-koncové C2 domény vo vécsine PLD rastlin (Obr. 4)
(Mansfeld a Ulbrich-Hofmann, 2009).

Obr. 4 Schematické znazornenie dvoch podskupin PLD. A. — doménova $truktara ao-, -, y-, o-,
a e- triedy PLD nachadzajtcich sa u rastlin, B. — doménova struktiira (- trieda PLD nachadzajtica
sa U rastlin a PLD u cicavcov. Upravené podl'a: Mansfeld a Ulbrich-Hofmann, 2009.
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Aktivne fosfolipazy D mozeme najst’ takmer vo vSetkych cicavéich bunkéch okrem
leukocytov a niektorych lymfocytov (Simockova a Griag, 2009). Katalyticky motiv
HKD, oznacuje sekvenciu HxxxxKxD, zlozenu z aminokyselin histidinu (H), lyzinu (K),
kyseliny asparagovej (D) a ktorejkol'vek inej aminokyseliny (X). (Jenkins a Frohman,
2005). PLD1 a PLD2 cicavcov obsahuju dva motivy HKD a kazdy z HKD motivov tvori
polovicu u¢inného aktivneho miesta (Sung et al., 1997). Sucast'ou cicav¢ich PLD su i
regulacné sekvencie zahfnajuce lipid viazuce PX (Phox homologickd) a PH domény ako
1 vdzobné miesto pre fosfatidylinositol 4,5-bisfosfat (PIP2). Tieto regula¢né sekvencie
ohranicuju katalytické domény (Obr. 5) (McDermott et al., 2004; Jenkins a Frohman,
2005). PX doména sa pravdepodobne podiel'a na interakciach s inymi proteinmi, ¢i pri
vézbe fosfatidylinozitolfosfatov (Xu et al., 2001), zatial’ co PH doména l'udskej PLD1 a
PLD2 a kvasinkovej Spol4p (fosfolipaza D1) sa podiela pri tvorbe vizby enzymu na
Specifické lipidové povrchy obsahujice PIP2. Tato PH doména vSak nezabezpecuje
vizbu PIP2, ktory je dolezity k aktivacii enzymu ale jeho vdzobné miesto sa nachadza v
katalytickej doméne PLD (Du et al., 2003). Dalsou sti¢astou PLDI je tzv. slu¢ku, ktora
sa podiela pri negativnej regulacii proteinu (Sung et al., 1999). Okrem domén st dolezité
i konce proteinov, ktoré sa podielaji na aktivite PLD. Pomocou C-konca proteinu je
definovana jeho bunkova lokalizacia (Hughes a Parker, 2001), zatial’ ¢o N-koniec PLD1
je potrebny k stimulacii enzymu pomocou proteinkinazy C (Zhang a Roomans, 1999).

C2 doména alebo inak nazyvana CalB doména nachadzajlica sa u rastlin je pritomna
v blizkosti N-konca (Obr. 6) vo vsetkych rastlinnych PLD a ma dizku priblizne 130
zvyskov, ktoré mozu viazat' Ca?* a iné efektory vratane fosfolipidov, inozitolfosfitov, i
proteinov (Ponting a Kerr, 1996). Tento vizobny Ca®'/fosfolipid utvar bol najprv
identifikovany v izoformach zavislych od Ca?" proteinovej kinazy C. Neskor bol viak
ndjdeny aj u roznych signalizacnych proteinoch, ktoré interaguji s membranami a
sprostredkovavaju kritické bunkové funkcie (Ponting a Paker, 1996; Kopka et al., 1998).
Vizba Ca?* je koordinovand $tyrmi az piatimi aminokyselinovymi zvyskami v slu¢kéch.
PLDy a PLDB uchovavaju kyslikové aminokyseliny, ktoré koordinuju Ca?*, zatial’ ¢o v
C2 doméne PLDa st dva z kyslych zvysSkov substituované bud’ pozitivne nabitymi alebo
neutralnymi aminokyselinami (Ponting a Paker, 1996; Pappan et al., 1997a), ¢o dokazuje,
7e Ca?" afinita PLDa mdZze byt nizSia ako afinita PLDp a y. Tieto rozdiely v doménach
C2 moézu byt Strukturdlnym zékladom pre odlisné biochemické vlastnosti medzi PLDa

od PLDp ay (Wang, 2000). Na zaklade stadii bolo potvrdené, Ze motiv bohaty na bazické
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aminokyseliny, K/R(x)xxxKxK/RK/R, je zodpovedny za viazanie polyfosfoinositidov
Vv proteinoch a spolu s obratenou sekvenciou (RKxRxxxxR) st pritomné v PLDB v
blizkosti druhého HKD katalytického motivu. Tri zo Styroch bazickych zvyskov su
zachované v PLDy, zatial ¢o PLDa nahradza niekol'ko bazickych zvyskov kyslymi
zvyskami (Qin et al., 1997).

PLD1 Nu PX f=={ PH }= HKD = Slutka |= PIP2 |~ HKD [~ C

PLD2 No PX | PH |={ HKD | ~¢————— PIP2 |~ HKD [=

Obr. 5 Zakladna doménova struktira PLD1 a PLD2. PX — plextrin homologicka doména; PH —
phox homologickd doména, HDK — katalyticky motiv, PIP2 — fosfatidylinositol 4,5-bisfosfatova
doména, X — znazorfiujiice miesto chybajucej oblasti slu¢ky. Upravené podla: Simockova
a Griac, 2009.
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PLDo N HKD == XX [~ HKD q XX p——C

PLDB N | HKD | PIP2 = HKD M PIP2 p=———C

PLDy1 N HKD j=—{ X M HKD jq{ X p=——oC

PLDy2 N HKD p=={ X [ HKD M X jm——eeC

Obr. 6 Znazornenie doménove;j struktury PLDa, B, y1 a y2 u A. thaliana. C2 — C2 doména, HDK
— katalyticky motiv, PIP2 — fosfatidylinositol 4,5-bisfosfatova doména, XX — oznacenie straty
dvoch kyslych zvyskov potencialne zapojenych do vizby Ca?*, X — oznalenie straty jedného
kyslého zvysku. Upravené podla: Mansfeld a Ulbrich-Hofmann, 2009.

2.3.3 Aktivita fosfolipazy D

Aktivita PLDal okrem vapnika (Jiang et al., 2014), méze byt ovplyvnena aj inymi
latkami ako je NaCl (Zhang et al., 2012), ABA (Zhang et al., 2009) a oryzalin (Zhang et
al., 2012).

Maximalna aktivita PLD rastlin vyzaduje milimolarne hladiny Ca®" na rozdiel od
I'udskej PLD, ktor4 je plne aktivna pri mikromolarnych hladinach Ca?*, & PLD kvasiniek,
ktora nevyzaduje ziadnu pritomnost Ca?*. Okrem toho sa PLD u ¢loveka i kvasiniek
aktivované pomocou signaliza¢nej molekuly PIP2 (Drobak, 1993; Divecha a Irvine,
1995). Hydrolyza PIP2 fosfolipaizou C vedie k syntéze fosfatidylinozitol-3,4,5-
trisfosfatu, ktory aktivuje Ca?* nezavislii proteinovi kinazu C a K produkcii druhych
poslov (second messengers) ako napriklad diacylglycerol a inositol trisfosfat (Pappan et
al., 1997b). PIP2 sa takisto podiel'a na regulacii aktivity mnohych proteinov ako su Ras
GTPazy, alfa DNA polymerazy a ATPazy plazmatickej membrany citlivé na vanadat
(Chen a Boss, 1991; Divecha a Irvine, 1995). V rastlinach su fosfatidylinozitol-4-fosfat
(PIP) a PIP2 dolezité signalizacné zli¢eniny a ich hladiny sa menia v zavislosti od reakcie

na rozne podnety. Percentudlne zastapenie PIP2 v bunkovych fosfolipidoch nepresahuje
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viac ako 0,05% (Drobak, 1993) a pravdepodobne je viac koncentrovany vo vnutornych
plazmatickych membranach v listoch. Niektoré membranové oblasti mézu mat’ vysoké
hladiny polyfosfoinositidov, ¢o ma za nasledok aktivaciu PLD zavislych od PIP2 (Pappan
et al., 1997b). Avsak $tadie pouzivajice PLD z komerénych zdrojov naznacuju, Ze
aktivita rastlinnej PLD nezavisi od PIP2 (Brown et al., 1993). V rastlinach, u ktorych bola
potladena milimolarna koncentracia Ca?*, bola ndjdena nova PLD, ktora dokaze fungovat
pri nanomolarnych aZ nizkych mikromolarnych koncentraciach Ca?* (Pappan et al.,

1997h).

2.3.4 PLDal

Mnohé Specifické PLD sa zapajaji do jednotlivych funkcii rastlin ako napriklad
programovana bunkova smrt, ¢i tolerancie na stres (Ohashi et al., 2003; Thang et al.,
2003; Li et al., 2004). Fosfolipaza D alfa 1 (PLDal, At3g15730) sa spolu s jej produktom
kyselinou fosfatidovou podiel'a na réznych bunkovych a fyziologickych procesoch ako
je napriklad cytoskeletdlna remodelacia, regulacia stomatalneho uzatvarania a otvarania
a na biotickych, ¢i abiotickych stresovych signalizaciach (Novak et al., 2018). Dalej sa
PLDal spolu s PA podiel’a na produkcii H2O2 v listoch rastliny Arabidopsis thaliana
aktivaciou NADPH oxidazy (Sang et al., 2001a). Aktivacia PLDal takisto vedie k
zvySenej tvorbe vol'nej kyseliny linolovej a kyseliny linolénove;j, ktoré zohravaju tillohu
pri syntéze oxylipinu, ¢i pri obrannej signalizacii (Ryu a Wang, 1998; Wang et al., 2000).
Bolo preukéazané, Ze PLD sa zapdja do odpovedi na kyselinu abscisovil (ABA) a prave
nadmerna expresia PLDal vedie k zvySeniu citlivosti na tato kyselinu (Sang et al.,
2001b). PLDal interaguje priamo s alfa podjednotkou (Ga) heterotrimérnych G
proteinov (Zhao a Wang, 2004), ktor¢ takisto zohravajt tlohu pri sprostredkovani ABA
odpovede (Wang et al., 2001). Mutantné rastliny pldal nevykazujii vyznamné rozdiely v
morfologickych a vyvojovych charakteristikdch v porovnani s rastlinami divého typu
(Fan et al., 1997; Zhang et al., 2012).

PLDal moZze byt lokalizovand v rozpustnych a membranovych frakciach. Mdze sa
premiestiiovat’ z cytosolickych na membranové frakcie a pocas stresovych podmienok
vykonavat’ hydrolyzu membranovych lipidov (Wang et al., 2000, Hong et al., 2016,
Novak et al., 2018). Subcelularna distribucia PLDal na zaklade imunoblotovacich analyz
frakcionovanych extraktov z listov rastliny Arabidopsis thaliana detekovala najvyssi

obsah na plazmatickych membranach, intracelularnych membranach a mitochondriach,
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zatial' o malé mnozstvo tohto proteinu bolo detekované v jadre (Fan et al., 1999).
Vyrazné hladiny expresie PLDal-YFP boli pozorované v apikalnych a v postrannych
bunkach koretiovej ¢iapocky, zatial’ ¢o v meristematickej zone korena vratane rizodermi,
kortexu a prokambia bola tato hladina expresie nizka. Stidie preukazali pozoruhodne
silni expresiu i v centralnych kolumelovych bunkéach. Takisto silnd expresia bola
zaznamenana aj v trichoblastoch, zatial’ ¢o u atrichoblostoch bola tato expresia znizena.
Co sa tyka nadzemnej &asti rastliny, realtivne vysokd expresia PLDol-YFP bola
pozorovana v epidermalnych bunkach hypokotylu, v epidermis listov, ¢i v stomatalnych

bunkach (Novak et al., 2018).

2.3.5 Priemyselné vyuZzitie fosfolipaz

Enzymy sa casto vyuzivaji pri priemyselnych procesoch. Rychly pokrok v
biochemickych a chemickych Stadiach fosfolipidov a vyvoj bioinZinierstva priniesol
niekol’ko vyhod pri modifikacii fosfolipidov pre priemyselné vyuzitie a I'udsku vyzivu
(Guo et al., 2005). Prasacia a l'udska podzaludkova zl'aza boli prvymi zdrojmi lipaz a
fosfolipaz pouzivanych v potravinarskom priemysle, avSak dnes st hlavnymi zdrojmi
komeréne dostupnych enzymov hlavne kvasinky, huby a baktérie (Borrelli a Trono,
2015).

V mliekarenskom priemysle maju fosfolipazy velké vyuzietie, hlavne pri vyrobe
mlieka, syra, jogurtov ale aj zmrzliny. Pomocou hydrolyzy mlie¢nych fosfolipidov pred
pridanim syridla sa zvysi vytazok syra bez toho, aby doslo k znizeniu jeho kvality.
Takéto zlepSenie vytazku syra je pravdepodobne dosledkom zadrzovania tuku a vlhkosti
v syrenine. (Lilback et al., 2006). Fosfolipdzy maju zastupenie i v pekarenskom
priemysle, kde ich tlohou je zlepSenie kvality cesta. Lipidy spolu s hydrolyzovanymi
produktmi st potrebné pre stabilizaciu vzduchovych bublin v ceste. Tieto bubliny maji
za nasledok jemnejSiu Struktiru cesta, ¢im zvac¢Suji objem chleba a predlzuju jeho
trvanlivost’ (Neron et al., 2004).

Fosfolipazy su doleZitym biokatalyzatorom, ktoré takisto syntetizuju nutraceutika, ¢o
st bioaktivne zluceniny, ktoré mozu priaznivo vplyvat’ na l'udské zdravie (Borrelli a
Trono, 2015). Medzi rekombinantné fosfolipazy, ktoré slizia na produkciu
nutraceutickych zlacenin, patria hlavne PLD zo Streptomyces spp. Napriklad
rekombinantna PLD zo S. chromofuscus sa pouziva na konverziu fosfatidylcholinu a 1-

serinu na fosfatidylserin. Podobne bolo preukazané, ze PLD zo Streptomyces
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racemochromogenes exprimovanych v hostitel'skom Streptomyces lividans podporuje
vysokt mieru konverzie fosfatidylcholinu a fosfatidyletanolaminu v sdjovom lecitine na
fosfatidylglycerol a fosfatidylserin, v pritomnosti glycerolu a I-serinu (Nakazawa et al.,
2011).

Fosfolipazy sa takisto podiel'aju aj pri vyrobe endogénne vyrobenych emulgatorov,
ktorym je napriklad lyzolecitin. Ten je vyrobeny z hydrolyzy lecitinu po tprave vajecného
Zitka s fosfolipazami. Takyto lyzolecitin sa vyuZiva pre majonézovy a oméackovy

priemysel (Borrelli a Trono, 2015).
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3. EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

Duchefa Biochemie: MES, Murashige & Skoog - MS soli

Alfa Aesar: Gellan gum

Nippon Genetics: Midori green DNA Staining Solution

Penta: etanol

Sigma Aldrich: EDTA, Tris, kyselina octova, agar6za, sachardza

ThermoFisher scientific: Dilu¢ny pufor, GeneRulerTM 1 kb Plus DNA Ladder, Phire
Plant Direct PCR Kit, 6x DNA Loading Dye

Eurofins Genomics: primery

3.1.2 Zlozenie média a roztokov

Polovi¢né MS médium suziace k pestovaniu rastlin Arabidopsis thaliana (1 1)

e 2,159 MS soli

e 59 Gellan gum

e 10 g sachardzy

e 1gMES

e Doplnené miliQ H20 na vysledny objem 1 1

Vyslednd hodnota pH 5,8; sterilizované autoklavovanim

50x TAE pufor

e 100ml0,5MEDTA
o 242 gTris
e 57,1 ml kyselina octova

¢ Doplnené miliQ H20 na vysledny objem 1 1
Vysledna hodnota pH 8,0; pracovny roztok 1x TAE

1% agardzovy gél
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e 0,75 gagardza
e 75 ml 1x TAE pufor
e 3,75 ul Midori Green

3.1.3 Rastlinny material
V experimentoch boli pouzité rastliny Arabidopsis thaliana:

e ekotyp Columbia (Col-0, divoky typ)
e mutantna linia vytvorena pomocou T-DNA inzertu - SALK_151594 (mpk3-1)
e mutantna linia vytvorena pomocou T-DNA inzertu - SALK_053785 (pldo.1-2)

e mutantné linie vytvorené krizenim mpk3-1 a pldal-2 mutantov (dvojity mutant

mpk3-1 X pldo.1-2)

3.1.4 Pristroje

analytické vahy XA110/2X (Radwag)

autoklav Sterivap HP IL (MMM Group)
binokularny mikroskop Leica M165FC (Leica)
stereolupa pouzita na krizenie MSZ5000 (Kriiss)
dokumentaéné zariadenie Gel DocTM EZ Imager (BioRad)
elektroforeticka vanicka- vel’ka ( BioRad)
fytotronova komora (Weiss Gallenkamp)
chladnicka Liebherr (MED line)

Image Scanner 111 (EPSON)

laboratérne predvazky S1502, (BEL)

laminarny box M 1200 (Merci)

mikrovinna triba MGE23 (Hitachi)

PCR cykler MyCyclerTM Thermal Cycler (BioRad)
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pH meter PC 2700 (Eutech Instruments)
rotator Tube revolver (Thermo Fisher Scientific)

vortex MIXER (Labnet International, Inc.)

3.1.5 Software

EPSONSscan, ImageJ (http://fiji.sc/), ImageLab Bio-rad, LAS V4-0 (Leica), Microsoft
Office Excel 2013, Microsoft Office PowerPoint 2013, Microsoft Office Word 2013, T-
DNA Primer Design, Tm kalkulacka vyrobca polymerazy Phire Hot Start I DNA

3.2 Metédy

3.2.1 Povrchova sterilizacia semien Arabidopsis thaliana

Povrchova sterilizacia semien prebehla v sterilnom prostredi, v laminarnom boxe.
Semena A. thaliana, odpovedajiice objemu zhruba 50 pl boli prenesené do
mikroskiimavky, kde boli zaliate 1,5 ml 70% etanolom. Mikroskumavka so semenami
bola prenesend na rotator a inkubacia semien prebehla po dobu 5 mintt za staleho
premieSavania. Semend v mikroskimavke sa vdaka gravitacii usadili na dno
mikroskiimavky a etanol sa odpipetoval. Nasledne sa pridal 1,5 ml 96% etanol a opét’ sa
semena inkubovali na rotatore ale iba po dobu 1 mintty. Po sedimentacii semien sa etanol
odpipetoval. Semena boli premyté dvakrat po dobu 5 minut v sterilnej destilovanej vode
a nasledne prenesené pomocou pipety na Petriho misku so sterilnym filtracnym papierom
a voda sa nechala volne odparit. Ked’ filtracny papier so semenami vyschol, Petriho

miska sa uzavrela pomocou parafilmu a bola skadovana v chladnicke pri 4 °C .
3.2.2 Priprava /2 MS média

Poloviéné MS médium sliziace k pestovaniu rastlin Arabidopsis thaliana v in vitro
prostredi bolo pripravené navazenim presného mnozstva chemikalii (vid’. kapitola 3.1.2
3.1.2. ZloZenie média a roztokov) potom bolo sterilizované autoklavovanim. Médium
obsahovalo MS soli, gellan gum, sachar6zu, MES, destilovani vodu s kone¢nym pH 5,8.
Neskor sa stuhnuté médium podl’a potreby rozvarilo v mikrovinnej triibe, rozlialo sterilne

do Stvorcovych Petriho misiek a nechalo sa aspoft 30 mintt stuhnut’.

30



3.2.3 Vysev semien Arabidopsis thaliana na médium

Vysterilizované semena boli v sterilnom prostredi prenesené na 2 MS médium na Petriho
misku pomocou drevenej ty¢inky. Miska bola uzavretd pomocou parafilmu a vlozena do
chladni¢ky pri 4 °C v tme na cca 3 dni z dovodu stratifikacie. Potom Petriho miska bola
vlozena do fytotrénu, kde boli semena kultivované pri teplote 23 °C s fotoperiddou 16/8

(svetlo/tma).

3.2.4 Navrh primerov na genotypovanie pldal-2 a mpk3-1 mutantov

pomocou PCR

Pre navrh primerov na genotypovanie pldal-2 (SALK_053785) mutanta a mpk3-1
(SALK 151594) mutanta bol pouzity program T-DNA Primer Design dostupny na
webovej adrese http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html. Tymto programom boli

najdené sekvencie jednotlivych primerov.

Pre plda.1-2:

LP- pldal-2: ATTAAGTGCAGGGCATTGATG
RP- pldai-2: CAAGGCTGCAAAGTTTCTCTG
LBb1.3: ATTTTGCCGATTTCGGAAC

Predpokladana velkost' hrani¢éného amplikonu pre sadu primerov LBb1.3+RP je 511-
811 bp. Pre sadu LP+RP je 1109 bp.

Rovnakym sposobom bola ziskana sekvencia aj pre mpk3-1 mutanta:
LP- mpk3-1: ATTTTTGTCAACAATGGCCTG
RP- mpk3-1: TCTGCCTTTTCACGGAATATG

Predpokladana vel’kost” hrani¢ného amplikonu pre sadu primerov LBb1.3+RP je 546-846
bp. Pre sadu LP+RP je 1229 bp.

Na vypocet teploty nasadnutia primerov k PCR reakcii sa pouzila Tm kalkulacka vyrobca
polymerazy Phire Hot Start Il DNA (Thermo Fisher Scientific) dostupna na stranke
https://www.thermofisher.com/cz/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-

biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/thermo-
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scientific-web-tools/tm-calculator.ntml. Teplota nasadnutia primerov pre pldol-2
mutanta k PCR reakcii bola ur¢ena na 65,5 °C a pre mpk3-1 mutanta 65 °C.

3.2.5 Genotypizacia jednotlivych rastlin

Na genotypizaciu jednotlivych rastlin bol pouzity Phire Plant Direct PCR kit. Celkovo sa
genotypovali rastliny typu Col-0, mpk3-1, pldai-2 a dvojity mutant mpk3-1 X pldal-2.
Pri extrakcii DNA jednotlivych rastlin sa pouzili mikroskimavky, do ktorych sa
napipetoval komer¢ény diluény pufor o objeme 20 pl, do ktorého sa odstrihol klicny list
10 - 14 dni starého semenacika (2 x 2 mm). List sa jemne rozdrvil o stenu mikroskiumavky
pomocou $picky a potom sa ponoril do pufru. Nasledne boli mikroskimavky polozené na
I'ad po dobu 1 hodiny. Pri PCR reakcii bola vyextrahovana DNA pouzita ako templat.
Celkovo boli pripravené dve sady k PCR reakcii pre kazdého mutanta, ktoré mali
prislusné kombinacie primerov. Prva reakénd zmes pre identifikdciu génu PLDal
respektive MPK3 a druhé sada pre pritomnost T-DNA inzertu. Kazda reakéna zmes
obsahovala teplat, prislusné primery, 2x Phire Plant PCR pufor, ktory obsahoval
nukleotidy, Phire® Hot Start DNA polymerazu a vodu uréent k PCR reakcii v ur€itych
objemoch (Tab. 1). Takto pripravena zmes v mikroskimavke sa nasledne vlozila do
termalneho cykléru, ktory bol nastaveny podl'a optimalnych podmienok, potrebnych pre
priebeh reakcie (Tab. 2). Po najdeni homozygotnej linie mpk3-1 respektive pldal-2

mutanta, boli tito mutanti preneseni do pody a sluzili pre vzajomné krizenie.

Tab. 1 Reakéna zmes k PCR reakecii

Chemikalie Objem na jednu reakciu (10 pul)
2x Phire Plant PCR pufor 5,0 ul
PCR voda 2,5ul
Phire® Hot Start DNA polymeraza 0,2 ul
Forward primer 1,0 ul
Reverse primer 1,0 pul
DNA templat 0,3 ul
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Tab. 2 Podmienky pre jednotlivé kroky k priebehu PCR reakcie

Krok PCRcyklu Cas [t] Teplota [T] mpk3-1  Teplota [T] pldal-2 Pocet
cyklov
Zactiatocna 5 min 98 °C 98 °C 1x
denaturacia
Denaturacia 5s 98 °C 98 °C
Annealing 5s 65 °C 65,5 °C 40x
Elongacia 255 72 °C 72 °C
Konecna 60 s 72 °C 72 °C 1x
elongécia

3.2.6 Priprava dvojitého mutanta mpk3-1 X plda1-2 pomocou KriZenia

Z materskej rastliny sa pod stereomikroskopom odstranili uz rozkvitnuté kvety. ESte
uzavreté puciky sa pomocou pinzety opatrne otvorili a odstranili sa vSetky ty¢inky. Na
bliznu piestika sa preniesol pel’ z druhej rodicovskej rastliny. Krizené kvety boli oznacené
pomocou farebnej nite a rastlina bola vratena k dozretiu do fytotronu. Dozreté SeSule,
vytvorené po krizeni, obsahujice semena F1 generacie sa zozbierali, nasledne sa
vysterilizovali a vysadili na Petriho misku so zivnym médiom. Prebehla stratifikacia a
miska bola prenesena do fytotronu. 2- 3 tyzdne po vykliceni sa identifikovali dvojiti
heterozygotni mpk3-1 X plda.1-2 mutanti pomocou PCR popisanej v ¢asti 3.2.5. Vybrani
dvojiti heterozygotni mutanti boli vysadeni do pody a po dozreti boli zozbierané semena
F2 generacie. Hl'adanie homozygotnej linie dvojitého mutanta mpk3-1 x pldal-2 bolo
prevedené takisto pomocou PCR. Pri PCR reakcii na identifikéciu heterozygotnej linie

v F1 generacii 1 homozygotnej linie v F2 generacii bola celkovo pouzitd sada 5 primerov

Vv 4 reakciach (Tab. 3).
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Tab. 3 Kombindacie primerov pri jednotlivych reakciach PCR

pldal-2 mpk3-1
Gén LP- pldo1-2 LP- mpk3-1

RP- pldal-2 RP- mpk3-1
T-DNA LBbl.3 LBb1.3

RP- pldo.1-2 RP- mpk3-1

3.2.7 Vyhodnotenie PCR reakcie pomocou agarézovej elektroforézy

Na vyhodnotenie PCR reakcie pre pritomnost’ T-DNA inzertu a génu bola prevedena
elektroforéza na 1% agarézovom géle. K vzorkam, ktoré boli vytiahnuté z termalneho
cykléru bol pridany 6x DNA loading dye o objeme 2 pl. Gél do ktorého sa napipetovali
vzorky bol zlozeny z 0,75 g agardzy, ktora bola rozvarend v 75 ml 1x TAE pufru. 1x TAE
pufor obsahoval 40 mM Tris, 20 mM kyselinu octovia a 1 mM EDTA. Po mierom
vychladnuti sa pridalo prislusné mnozstvo farbiva Midori Green DNA Staining Solution
(5 pl/100 ml gélu) na zviditelnenie DNA a zmes bola naliata do vanicky na
polymerizaciu do ktorej bol vlozeny hreben. Po stuhnuti gélu sa vytiahol hreben, ktory
vytvoril jamky. Gél sa preniesol do elektroforetickej vani¢ky obsahujucej IXTAE pufor
a ten bol doplneny nad povrch gélu. Vzorky obsahujiice 6x DNA loading dye boli o
objeme 10 pl napipetované do jamiek. Po zapojeni elektréd prebehla elektroforéza s
nepretrzitym napétim 80 V pocas 40 min. Vysledok elektroforézy bol dokumentovany

pomocou GeldocTM EZ systému a softwaru ImageLab Bio-rad.
3.2.8 Fenotypova analyza vybranych rastlin

Semena rastlin pldal-2, mpk3-1, pldo.i1-2 x mpk3-1 a Col-0 boli v rovnaky ¢as vysadené
na 72 MS médium a vloZené do chladnic¢ky na cca 5 dni z dovodu stratifikacie. Po piatich
diloch boli prenesené do fytotronu, kde sa semend kultivovali pri teplote 23 °C s
fotoperiddou 16/8 (svetlo/tma). Tieto vybrané rastliny boli dokumentované v urcitych
casovych intervaloch. Celkovo boli sledované dva fenotypové znaky. Pod binokularnym
mikroskopom (Leica) boli pozorované korenové $picky 5. den po vykliceni a 8. defi po
vykligeni. Druhym fenotypovym znakom bola zaznamenana dizka korena na 5. a 8. deii
po vykliceni pomocou scanneru. Vsetky vysledky boli spracované pomocou Imagel]

softwaru a vyhodnotené do grafov.
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4. VYSLEDKY A DISKUSIA

4.1 Genotypizacia mpk3-1 a plda1-2 mutantov

K vyberu a overeniu rastlin, ktoré maju Specifickii T-DNA mutaciu sa pouziva napriklad
metdda polymerazovej retazcovej reakcie (McKinney et al., 1995, Krysan et al., 1996).
K zisteniu, ze dané mutantné rastliny obsahuji T-DNA inzert, musia byt najprv
identifikované homozygotné linie (Krysan et al., 1999).

Semena Col-0 a mutantnych mpk3-1 a pldo.1-2 rastlin A. thaliana boli vysiate na
polovi¢né MS médium. Po 2 - 3 tyzdiioch po vykli¢eni sa rastliny genotypovali pomocou
PCR. Prave pomocou tejto metddy bolo mozné rozliSit homozygotnl liniu od
heterozygotnej linie. Pre najdenie homozygotnej linie mpk3-1 respektive pldo.1-2 mutanta
slazili prislusné primery. Pre T-DNA inzert, nachadzajici sa v oblasti exénu (Obr. 7),
bola prislusnd kombinacia primerov RP a LBb1.3 a pre gén MPKS3-1 respektive PLDal-
2 kombinécia primerov LP a RP. Tieto kombinacie primerov poskytli produkt PCR
reakcie v uréitych velkostiach (Tab. 4). K overeniu priebehu PCR reakcie a k
vyhodnoteniu pritomnosti T-DNA inzertu a génu bola prevedena elektroforéza na 1 %
agardzovom géle. Boli vybrani homozygotni mpk3-1 mutanti (Obr. 8) respektive pldal-
2 mutanti (Obr. 9), ktori boli nasledne presadeni do pody a sltzili pre vzajomné kriZenie.
Dozreté semena vzniknuté krizenim homozygotnych mpk3-1 a pldal-2 rastlin sa pouzili

na identifikaciu dvojitého heterozygotného mpk3-1 x pldo.1-2 mutanta.

Flanking
sekvencia

S| Bl | x| | LP | | 3

R -—

T-DNA

Obr. 7 Znazornenie T-DNA inzertu nachadzajiceho sa v oblasti exénu daného génu. Prislusné
kombinacie primerov (RP, LP, LBbl.3, Zlta farba) pouzité na PCR reakciu umoziuju
identifikovat’ pritomnost’ génu a T-DNA inzertu.
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Tab. 4 Predpokladana velkost’ hrani¢ného amplikonu pri jednotlivych kombinaciach primerov

pldal-2 mpk3-1
Gén (LP+RP) 1109 bp (LP+RP) 1229 bp
T-DNA (LBb1.3+RP) 511-811 bp (LBb1.3+RP) 546-846 bp
A
M1 23456 7 + -
5000 ==
1500 ==

- _wesew = <—546-846 bp

B
M1234567 +-
5000 =
1500 = W <«—1229bp
500 =

Obr. 8 Vysledok elektroforézy na 1% agarézovom géle pri genotypizacii mpk3-1 mutantnych
rastlin. A sada primerov pre T-DNA inzert, B sada primerov pre gén, M = (1kb) marker, 1 az 7
(okrem 6) = homozygotné mpk3-1 mutantné rastliny 6 = reakcia PCR neprebehla (tato rastlina
nebola pouzita v d’al§ich experimentoch), + = kontrolné rastliny Col-0, - = negativna kontrola
(bez pritomnosti templatu). Predpokladana velkost’ hrani¢ného amplikonu pre sadu primerov
LBb1.3+RP je 546-846 bp. Pre sadu LP+RP je 1229 bp.
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A

M1 2 3 456 7 8 9101112131415+ -

5000 -
1500 e
SO0 0 W - «— 511-811 bp
B
M1 2 3 456 7 8 91011121314 15 + -
5000 -
1500 ==
@ <« 1109bp
500 -

Obr. 9 Vysledok elektroforézy na 1% agarézovom géle pri genotypizacii pldal-2 mutantnych
rastlin. A sada primerov pre T-DNA inzert, B sada primerov pre gén, M = (1kb) marker, 1 az 15
(okrem 6) = homozygotné pldal-2 mutantné rastliny, + = kontrolné rastliny Col-0, - = negativna
kontrola (bez pritomnosti templatu), 6 = heterozygotna rastlina (tato rastlina nebola pouzita
v d’alSich experimentoch). Predpokladana velkost’ hranicného amplikonu pre sadu primerov
LBb1.3+RP je 511-811 bp. Pre sadu LP+RP je 1109 bp.
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4.2 Genotypizacia mpk3-1 x plda1-2 mutanta

Semena ktoré vznikli po krizenim homozygotnych mpk3-1 a pldoal-2 rastlin boli
sterilizované a vysadené na Petriho misky. Po vyklieni rastlin bola prevedena PCR
reakcia a identifikovala sa heterozygotna linia dvojitého mpk3-1 X pldo.1-2 mutanta tejto
F1 generacie (Obr. 10). Templat sluzil v dvoch reakciach, ¢o znamena, ze pri PCR reakcii
bola pouzita sada primerov pre mpk3-1 i pre plda1-2 mutantov. Annealing — nasadnutie
primerov prebehlo pri jednotnej teplote 65,5 °C. Velkost amplikonu a pritomnost
heterozygotnych alel bola overena pomocou elektroforézy na 1 % agar6zovej géle po
ukonéeni PCR reakcie. Z heterozygotnej linie F1 bola v nasledujucej generacii F2
identifikovanad homozygotna rastlina dvojitého mpk3-1 X pldol-2 mutanta. Pritomnost’
homozygotnych alel bola overend pomocou PCR reakcie a vysledok bol vyhodnoteny
pomocou elektroforézy na 1 % agar6zovom géle (Obr. 11). Semend z identifikovanych
heterozygotnych i homozygotnych mutantnych mpk3-1 x pldal-2 rastlin sa zozbierali a

boli uskladnené pre d’alSie experimenty.

A
M12 3 4 5 67 8 910 1112 + - M12 3 4 5 67 8 9101112 +
5000 == 5000 -
1500 e 1500 mm
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M12 3 4 56 7 8 9 10 11 12 + - M1 2 3 4 56 7 8 9101112 + -
5000 -
5000 "=
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500 == 500 w—=

mpk3-1 pldo.1-2

Obr. 10 Vysledok elektroforézy na 1% agarézovom géle pri genotypizacii heterozygotnych
mpk3-1 X pldal-2 mutantnych rastlin v F1 generacii. A sada primerov pre T-DNA inzert, B sada
primerov pre gén, M = (1kb) marker, + = kontrolné rastliny Col-0, - = negativna kontrola (bez
pritomnosti templatu), 1 az 12 = mpk3-1 x pldal-2 mutanti.
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Obr. 11 Vysledok elektroforézy na 1% agarézovom géle pri genotypizacii homozygotnej mpk3-
1 X pldal-2 mutantnej rastliny v F2 generacii. A sada primerov pre T-DNA inzert, B sada
primerov pre gén, M = (1kb) marker, + = kontrolna rastliny Col-0, - = negativna kontrola (bez
pritomnosti templatu), 1 = mpk3-1 x plda1-2 mutant, m = mpk3-1 mutant, p = pldal-2 mutant.

4.3 Fenotypova analyza vybranych rastlin

Fenotypova analyza moze byt vyuzita k potvrdeniu jednotlivych mutantov tym, Ze sa
pozoruju fenotypové vlastnosti mutantov oproti divokému typu (Krysan et al., 1999).

Jednotlivé fenotypové znaky rastlin sa pozorovali v urCitych casovych
intervaloch. Bola merana dizka hlavného korefia od koretiovej $pi¢ky po hypokotyl, dizka
koretiove] Spicky po prvy koretovy vlasok. Jednotlivé druhy mutantov a kontrolné
rastliny boli vysadené v rovnakom case na /2 MS médium po 10 semien a vloZené do
chladnicky na 5 dni z dovodu stratifikacie. Nasledne Petriho misky boli vytiahnuté
a prenesené do fytotronu.

Dizka hlavného koreia bola namerana od korefiovej $pi¢ky po hypokotyl (Obr.
12). Pomocou scanneru boli nasnimané jednotlivé rastliny na Petriho miskach (Obr. 13)
a jednotlivé vysledky boli spracované Imagel softwarom, vyhodnotené a vynesené do
grafu pomocou Microsoft Office Excel (Obr. 14). Tato dizka korefiov sa merala v dvoch

¢asovych intervaloch ato 5 DAG (deni po vykliceni) a 8 DAG. Ako kontrolna rastlina
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bola pouzita Col-0. Dvojiti mpk3-1 x pldal-2 mutanti vykazovali najvyssiu priemernu
dizku nameraného korefia, teda presahovali priemernti dizku Col-0, mpk3-1 i pldal-
2 mutanta. Na 5 DAG priemerna dizka koretia mpk3-1 x pldal1-2 mutanta presahovala 10
mm, zatial' ¢o 8 DAG 30 mm. Priemerna diZka pldal-2 mutanta bola vyssia ako dizka
diZka korena bola zaznamenana u mpk3-1 mutanta, ktory nepresiahol dizku Col-0. Na
zaklade ziskanych merani mozno postdit, ze dvojity mpk3-1 x pldal-2 mutant vykazoval

najviacsiu dizku hlavného koretia oproti jednoduchym mutantom i kontrolnej rastline.

Obr. 12 Znéazornenie meraného useku hlavného korena rastliny od korenovej $pi¢ky po hypokotyl.
Na obrazku mpk3-1 X pldal-2 mutantna rastlina sfotena pomocou binokularneho mikroskopu.
Mierka: 5 mm.
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Obr. 13 Fotograficka dokumentécia rastlin Col-0, mpk3-1, pldal-2 a mpk3-1 X pldal-2 5 DAG
a 8 DAG pouzita na fenotypova analyzu dlzky hlavného korena. Col-0 pouzita ako kontrolna

rastlina. Fotky ziskané pomocou skenovacieho zariadenia. Mierka: 1 cm.
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Obr. 14 Grafy znazorfiujici priemerna dizku hlavného korefia rastlin Col-0, mpk3-1, pldal-2 a
mpk3-1 X pldoa1-2. A priemerna dlzka na 5 DAG u jednotlivych rastlin, B priemerna dlzka na 8
DAG u jednotlivych rastlin. Usecky zobrazujiice smerodajnt odchylku.

Dalsim fenotypovym znakom bola pozorovana dizka korefiovej $picky po prvy
korenovy vlasok. Meranie prebichalo v dvoch ¢asovych intervaloch a to 5 DAG (Obr. 15)
a8 DAG (Obr. 16). Jednotlivé rastliny boli fotograficky zdokumentované pomocou
binokuldrneho mikroskopu, vyhodnotené ImagelJ softwarom a vysledky boli vynesené do
grafov (Obr. 17). Na zaklade vysledkov mozno zhodnotit, ze v 5 DAG najdlhsiu
namerant vzdialenost’ vykazovali mpk3-1 X pldal-2 mutantné rastliny. Namerana
priemerna diZka u dvojitého mutanta dosahovala takmer 1,4 mm, zatial o u mpk3-1

mutantnych rastlin nedosiahla ani 1 mm. Priemerna dizka u plde1-2 mutanta dosahovala
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1,2 mm. Tieto merania sa opakovali aj na 8 DAG. Namerané hodnoty u dvojitého mpk3-

1 x pldal-2 mutanta a u pldal-2 boli skoro rovnaké. Mutantné mpk3-1 rastliny opét

vve

5 DAG

Col-0 mpk3-1 x plda1-2 mpk3-1 plda1-2

Merana dizka koreiiovej spicky

Obr. 15 Fotografickd dokumentécia korefiovych Spiciek reprezentativnych rastlin Col-0, mpk3-1,
pldal-2 a mpk3-1 X pldal-2 5 DAG. Merana dlzka od $picky korena po prvy korenovy vlasok.
Mierka: 500 pm.
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8 DAG
mpk3-1 x plda1-2 mpk3-1

Merané dlzka koretiovej $picky

Obr. 16 Fotografickd dokumentécia korefiovych $piciek reprezentativnych rastlin Col-0, mpk3-1,
pldol-2 a mpk3-1 x pldal-2 8 DAG. Merana dlzka od $pic¢ky korena po prvy korenovy vlasok.
Mierka: 1 mm.
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Obr. 17 Graf znazoriujuci priemernd dizku korefiovej $picky u rastlin Col-0, mpk3-1, pldal-2 a
mpk3-1 x pldal-2. Apriemerna dlzka korefovej Spicky 5 DAG u jednotlivych rastlin, B
priemerna dlzka korenovej $picky 8 DAG u jednotlivych rastlin. Usecky zobrazujiice smerodajnu
odchylku.

Organizmus s jednou recesivnou bezfunkénou alelou ma vacsinou fenotyp
divokého typu, zatial’ co homozygotni jedinci, ktori maju dve kdpie vykazuju mutantny
fenotyp (Gantz a Bier, 2015), ¢o bolo potvrdené pri fenotypovej analyze dvojitého mpk3-
I x plda1-2 mutanta. Napriek tom je nutné d’al$ie overenie nie len traskriptu dvojitého
mpk3-1 x plda.1-2 mutanta pomocou gPCR ale aj overenie pritomnosti proteinu pomocou
metody western blot. AvSak na zéklade Studii bolo zisten€, ze mnohé knockout mutanty
nemaju lahko identifikovatelny fenotyp (Krysan et al., 1999). Napriklad Stadie

poukazujt, Ze knockout pldal mutanty nevykazuju vyznamné fenotypové zmeny oproti
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kontrolnym rastlinam (Fan et al., 1997, Zhang et al., 2012), avSak Vv tejto bakalarskej praci
bol zaznamenany rozdielny fenotyp jednoduchého pldail-2 mutanta oproti kontrolnej
rastline. Tento fenotyp je vSak treba overit' nezavislym opakovanim experimentu
a Statistickym vyhodnotenim, pretoze bol z casovych dovodov prevedeny len jeden krat.
Toto opakovanie bude predmetom d’al§ich $tudii mutantnych rastlin mpk3-7 x pldal-2.
Dal$im moznym dovodom nedostatku pozorovatelnych fenotypovych rozdielov je to, Ze
individualny clenovia génovych rodin mozu byt funkény len za Specifickych
fyziologickych podmienok. TakZe pokial’ nie je mutantna rastlina umiestnena do stavu,
ktory je pozadovany cielovym génom, nie je pozorovany ziadny fenotyp (Hirsch et al.,
1998). Tento stav modze byt navodeny napriklad pomocou roznych stresov, ako je
poranenie (Wang et al., 2000), pdsobenie kyseliny abscisovej (Jiang et al., 2014), ¢i
napriklad soli (Novak et al., 2018). DalSou zmoznosti pre¢o nebol fenotyp
u jednoduchych pldol mutantov pozorovany je, ze ked’ rodinna PLD proteinov ¢ita 12
¢lenov (Wang et al., 2012), méze dochazat’ K ich vzajemnému zastapeniu.

Podl'a databazy PhosPhAt 4.0, dostupnej na adrese http://phosphat.uni-
hohenheim.de/ (Durek et al., 2010) obsahuje protein PLDal vo svojej sekvencii
aminokyselinu serin v pozicii 481 (S481) s vysokym skoére moznej fosforylacie. Toto
skore je rovné 1,636. Na zaklade zatial' nepublikovanych dat z Oddelenia bunkovej
biologie CRH, by malo dochazat’ k interakcii medzi proteinmi PLDal a MPK3. Naviac
podl'a kinasovych §tudii bola potvrdena fosforylacia PLDal proteinu pomocou MPKS3.
Prave tento serin S481 by mohol byt’ potencialnym kandidatom na fosforylaciu PLDal
proteinu od proteinu MPK3, co by v odpovedi na stres mohlo viest k aktivacii PLDal a
nasledne produkcii PA, ako druhého posla, ktery by prenasal signal v odpovedi na stres.
Pre d’alsie stidie a potvrdenie moznej interakcie medzi PLDal a MPKS3 bol v tejto praci
pripraveny dvojity mutant mpk3-/ x plda.1-2, ktory bude d’alej vyuzity behom stdii tejto
interakcie.
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5. ZAVER

Teoreticka Cast’ tejto prace bola zamerana na signalizacné drahy mitogén-aktivovanych
proteinkindz (MAPK) a popis ich jednotlivych komponentov MAPKKK, MAPKK a
MAPK, ktoré vykonavaju roznorodé ulohy v organizmoch, ale predovsetkym st zapojené
v odpovedi na stres. Takisto bola spomenuté aj samotna MPK3 a jej uloha v bunke. Dalej
bola teoreticka Cast’ zamerana na fosfolipazy, ich Struktaru, aktivitu i priemyselné
vyuzitie a potom hlavne na fosfolipazu Da. Takisto v tejto Casti boli opisané aj vyhody
vyuzitia rastliny Arabidopsis thaiana ako modelovy organizmus.

Experimentalna Cast’ tejto prace bola zamerana na identifikacii homozygotnych
mutantnych mpk3-1 a pldal-2 rastlin pomocou genotypovania. Tieto rastliny slazili
kK vzajomnému skriZzeniu a vzniku dvojitych mutantnych mpk3 x pldal rastlin. Najprv sa
identifikovala heterozygotna linia dvojitych mutantnych mpk3 x pldal rastlin, z ktorej
sa odvodila stabilna homozygotna linia dvojitych mutantnych mpk3-1 x pldal1-2 rastlin.
Ku genotypizacii jednotlivych rastlin bola vyuzitda PCR metoda, pre ktort boli vybrané
prislusné primery. Primery boli navrhnuté pomocou program T-DNA Primer Design
a teplota nasadnutia primerov pri PCR reakcii bola vypocitana pomocou TM kalkulacky.
Jednotlivé primery v urcitych kombinaciach (RP, LP, LBb1.3) umoznili pomocou PCR
identifikaciu pritomnosti prirodzeného génu MPK3, respektive PLDal a T-DNA inzertu.
Velkost’ amplikonu a pritomnost’ heterozygotnych, ¢i homozygotnych alel bola overena
pomocou elektroforézy na 1 % agardzovej géle po ukonceni PCR reakcie. Nakoniec bola
prevedena fenotypova analyza vybranych homozygotnych dvojitych mpk3 x pldal
mutantnych rastlin, ktoré boli porovnavané s fenotypom rastliny Col-0, ale aj mpk3 a
pldal mutantnymi rastlinami. VSetky rastliny boli vysadené v rovnakom case aza
rovnakych podmienok. Pri tejto analyze boli pozorované dizky hlavného korena a to
Vv dvoch Casovych intervaloch; 5. den po vykliceni a 8. den po vykliceni. Druhym
fenotypovym znakom boli pozorované korenové Spicky po prvy korenovy vlasok a to
takisto v 5. den po vykliceni av 8. den po vykli¢eni. VSetky semena z vybranych

dvojitych mutantnych rastlin mpk3-1 x pldal-2 boli uskladnené k d’al§im experimentom.
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7. ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

bp parov bazy

Col-0 A. thaliana ekotyp Columbia

LP lavy primer

MAPK mitogen-aktivované proteinkinazy

MAPKK (MAP2K, MKK) mitogen-aktivované proteinkinazy kinazy
MAPKKK (MAP3K, MEKK) mitogen-aktivované proteinkinazy kinazy kinazy
MPK3 mitogen-aktivovana proteinkinaza 3

MS Murashige & Skoog

PCR polymerazova retazcova reakcia

PLD Fosfolipaza D

ROS reaktivne formy kyslika

RP pravy primer

SALK Institat biologickych studii (Jonas Edward Salk)
T-DNA transferovda DNA
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