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CIiLE PRACE

TEORETICKA CAST

1. Zpracovani literarni reSerSe na téma fosfolipasa D alfa 1 (PLDal) u Arabidopsis
thaliana jeji funkce a jeji role v bunééné signalizaci a jeji pletivova a subcelularni
lokalizace u Arabidopsis thaliana.

2. Zpracovani literarni reSerSe na téma buné¢nd a subcelularni lokalizace ostatnich

fosfolipas D u Arabidopsis thaliana.
PRAKTICKA CAST

1. Napéstovani mutantnich pldal-1 a pldal-2 rostlin Arabidopsis thaliana
komplementovanych s konstruktem proPLDal::PLDal:YFP v T2 generaci a
jejich pre-selekce pomoci Axio Zoom Mikroskopu (Zeiss). Napéstovani
mutantnich rostlin pldal-1 a pldal-2 a rostlin divokého typu (Col-0) vyuzitych
jako kontrola pfi imunoblotové analyze.

2. Imunoblotova analyza pldol-1 a pldel-2 rostlin  Arabidopsis thaliana
komplementovanych s PLDal-YFP faznim proteinem pod kontrolou nativniho
promotoru v T2 generaci za pouziti anti-plda-1/2 a anti-GFP protilatek.

3. Bunééna a subcelularni lokalizace PLDal-YFP fOzniho proteinu u
komplementovanych  linii  mutantnich  rostlin ~ pldal-1 a pldal-2

u Arabidopsis thaliana za kontrolnich podminek.



1 Uvod

Sucho a ptilisné zasoleni pidy v soucasné dob¢ predstavuji vyrazny problém pro svétové
zemé&délstvi kvuli ovliviiovani rustu a vyvoje rostlin. Studie z poslednich let odhaluji na
bunécné a molekuldrni urovni mechanismy, které jsou zodpovédné za zvySenou toleranci
rostlin k témto druhtim stresu. Jednim z téchto mechanism je lipidova signalizace, ktera
je soucasti komplexni sité signalnich drah, zapojenych v odpovédi rostlin na stres ze
sucha ¢i pfilisného zasoleni pudy (Wang et al. 2006; Hong & Wang 2010).

Fosfolipasy D jsou enzymy, které hydrolyzuji membranové fosfolipidy za
produkce kyseliny fosfatidové, ktera se ¢asto ujima role sekundarniho posla pii pfenosu
nitrobunéénych signala (Wang et al., 2006; Kravets et al., 2008) nebo regulatora
membranoveého transportu (Idkowiak-Baldys et al., 2009).

Experimentalni ¢ast predkladané prace si klade za cil imunoblotovou analyzou
potvrdit ptitomnost fuzniho proteinu PLDal-YFP zvlast v nadzemni a kotfenové casti
pldal-1 apldel-2 mutantnich rostlin Arabidopsis thaliana. Byla také provedena
lokalizace fuzniho proteinu v nadzemni a kofenové ¢asti rostlin Arabidopsis thaliana

pomoci konfokalni laserove skenovaci mikroskopie.



2 Soucasny stav FeSené problematiky

2.1 Arabidopsis thaliana jako modelova rostlina

Arabidopsis thaliana (A. thaliana), ¢esky huseni¢ek rolni, je mald rostlina z ¢eledi
brukvovitych Siroce rozsifena v Evrop¢, Asii a Severni Americe. V nedavné dob¢ se stala
modelovym organismem pro rizna odvétvi biologie rostlin. Jeji vyznam dokazuje vznik
velké mezinarodni védecké komunity vénujici se pravé studiu A. thaliana. Dtive byl
rostlinny vyzkum zaloZen na zkoumani mnoha druhii vyznamnych pro zeméd¢lstvi jako
napt. kukufice, ryze, rajce, a podobné. Ptestoze tento ptistup piinesl mnoho vysledkd,
pokrok v jednotlivych oblastech byl limitovan roztfisténym usilim a zdroji. Az do 80. let
20. stoleti bylo obtizné dojit ke konsensu, ktery rostlinny druh je vhodny pro studium

zakladnich procest vSem rostlindm spole¢nym.

Obr. 1: A. thaliana (Meinke et al., 1998)



Poprvé byla A. thaliana pouzita jako modelova rostlina pro molekularni biologii
némeckym botanikem Friedrichem Laibachem v roce 1907. Ten se snaZzil najit rostlinu
s malym poctem velkych chromozomt vhodnou pro studium individuality chromozom.
Nicmén¢ malé chromozomy A. thaliana pro jeho experimenty nebyly vhodné (Laibach,
1907). Prulom ve vyzkumu A. thaliana nastal az v 80. letech 20. stoleti se vznikem
detailni genetické mapy. Tento objev nésledoval zrod fady transformacnich protokolt a
moznosti detailni molekularné biologické analyzy genomu A. thaliana.

V roce 2000 byl genom A. thaliana kompletné sekvencovan. Jeji genom obsahuje
25498 genl kodujicich proteiny na 5 chromozomech (The Arabidopsis Genome
Initiative, 2000).

Arabidopsis thaliana disponuje fadou vlastnosti, které ji ptedurc¢ili za modelovou
rostlinu v biologickych experimentech, napiiklad kratky Zzivotni cyklus rostliny
(od semena po dospélou rostlinu), schopnost samoopyleni, Siroka databaze mutantnich
rostlin a taky pomérn¢ jednoduchd manipulace s rostlinami pii mikroskopii

(Van Norman & Benfey, 2009).

2.2 Fluorescen¢ni proteiny v bunééné biologii

Fluorescencni proteiny jsou ¢leny strukturné homologni tfidy proteinii s jedine¢nou
vlastnosti sobéstacnosti pro vytvoreni viditelného chromoforu ze sekvence 3
aminokyselin v rdmci sve vlastni polypeptidove sekvence (Campbell, 2008). Ptitomnost
fluorescen¢nich komponent v orgdnech meduzy Aequorea victoria (obr. 2) byla poprve
objevena vroce 1955 (Davenport & Nicol, 1955), avSak az Osamu Shimomura
Vv roce 1962 zjistil, ze podstatou luminiscence je protein, pozd€ji pojmenovany aequorin.
Béhem izolace aequorinu byl izolovan i jiny protein, ktery sice postrddal modrou
bioluminiscenci aequorinu, ale byl schopen silné zelené fluorescence po ozafeni
ultrafialovym zafenim (Shimomura et al., 1962). Podle téchto vlastnosti byl pojmenovan
zeleny fluorescencni protein (Green Fluorescent Protein, GFP).

Kompletni aminokyselinovd sekvence GFP byla odhalena vroce 1992
klonovanim a sekvencovanim cDNA (Prasher et al., 1992). O dva roky pozdé&ji byla
objevena moznost exprese GFP ve smyslovych neuronech modelového Zzivocdicha
Caenorhabditis elegans (Huang & Chalfie, 1994). Vten samy rok exprese GFP
klonovaného do baktérii Escherichia coli vytvotila zelené fluoreskujici baktérii
(Inouye & Tsuji, 1994). Za objev a rozvoj metod s GFP obdrzeli v roce 2008 Nobelovu

cenu za chemii Roger Y. Tsien, Osamu Shimomura a Martin Chalfie.
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Jednim z limith pouziti GFP z medlzy Aequora victoria v bunééné biologii byla
emise fluorescence GFP jen v jedné oblasti spektra Tento limit byl piekonan
proteinovymi inzenyry v poloviné 90. let 20. stoleti, kteti vytvofili sérii mutaci GFP
proteinu s odlisnym excitatnim a emisnim maximem. Piikladem miuZze byt modry
fluorescenéni protein (Blue Fluorescent Protein, BFP, Heim et al., 1994) nebo Zluty
fluorescenéni protein (Yellow Fluorescent Protein, YFP, Ormo, et al., 1996).

Mezi necastéjsi aplikace fluorescencnich proteinii patii lokalizace, zobrazovani a
sledovani dynamiky buné¢nych organel (Rizzuto et al., 1995), pfipadné rekombinantnich
proteinti (Ballestrem et al., 1998) v zivych bunkach a taky sledovani protein-
proteinovych interakci v Zivych buiikach (Kerppola 2006). Pro zobrazeni specifickych
organel je vyuzito fuze genu, kodujiciho fluorescenéni protein s cCONA, kddujici protein
¢i peptid, lokalizovany ke specifické organele. Diky této fizi je chiméricky gen ptepsan
jako jeden polypeptid s kovalentni vazbou mezi proteinem zajmu a fluorescenénim
proteinem. Pii pouziti fluorescencni mikroskopie Ize timto zplsobem pozorovat
morfologii, dynamiku, distribuci a interakce zajmovych proteind v ramci organel

V zavislosti na case.

Obr. 2 Meduza Aequorea victoria, foto Steven Haddock, (Campbell, 2008)

11



2.3 Fosfolipasy

Fosfolipasy jsou enzymy, které $té€pi strukturni fosfolipidy. Nachazi ve vSech Zivych
organismech vcetn¢ rostlin a zivocichti. Rozd¢€luji se podle mista Stépeni fosfolipidu,
podle druhu produkti, které $tépenim vznikaji a podle biologické aktivity jednotlivych
vzniklych produktd. Rostlinné fosfolipasy se tiidi do 5 skupin: Al, A2, C a D (PLAL,
PLA2, PLC aPLD; Wang et al., 2012).

Fosfolipasa A1 a A2 stépi SN-1 a SN-2 acylové fetézce za vzniku mastnych kyselin
a 2-acyl lysofosfolipidu resp. 1-acyl lysofosfolipidu. Fosfolipasa C stépi fosfolipidy za
vzniku diacylglycerolu a fosfatové skupiny spojené s cholinem, inositolem,
ethanolaminem atd. Fosfolipasa D $tépi fosfolipidy za vzniku kyseliny fosfatidové (PA)
a polarniho zbytku cholinu, inositolu, ethanolaminu (Wang et al., 2012;
Takac et al., 2019). V predkladané bakalaiské praci byla studovana fosfolipasa D u
rostlin A. thaliana.

2.4 Fosfolipasa D u Arabidopsis thaliana

Fosfolipasa D (PLD) katalyzuje hydrolyzu fosfodiesterové vazby membranovych
fosfolipidi  (hlavné fosfatidylcholinu, mén¢ casto fosfatidylethanolaminu a
fosfatidylglycerolu) za produkce PA a rtznych rozpustnych produkti na bazi cholinu
nebo ethanolaminu. Mnoho enzymu, které maji za substrat pravé lipidy jsou v rostlinném
genomu piepisovany jako multigenové rodiny. Pravé v genomu Arabidopsis thaliana
bylo identifikovano 12 geni kodujicich PLDa (3), B (2), v (3), 9, € a £ (2) (Qin & Wang,

2002). Produkty téchto genti maji riiznou strukturu, lokalizaci a funkci v bunce.

............................
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Obr. 3 Rozdéleni fosfolipas podle mista $tépeni strukturniho fosfolipidu
(Ruelland et al., 2014)

12



Aktivita rostlinnych fosfolipas je vyrazné ovlivnéna post-transla¢nimi
modifikacemi samotnych enzymu (napi. fosforylaci, aktivaci G-proteinem). Signalni
dréhy zahrnujici taky fosfolipasy jsou v rostlinach propojeny s fadou jinych signalnich
drah — naptiklad hormonalni signalizace pomoci kyseliny abscisové (Zhang et al., 2004;
Mishra et al., 2006), signalizace pomoci ethylenu (Testerink et al., 2007), prostfednictvim
oxidu dusnatého (Lanteri et al. 2008), nebo reaktivnich forem kysliku
(Zhang et al., 2009).

2.5 Struktura a vlastnosti fosfolipas D

Vétsina fosfolipas D je asociovana s cytoplasmatickou membranou nebo s membranami
vnitrobunéénych organel (Fan et al., 1999; Novéak et al. 2018; Takac et al. 2019a; Takad
et al. 2019b). Pro svou aktivitu vyzaduji riiznou koncentraci Ca?* iontl v zavislosti na
druhu fosfolipasy D (Pappan et al., 1997). Fosfolipasy D a, B, v, 6 a € se oznacuji jako
C2-PLD, protoze ve své proteinové struktuie, blizko N-konce obsahuji tzv. C2 doménu,
ke které se vazi Ca?* ionty a tim aktivuji samotny enzym (Elias et al., 2002). Naopak
fosfolipasy PLDC se oznacuji jako PX/PH-PLD diky ptitomnosti pleckstrin (PH) a phox
(PX) homolognich domén, které jsou strukturné homologni pravé k fosfolipasam
pfitomnym u savci. Vapenaté ionty vytvoii koordinaéni vazbu se ¢tyfmi az péti Kyselymi
zbytky aminokyselin ¢asti C2 domény zvané CBL (Calcium Binding Loop). U PLDa jsou
dve z téchto kyselych aminokyselin nahrazeny neutralnimi aminokyselinami (Pappan et
al., 1997). Tato substituce zptisobuje nizsi afinitu PLDa k Ca?* iontim, a proto vyzaduji
pro svou funkci vysokou koncentraci téchto iontt v bunice (Hong et al., 2010).

Rostlinné fosfolipasy D mohou byt in vitro aktivovany od mikromolarnich az po
milimolarni koncentrace Ca?" iontii nezavisle na pfitomnosti jinych lipidovych kofaktort
(Stumpe et al., 2007). PLDal vyzaduje pro svou aktivitu milimolarni koncentrace Ca?
iontd, ale pfi kyselém pH (4,5 — 5,5) je aktivni i pfi mikromolarnich koncentracich
vapenatych iontd (Pappan et al., 2004). Maximalni aktivita PLDal u A. thaliana vsak
byla detekovana pii koncentraci Ca?* iontli 25 mmol.I"! (Hong et al., 2016). Pro srovnani
jsou uvedeny v tabulce 1 i ostatni druhy fosfolipas D a jejich vlastnosti. Napfiklad enzym
PLDPB1 je aktivni jiz p¥i mikromolarnich koncentracich a PLD{1 Ca?" ionty K aktivit&

vibec nevyzaduje.
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Tab. 1 Katalytické a regulac¢ni vlastnosti vybranych fosfolipas D u A. thaliana.
CM - cytoplasmaticka membrana, PC — fosfatidylcholin, PE — fosfatidylethanolamin,
PG — fosfatidylglycerol.

Enzym: Optimalni Preferovany | Lokalizace v buiice:
koncentrace substrat:
Ca2+ iontu:

PLDal mM/uM PC>PE Mezi cytosolem, vnitinimi

membranami, CM

PLDa3 mM PC>PE, PG Prevazné CM

PLDp1 uM PC=PE Vazba aktinu

PLDyl uM PE>PC Pfevazné vnitini membrany

PLDd uM-mM PE>PC CM, vazba tubulinu

PLD(I nevyzaduje PC CM

2.6 Kyselina fosfatidova — dualezity produkt PLD

Funkce fosfolipas D v bunécné signalizaci je ve znatné mife podminéna jejich
produktem — kyselinou fosfatidovou (PA), ktera je povazovana za univerzalni signalni
molekulu regulujici fadu fyziologickych procesi (Wang et al., 2006; Hong et al., 2016).
Molekula PA je v podstaté hydrofobni a pfevazné se hromadi v bunéénych membranach.
V rostlinach se zna¢né zasoby PA nachazi pfedev§im v endoplasmatickém retikulu a
plastidech, tedy v mistech aktivniho metabolismu lipidi (Harwood & Jr., 1989).

Funkce PA jako signalni molekuly spociva piredevsim v pfimé reakci
s efektorovymi proteiny. Je znamo mnozstvi proteint reagujicich s PA u rostlin (Cao et
al., 2017) a savcu (Wang et al., 2017). Specificita interakci PA je dana specifickym
zastoupenim mastnych kyselin v PA a tim i ruzna afinita PA k interakcim s riznymi
efektorovymi proteiny (Pokotylo et al., 2018). Vétsina proteint reagujici s PA nicméné
nereaguje s ostatnimi nabitymi lipidy (Testerink et al., 2007). Tyto proteiny se tedy jevi
jako specifické cile PA.
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2.7 Role PLDal v odpovédi na stres rostliny

2.7.1 Interakce PLDal s kyselinou abscisovou

Kyselina abscisovd (ABA) je dulezity fytohormon zodpovédny za odpovéd’ rostliny na
stres zchladu, sucha a také na osmoticky stres. (Mahajan et al., 2005;
Verslues & Zhu, 2005). Ukazalo se, ze PLD je zapojena do signalnich drah, jejichz
spoustécem je kyselina abscisova naptiklad pii navozeni senescence u rostlin (Fan, 1997)
a pii regulaci uzavirdni a otevirdni praducht u rostlin A. thaliana (Sang et al., 2001;
Zhang et al., 2004; Mishra et al., 2006).

Mechanismus regulace uzavirani priduchti pomoci ABA spociva v interakci PA,
produkovanou PLDal, s fosfatasou ABA INSENSITIVE | (ABI 1), ¢im dochazi
k odblokovéani signalni drahy umoziujici uzavieni praducha (Zhang et al., 2004, 2009;
Mishra et al., 2006). Dalsim zptsobem regulace prostiednictvim PA po indukci ABA je
aktivace enzymu NADPH oxidasy, ktery dale produkuje peroxid vodiku. Ten oxiduje
enzym glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa (GAPC), jehoz oxidovana forma interaguje
s isoformou fosfolipasy D delta, a zarovenn podnécuje dalsi tvorbu PA a tim zesiluje
buné¢nou odpoveéd’ jak na pusobeni ABA, tak na pusobeni H>O, (Guo et al., 2012;
Hong et al., 2016).

2.7.2 Uloha fosfolipasy Dal v reakci na osmoticky stres

Nadmeérné zasoleni plidy predstavuje vazny problém pro svétové zemedélstvi. U rostlin
rostoucich v pud¢ s pfili§ vysokou salinitou dochazi k osmotickému stresu a iontovée
nerovnovaze, coz vede ke snizenym vynosim u zemédé€lsky dulezitych plodin (Ward et
al., 2003; Kim et al., 2007; Munns & Tester, 2008).

Béhem puisobeni osmotického stresu dochazi k aktivaci hned nékolika PLD —
napiiklad PLDal, a3 a é a k nasledné produkci PA (Yu et al., 2010). Ve zvySené miie
nadprodukovand PA aktivuje mitogenem aktivovanou protein kinasu 6 (MPK®6), ktera
in vitro aktivuje SOSL1 transportér. SOS1 protein pak od¢erpava Na™ ionty ven z buiiky a
tim zmirfiuje vliv NaCl na buiiku. Vyfazenim PLDal genu dochazi u mutantnich rostlin
A. thaliana ke zvysené citlivosti k solnému stresu (Katagiri et al., 2001; Bargmann et al.,
2009; Yu et al., 2010; Hong et al., 2010; Zhang et al., 2017). U rostlin A. thaliana bylo
dokazano, ze pfi pusobeni solného stresu dochazi k interakci PA s proteinem
asociovanym s mikrotubuly 65-1 (MAP65-1), ktery stimuluje polymerizaci mikrotubuld,

a tim zvysSuje jejich stabilitu a taky toleranci rostlin viic¢i solnému stresu (Yu et al., 2010;
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Zhang et al., 2012; Zhang et al., 2017). Nedavno byla taky zjisténa interakce mezi PLDal
a MPK3 proteiny, pficemz spole¢né vyfazeni obou proteint vede k zvySené toleranci

rostlin A. thaliana vuéi solnému stresu (Vadovi¢ et al., 2019).

2.7.3 Role PLDal v interakci rostliny s patogeny

Béhem tutoku patogenniho organismu na rostlinu dochazi k aktivaci membranoveho
receptoru Pattern Recognition Receptor (PRR), ktery rozpozna molekulu
Microbe-associated Molecular Pattern (MAMP), produkovanou sekre¢nimi systémy
mikrobu (Boller & Felix, 2009; Dodds & Rathjen, 2010). Rozpoznani molekul MAMP
vede ke spusténi signalnich drah, které kon¢i aktivaci obranného systému rostliny (Dodds
& Rathjen, 2010). Tento zplsob obranné reakce rostliny se oznacuje jako
MAMP- Triggered Immunity (MIT).

Existuje vSak i jina strategie rostlin pro spusténi obrannych mechanismi. Tou je vyuziti
proteinti Intracellular Resistance Proteins, které rozpoznaji specifické patogenem
vylu¢ované efektory. To je podstatou systému Effector-Triggered Immunity (ETI; Dodds
& Rathjen, 2010). Predpoklada se, ze PLDal a PA pusobi jako signalni molekuly pro
spusténi obou téchto mechanismu (Zhao, 2015).

PLDal také pravdépodobné zpusobuje odolnost rostliny proti penetraci patogeny
jako jsou naptiklad houby (Young et al., 1996). Dulezita role PLDal byla pozorovana po
napadeni endofytickou houbou Piriformospora indica kdy byla potvrzena indukce ristu
kotene Arabidopsis thaliana (Camehl et al., 2011). V tomto pfipadé je pomoci PA
aktivovana signalni draha protein kinasy zavislé na 3-fosfoinositidu (PDK1; Camehl et
al., 2011).
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3 Bunécna a subcelularni lokalizace PLDal

Piitomnost PLDal byla imunoblotovou analyzou potvrzena v bunikach stonku, kvétu,
kofene, Sesule a starSich listd (Fan, 1997). Jak uvadi nedavné prace (Novak et al., 2018),
k vysoké urovni exprese PLDal dochazi ptedevs§im v bufikach apikalni a lateralni
kotenové cCepicky, trichoblasti a vyvijejicich se kofenovych vlaski. Toto zjisténi
naznacuje roli PLDal pii vyvoji kofenovych vlasku.

V nadzemni ¢asti rostliny je exprese znacna v dlazdicovych buitkach mezofylu list
a také v bunkach pruduchii. Oproti piivodnim piedpokladiim tato prace zaznamenala
vysokou uroven exprese v butikach trichomt. Vysledky této prace naznacuji roli proteinu
PLDal pii polarizaci butiky (Novék et al., 2018).

Podle imunoblotové analyzy frakcionovanych extrakti listd A. thaliana je
fosfolipasa D alfa 1 pfitomna jak v cytoplasmatické membrang, tak v cytosolu. Pravé
pii poranéni rostliny dochdzi k jeji translokaci mezi CM a cytosolem. Déle se znacné
mnozstvi enzymu nachdzi v klathrinem obalenych véacécich a vnitrobunéénych

membrandch, zatimco pouze malé mnozstvi PLDal je pfitomno v bunééném jadie

(Fan et al., 1999; Novak et al. 2018).

3.1 Subcelularni lokalizace ostatnich fosfolipas D

Vyskyt PLDC2 je spojen s membranou tonoplastu (Yamaryo et al., 2008), kdezto PLDy
se nachazi u intracelularnich membran (Fan et al., 1999). PLDJ, PLDg, a PLDa3 jsou
spojovany pievazné s CM (Hong et al., 2008, 2009; Takac et al. 2019b). Ve vétsing bunék
A. thaliana se nachazi vétsi mnozstvi transkriptu genu PLDal a PLDS nez genti
kodujicich ostatni fosfolipasy D (Li et al., 2006). Velké mnozstvi transkriptu PLDal se
nachazi ve vSech pletivech kromé pylu, kdezto exprese PLDd, a2, 1, B2, € je vyrazna
pravé v pylu. Aktivita PLDC2 je zase indukovana nedostatkem fosforu (Li et al., 2006).
Piesto zatim nejsou prozkoumany vSechny detaily tykajici se regulace transkripce

fosfolipas D.

3.2 Vliv fosfolipas D na organizaci rostlinného cytoskeletu

Cytoskelet rostlinné buniky slouzi pfedevsim jako sit’ pro stabilizaci buiiky a umoZnéni
intracelularniho transportu. Sklada se z mikrotubult a aktinovych filament. Aktinové
filamentum (F—aktin) je vysoce dynamicka polymerizovana struktura. Zakladni stavebni
jednotkou aktinovych filament je G —aktin, ktery polymerizuje do pravotocivé
Sroubovice.
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Ukazalo se, ze zména aktivity kyseliny fosfatidové uvniti buiikky mé vliv na
organizaci aktinového cytoskeletu. Ztrata aktivity fosfolipas D a s ni spojeny pokles
tvorby kyseliny fosfatidové vedou k poskozeni aktinovych filament, zatimco dodani
kyseliny fosfatidové z vnéjsiho prostiedi vede ke zvySeni hustoty a tim i stability
aktinovych vldken (Li et al., 2012; Pleskot et al., 2012). Zavislost aktivity fosfolipas D
na aktinu dokazuje i zjisténi, ze PLDp rostliny Nicotiana tabacum je aktivovana
ptritomnosti F-aktinu - aktinovymi mikrofilamenty, kdeZto jeji aktivita je inhibovana G-
aktinem, tedy nepolymerizovanou molekulou aktinu (Kusner et al., 2003;
Pleskot et al., 2010).

Jako prostiednik v mechanismu reakce PA s aktinem se
jevitzv.  capping protein (CP), ktery je in vitro regulovan fosfolipidy
(Staiger & Blanchoin, 2006; Cooper & Sept, 2008). Tento protein se vaze na rychle
rostouci konec aktinového filamentu a chrani jej pfed vyménou podjednotek a pfipadnou
depolymerizaci (Huang et al., 2003). Tuto teorii potvrdila studie provedend s mutantnimi
rostlinami A. thaliana s uml¢enym genem pro CP, kdy bylo u téchto mutantti pozorovano
vyrazné vétsi mnozstvi aktinovych filament v epidermalnich bunkach hypokotylu (Li et

al., 2012).
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4 Material a metody
4.1 Biologicky material

Pro imunoblotovou analyzu a pro lokalizaci s konfokalni mikroskopii byly pouZity
kofeny a listy rostlin Arabidopsis thaliana ekotypu Columbia (Col-0), T-DNA
mutantnich  rostlin  pldal-1 (SALK 067533) a pldal-2 (SALK 053785)
komplementovanych s PLDal-YFP faznim proteinem (proPLDal::PLDol:YFP), T-
DNA inzer¢nich mutantt pldal-1 (SALK_067533) a pldal-2 (SALK_053785) a
transgenni linie G5 s expresi volného GFP. Mezi pldal-1 (SALK _067533) a pldal-2
(SALK_053785) mutantnimi rostlinami a divokym typem (Col-0) nebyl shledan Zadny
fenotypovy rozdil.

4.2 Seznam pouzitych chemikalii

Chemikalie Vyrobce
2-merkaptoethanol Sigma Aldrich
akrylamid (40%) Bio-Rad
peroxodisiran amonny(APS) Sigma Aldrich
Blotting Grade-Blocker Bio-Ra
chlorid hotecnaty Sigma Aldrich
Clarity™ Western ECL Blotting Substrate Bio-Rad
cOmplete™ Roche
Coomassie Brilliant Blue G-250 Bio-Rad
dithiotreitol (DTT) Sigma Aldrich
dodecylsulfat sodny (SDS) Sigma Aldrich
ethanol lihovar Kojetin
eSO NN g A
glycerol Sigma Aldrich
glycin Sigma Aldrich
HEPES Duchefa Biochemie
hovézi sérovy albumin (BSA) Sigma Aldrich
kyselina octova Sigma Aldrich
methanol Sigma Aldrich

Murashige&Skoog medium, Basal salt mixture
PhosStop™
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Ponceau S

sacharosa

tetramethylethylenediamin (TEMED)
tris(hydroxymethyl)aminomethan
Tween 20 BioXtra

4.3 Seznam pouzitych roztokii a jejich sloZeni

% MS (Moorashige & Skoog) medium (pevné)

10¢g sacharosa

2,159 MS Salt Basal Mixture
1g MES

69 Gellan Gum

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Doplnéno MiliQ vodou na objem 1 1, pH 5,8 (KOH), sterilizovano autoklavovanim

% MS medium (tekuté)

10¢g sacharosa
2,15¢ MS Salt Basal Mixture
1g MES

Doplnéno MiliQ vodou na objem 1 1, pH 5,8 (KOH), sterilizovano autoklavovanim

Blokovaci roztok

25 ml TBST

19 BSA

1lg Protein Grade Blocker
Extrakéni pufr

1,199 HEPES

043¢ NacCl

38 mg EGTA

100 pl NaF (1M)

10 mi 10% (v/v) glycerol
2,5ml IMDTT

2,0 ml cOmplete™
4,0ml PhosStop™

Doplnéno MiliQ vodou na objem 100 ml, pH 7,5 (NaOH), sterilizovano filtraci
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Pufr pro barveni Ponceau S

01g Ponceau S

10 ml kyselina octova
Doplnéno MiliQ vodou na objem 1 1.

Reakéni smés pro méfeni koncentrace proteind (Bradford)

5ml Coomassie Brilliant Blue G-250
20 ml MiliQ voda

Tris/glycin/SDS pufr (elektrodovy pufr)

30 Tris
144 ¢ glycin
1lg SDS

Doplnéno do objemu 1 1 MiliQ vodou

Transferovy pufr
100 ml 10x Tris/glycinovy pufr
100 ml methanol

Doplnéno MiliQ vodou na objem 1 1.

Trisovy pufr s ptidavkem Tween 20 (TBST)

100 ml 10 x TBS
1ml Tween 20

Doplnéno MiliQ vodou na objem 1 1.

10 x Trisovy pufr (TBS)
24,23 g Tris Base
87,66 ¢ NaCl

Doplnéno MiliQ vodou na objem 1 1., pH 7,6
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10x Tris/glycinovy pufr
30,39 Tris base

144 g glycin
Doplnéno MiliQ vodou na objem 1 1, pH 8,3.

Tab. 2 Seznam pouzitych protilatek

Nazev protilatky Dodavatel Klonalita Redéni

anti-PLDal/2 Agrisera polyklonalni 1:3000 v 1% BSA
v TBST

anti-GFP ABCAM monoklonalni 1:1000 v 1% BSA v
TBST

Kozi anti-krali¢i Life Technologies - 1:5000 v 1% BSA
v TBST

Kozi anti-mysi Life Technologies - 1:5000 v 1% BSA
v TBST
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4.4 Seznam pouZitych pristroji

Nazev piistroje Vyrobce
Analytické vahy (XA 110/2X) Radwag
Automatické pipety (2,5 ul, 10 pl, 20 pl, 1 [, 200 pl
oSty (25 . 2014, 20 100U 200M: g
Centrifuga (Allegra 64 R) Beckman Coulter
Chladnicka (LCV 4010) Liebherr
Digestor (900 M) Merci
Dokumentac¢ni zobrazovaci systém (ChemiDoc MP) Bio-Rad
Fluorescencni stereomikroskop Axio Zoom.V16 Zeiss AG
Hlubokomrazici box (MDF-U500V X-PE) Panasonic
Konfokalni laserovy skenovaciho mikroskop LSM 710  Zeiss AG
Laminarni box (SCS 2-6 119) Merci
Magneticka michacka (IKA Combinag REO) Drehzahl Electornic
Michacka Vortex Winn
Mikrocentrifuga s vortexem (FVL — 2400N) BioSan
Mikrovinna trouba (MGE 23) Hitachi
Mraznicka (G 5216 513 L) Liebherr

pH metr (PC 2700) Eutech Instruments
Promyvacka Rocker (Shaker MR-12) BioSan
Spektrofotometr (Smart Spec Plus) Bio-Rad

Stolni pocita¢ (Idea Centre 10062) Lenovo
Ttepacka s vyhtivanim (TS-100) BioSan

Vana pro elektroforézu (Mini Protean Tetra System) Bio-Rad

Zdroj pro elektroforézu (E 265) Consort

4.5 Seznam pouZitého software

Nézev software Vyvojar

Image Lab 6.0.0 Bio-Rad Laboratories, Inc.
ZEN 2.3. SP1, edice Black Carl Zeiss AG

InkScape 0.92.3 The Inkscape Team
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4.6 Priprava a selekce rostlinného materialu

Semena Arabidopsis thaliana byla povrchoveé sterilizovana inkubaci v 70% (v/v) ethanolu
po dobu 2 minut, nasledné byl aplikovan 1% (v/v) hypochlorid sodny s ptidavkem 0,1%
(v/v) Tweenu 20 po 8 minut. Nakonec byla semena tiikrat proplachnuta sterilni MilliQ
vodou po dobu 2 minut.

Sterilni semena byla vysuSena na filtracnim papiru a nasledné ve sterilnim
prostfedi vysazena na Petriho misky obsahujici pevné 2 MS medium (Murashige a
Skoog, 1962) s piidavkem 6 g/l ztuzujici latky Gellan Gum. Vysazena semena na
miskach byla stratifikovana pti 4 °C ve tm¢ po dva dny a nasledné¢ ptenesena do rlstové
komory pii fotoperiod¢ 16/8 h (svétlo/tma), teploté 21 °C a relativni vlhkosti 68 %.

Po 4 dnech od vysazeni byly vykli¢ené rostliny komplementovanych linii PLDal 1-YFP
a PLDal-2-YFP vyselektovadny na zakladé fluorescence pomoci fluorescenéniho
stereomikroskopu Axio Zoom V16 (Carl Zeiss AG, SRN).

Po 14 dnech od vysazeni na zivné medium byly z vyselektovanych rostlin odebrany
oddélené koteny 1 nadzemni ¢asti a zhomogenizovany na tfeci misce za pusobeni tekutého
dusiku. Homogenat byl skladovan pfi teplot¢ -80 °C. Rostliny, vykazujici expresi
PLDal-YFP fazniho proteinu, byly pouzity k dalsi analyze.

4.7 Extrakce proteinii

Ke zmrazenému homogendtu ze vzorkid komplementovanych linii PLDal-1-YFP a
PLD1-2-YFP, z pldal-1 a pldal-2 mutantnich rostlin, z GFP rostlin a z Col-0 rostlin bylo
pridano 200 pl extrakéniho pufru. Vzorky s extrakénim pufrem byly inkubovany pii 4 °C
po 20 minut a misty vortexovany. Déle byly vzorky centrifugovany 15 minut
pfi RCF 16000 x g a teploté 4 °C. Po centrifugaci byl supernatant odebran do Cisté

zkumavky a udrzovan pfi teploté 4 °C.
4.8 Meéreni koncentrace proteini

Koncentrace proteinii ve vzorcich byla méfena metodou podle Bradforda (Bradford,
1976). Do ¢istych zkumavek byl napipetovan 1 ml reakéni smési pro méfeni koncentrace
proteint a do kazdé zkumavky pfidan 2 pl vzorku. Po 10 minutach inkubace byla pomoci
spektrofotometru zmétena absorbance pti 595 nm. Pomoci kalibracni kiivky vytvotené

z roztoku BSA byla vypocitana koncentrace proteint.
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4.9 Denaturujici polyakrylamidova elektroforéza a imunoblotova

analyza

K 60 ul piipraveného proteinového extraktu bylo pfidano 16 ul 4x Laemmliho
vzorkového pufru a 4 pl 2-merkaptoethanolu. Piipravena smés byla denaturovana na
ttepacce s vyhiivanim pii 96 °C a pfi této teploté inkubovana 10 min. Poté byly vzorky
rychle centrifugovany na mikrocetrifuze. Byly pfipraveny dva 10% polyakrylamidové
gely (tab. 3). Do kazdé jamky gelu bylo naneseno 12 ul vzorku. Elektroforéza probihala
piinapéti 180 V po dobu cca 45 minut.

Rozdélené  proteiny zobou gelt byly pieneseny na  PVDF
(polyvinylidenfluoridové) membrany. Pienos probihal pies noc v prostiedi transferového
pufru pii napéti 24 V a teploté 4 °C. Membrany byly po pienosu proplachnuty v TBS-T
(Transferovy pufr s ptidavkem 1% Tweenu) a inkubovany ptes noc v blokovacim roztoku
pii teploté 4 °C.

Po inkubaci v blokovacim roztoku byla aplikovana primarni protilatka (tab. 2). Na
jednu membranu byla aplikovana anti-plda-1/2 protiladtka (Agrisera) proti PLDal
proteinu fedéna v roztoku 1% BSA v poméru 1:3000. Na druhou membranu byla pouzita
anti-GFP protilatka proti GFP proteinu fedéna v roztoku 1% BSA v poméru 1:1000.
Membrény byly v roztoku s primarni protilatkou inkubovany 90 minut pti pokojové
teploté. Po inkubaci v primarni protilatce byly membrany Sestkrat promyty v TBS-T po
dobu 10 min. Nésledné byla aplikovana sekundarni protilatka.

Na membranu s primarni protilatkou anti-plda-1/2 proti PLDal proteinu byla
aplikovana sekundarni protilatka kozi anti-krali¢i a na membranu s protilatkou anti-gfp
proti GFP proteinu byla aplikovana sekundarni protilatka kozi anti-mysi. Membrany byly
se sekundarni protilatkou inkubovany pii pokojové teploté po 90 minut. Po inkubaci se
sekundarni protilatkou byla membrana trikrat promyta v TBST.

Signal na obou membranach byl detekovan chemiluminiscencné po inkubaci 1 minutu

s ECL Western Clarity Substrate na zatizeni ChemiDoc.
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Tab. 3 Slozeni polyakrylamidového gelu pro elektroforézu.

4% zaostfovaci gel 10% separacni gel
40% akrylamid 0,500 ml 5,000 ml
1,5 mol.I-1 Tris HCI, pH 8,8 5,000 ml

0,5 mol.l-1 Tris-HCI, pH 6,8 | 1,260 ml -
10% SDS 0,050 ml 0,200 ml

MiliQ voda 3,180 ml 9,700 ml
APS 0,025 ml 0,100 ml
TEMED 0,005 ml 0,010 ml

4.10 Lokalizace fuzniho proteinu pomoci konfokalni laserové skenovaci

mikroskopie

Pro lokalizaci PLDal-YFP fzniho proteinu byly pouzity 4 dny staré rostliny A. thaliana,
komplementované linie PLDal-1-YFP, PLDal-2-YFP, jako negativni kontrola rostliny
divokého typu (ekotyp Columbia) a jako pozitivni kontrola rostliny exprimujici volné
GFP.

Rostliny byly pieneseny na podloZzni sklo do kapky tekutého 2 MS media
(Murashige & Skoog, 1962), ptikryty krycim sklem a pozorovany pomoci konfokalniho
laseroveho skenovaciho mikroskopu LSM 710 vybaveného objektivy Plan-Apochromat
20x/0.8 a alpha Plan-Apochromat 63x/1.46 Oil (Carl Zeiss AG, SRN). Vzorky byly
nasnimany pomoci laseru s excita¢ni vinovou délkou zateni 514 nm a pouzito bylo emisni
spektrum o vinové délce 519 — 550 nm. Analyza ziskanych dat byla provedena pomoci
softwaru ZEN 2.3. SP1, edice Black (Carl Zeiss AG, SRN).
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5 Vysledky

Cilem bakalafské prace bylo pomoci imunoblotové analyzy ovéfit, zda plda-1-1 a
plda-1-2 T-DNA mutantni rostliny komplementované s proPLDal::PLDol:YFP
konstruktem obsahuji v T2 generaci PLDal-YFP fazni protein. PLDal-YFP protein byl
detekovan imunoblotovou analyzou pomoci komer¢nich protilatek proti PLDa a proti
GFP. Diky fluorescenci emitované YFP spojené s fuznim proteinem PLDal-YFP byl
nasledné tento protein lokalizovan pomoci konfokalni laserové skenovaci mikroskopie na

buné&éné a subcelularni Urovni v semenaccich A. thaliana.

5.1 Ovéreni fluorescencniho signalu YFP

Z komplementovanych PLDal-1-YFP a PLDal-2-YFP rostlin byly tfi dny po vysazeni
vyselektovany rostliny s nejvyssi expresi YFP. Rostliny PLDal-1-YFP, u kterych byla
exprese YFP pozorovana, byly pouzity pro mikroskopickou analyzu (tab. 4). Tabulka 4
ukazuje, kolik rostlin z celkového poc¢tu vysazenych vykazovalo takovou fluorescenci,
aby mohly byt pouzity pro konfokalni laserovou skenovaci mikroskopii.

U linie PLDal-1-YFP vykazovalo 50 rostlin z 60 vysazenych dostate¢né silnou
fluorescenci, aby mohly byt pouzity pro dalsi analyzu. U linie PLDal-2-YFP vykazovalo
dostate¢nou fluorescenci 33 rostlin z 40 vysazenych. V obou ptipadech byla fluorescence
dostate¢na u 83 % vysazenych rostlin. Rostliny divokého typu (Col-0) nevykazovaly
zadnou expresi YFP proteinu a byly pouzity jako negativni kontrola, a naopak GFP linie
rostlin vykazovala stalou expresi GFP proteinu a rostliny byly tedy pouzity jako pozitivni
(GFP) kontrola.

Tab. 4 Selekce rostlin A. thaliana na zakladé fluorescence.

Celkem % rostlin vhodnych pro
Rostliny S expresi YFP Bez exprese YFP vysazeno o - yenp
. dalsi analyzu
rostlin
PLDal-1- 0
YEP 50 10 60 83 %
PLDal-2- 0
YEP 33 7 40 83 %
Col-0 9
(kontrola) 0 20 20 0%
GFP 0
(kontrola) 20 0 20 100 %
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Obr. 4 Selekce rostlin na zaklad¢ fluorescence. BF — prochazejici svétlo, GFP — filtr GFP.
Meftitko 1 mm.
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Selekce komplementovanych rostlin v T2 generaci probihala pomoci
fluorescenéniho stereomikroskopu Axio Zoom V16. Vzorky byly pozorovany s pouzitim
filtru GFP pro sledovéani fluorescence a v prochazejicim svétle (obr. 4). Vzorky byly
pozorovany za stejnych svételnych podminek. Pti pozorovani v prochazejicim svétle
nejsou patrné zadné signifikantni morfologické rozdily mezi rostlinami PLDal-1-YFP
(obr.4, C), PLDal-1-YFP (obr. 4, E) a divokym typem Col-0 (obr. 4, A), ovSsem
pii pouziti GFP filtru je patrny silny signal pouze u komplementovanych linii
PLDal-1-YFP (obr. 4, D) a PLDal-2-YFP (obr. 4, F), na rozdil od kontrolnich rostlin
Col-0, kde naopak nebyl zaznamenan zadny signal (obr.4, B). Pro dalsi mikroskopickou

analyzu byly pouzity rostliny PLDal-1-YFP.

5.2 Detekce PLDa-1-YFP imunoblotovou analyzou

Pro imunoblotovou analyzu byly pouzity 14 dni staré nadzemni a kofenové casti
semenackl pldol-1 a pldal-2 mutantnich rostlin A. thaliana obsahujici fuzni protein
PLDal-YFP (PLDal-1-YFP, PLDal-2-YFP). Jako kontrola byly pouzity stejné staré
rostliny divokého typu — ekotyp Columbia-0 (Col-0) a mutantni rostliny pldal-1 a
plda1-2 s T-DNA inzerci v genu PLDal. U experimentu s protilatkou proti GFP proteinu
byla navic pouzita transgenni linie G5 s expresi volného GFP jako kontrola detekce
volného GFP.

Pii pouziti protilatky proti PLDal/2 proteinu (obr. 5, A a 6, A) byl o¢ekavan pas
Vv oblasti odpovidajici molekulové hmotnosti pfiblizné 92 kDa u proteinovych vzorka jak
Z kotenové, tak z nadzemni ¢asti Col-0 rostlin a rostlin exprimujicich volny GFP protein.
U proteinovych vzork z kofenové inadzemni ¢asti PLDal-1-YFP a PLDal-2-YFP
komplementovanych rostlin byl oéekavan pas v oblasti odpovidajici molekulové
hmotnosti ptiblizné 119 kDa. U proteinovych vzorkt z obou &asti pldal-1 a pldal-2
mutantnich rostlin proteinovy pas ocekavan nebyl kvili vyfazeni genu PLDal T-DNA
inzerci.

Po aplikaci protilatky proti PLDa-1/2 je u kofenové ¢asti rostlin divokého typu
Col-0 viditelny silny proteinovy pas v oblasti odpovidajici molekulové hmotnosti
PLDa-1 ptiblizn¢ 92 kDa (obr. 5, A). U plda-1-1 a plda-1-2 mutanti se tento proteinovy
pas nevyskytuje kvili vyfazeni PLDa-1 genu T-DNA inzerci. U komplementovanych

linii s faznim proteinem se nachazi proteinovy pas v oblasti odpovidajici molekulové
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hmotnosti PLDa-1-YFP tedy ptiblizné 119 kDa, ov§em u vzorku PLDal-1-YFP se jevi
jako velmi slaby (obr. 5, A). U nadzemni ¢asti rostlin divokého typu Col-0 a u rostlin
exprimujicich volny GFP protein po aplikaci protilatky proti PLDa-1/2 je mozné
pozorovat pas v oblasti molekulové hmotnosti piiblizné 92 kDa odpovidajici PLDa-1
(obr. 7A). Podobné u nadzemni ¢asti rostlin komplementovanych s fuznim PLDa-1-YFP
proteinem je mozné sledovat pas v oblasti molekulové hmotnosti pfiblizné 119 kDa
odpovidajici PLDa-1-YFP faznimu proteinu (obr. 6, A).

Pii pouziti protilatky proti GFP proteinu (obr. 7, A a 8, A) byl o¢ekavan pas
v oblasti 119 kDa u proteinovych vzorkt z kofenové a nadzemni ¢asti PLDal-1-YFP a
PLDal-2-YFP komplementovanych linii. U proteinovych vzorka z obou ¢asti rostlin,
které exprimovali volné GFP byl o¢ekavan pas v oblasti 27 kDa. U proteinovych vzorka
z Col-0 rostlin a z pldal-1 a pldal-2 mutantnich rostlin pds na imunoblotové membrané
o¢ekavan nebyl, protoze rostliny neobsahovaly fluorescenéni GFP nebo YFP protein.

Protilatka proti GFP proteinu u kofenové ¢asti PLDal-1-YFP a PLDal-2-YFP
komplementovanych rostlin rozpoznala u obou vzorkti pas v oblasti 119 kDa, ktery
odpovidal molekulové hmotnosti fizniho proteinu PLDal-YFP (obr. 7, A). U kofenové
¢asti rostlin exprimujicich volné GFP bylo podle o¢ekavani mozno sledovat pas v oblasti
27 kDa tedy odpovidajici molekulové hmotnosti volného GFP . Naopak u kotfenovych
vzorkt z Col-0 rostlin a z pldal-1 a pldal-2 mutantnich rostlin se dle oéekavani zadny
pas neobjevil (obr. 7, A).

U nadzemni ¢asti PLDal-1-YFP a PLDal-2-YFP komplementovanych rostlin
protilatka proti GFP proteinu rozpoznala ptitomnost PLDa-1-YFP fuzniho proteinu
0 ptiblizné velikosti 119 kDa, podobné jako u kotfenové ¢asti komplementovanych linii
(obr. 8, A). Stejné jak u kotfenové ¢asti, tak i U nadzemni ¢asti rostlin exprimujicich volné
GFP se pomoci protilatky proti GFP proteinu potvrdila pfitomnost pasu o pfiblizné
velikosti 27 kDa. Tento pas vyjadioval ptfitomnost volného GFP u zminénych rostlin.
Podobné v shodé se vzorky z kofenti se u vzorkli z nadzemni ¢asti Col-0 rostlin a
z pldal-1 a pldal-2 mutantnich rostlin zadny pas neobjevil (obr. 8, A).

Pomoci imunoblotové analyzy se za pouziti protilatek proti PLDa-1/2 a proti GFP
proteinim  potvrdila  pfitomnost PLDa-1-YFP  fuzniho proteinu  u obou
komplemenovanych PLDal-1-YFP a PLDal-2-YFP rostlinnych linii jak v kofenové tak

I V nadzemni ¢asti obou rostlinnych linii.
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pldal-2  pldal-1 pidal-1 pldal-1
kDa pldal-2  pldol-1 PLDal-YFP PLDal-YFPPLDal-YFP PLDal-YFP  Col-0
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Obr. 5 (A) Membrana s nanesenymi proteiny ze vzorku kofenové ¢asti rostliny po aplikaci
protilatky proti PLDal/2 (B) Kontrola mnozstvi nanesenych proteini ha membranu
pomoci restripovani membrany s protilatkou proti tubulinu.

pidal-1  pldal-2
kDa Col0  PLDal-YFP PLDal-YFP pidal-1 pldol-2 GFP

150 — A
: «— PLDG1-YFP (119 kDa)
100 — & \
. o I.j ~— PLDa1 (92 kDa)
= e o

Obr. 6 (A) Membrana s nanesenymi proteiny ze vzorku nadzemni c¢asti rostliny
po aplikaci protilatky proti PLDal/2 (B) Kontrola mnozstvi nanesenych proteind
na membranu pomoci barveni Ponceau S.
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Obr. 7 (A) Membréana s nanesenymi proteiny ze vzorku kofenové ¢asti rostliny po aplikaci
protilatky proti GFP (B) Kontrola mnoZstvi nanesenych proteinii na membranu pomoci
barveni Ponceau S.

32



A

pldal-2 pldal-1
kDa Col0 PLDal-YFP pldal-1  pldoi-2 PLDa1-YFP

’ <—— PLDa1-YFP (119 kDa)

«— GFP (27 kDa)

150 — d .

GFP
T S ;Al
8

Obr. 8: (A) Membréna s nanesenymi proteiny ze vzorku nadzemni ¢asti rostliny
po aplikaci protilatky proti GFP. Jedna se o jednu membranu. (B) Kontrola mnozstvi
nanesenych proteini na membranu pomoci barveni Ponceau S.
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5.3 Lokalizace PLDal-YFP fuzniho proteinu v koienové ¢asti rostliny

PLDal-YFP fazni protein byl lokalizovan metodou laserové skenovaci konfokalni
mikroskopie v kofenové ¢asti Ctyfdennich pldal-1 mutantnich rostlin A. thaliana
se stabilni expresi konstruktu propldel::PLDal:YFP. Exprese byla pozorovéana
Vv bunikach kotenové ¢epicky, zony meristematické, prechodné, elongac¢ni a diferenciaéni
(obr. 9).

Diferenciacni zona

Elongacni zéna

Prechodna zona

Metistématicka zona

Korenova Cepicka

Obr. 9 Funkéni zény primarniho kofene Arabidopsis thaliana (Gotté et al., 2016)
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Nejsilngjsi uroven exprese fazniho proteinu je v epidermalnich bunkach lateralni
kotfenové Cepicky. V této Casti jsou zietelné parenchymatické metabolicky aktivni bunky
s velkym mnozstvim vakuol. Predev§im z obrazku 10, A je patrné, ze PLDal-YFP se
Vv jadrech bun¢k spise nenachazi. Smérem od kotenové Cepicky k prechodné zoné kotene
exprese spise slabne.

V oblasti diferenciaéni zony kofene byl zaznamenan vyrazny rozdil v drovni
exprese PLDal-YFP u trichoblasti a atrichoblasti (obr. 11). Siln&jsi exprese

PLDal-YFP u bunék trichoblasti je nejzietelnéjsi pravé v mistech vytvareni kofenovych

vlaska a dale ve Spickach rostoucich kotenovych vlaski (obr.12).

Obr. 10: Exprese fuzniho proteinu PLDal-YFP u epidermalnich bunék kofenové cepicky (A),
prechodné (B) a meristematické zony kotene (C). Méfitko: A — 50 um; B — 20 um; C — 20 pm.
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Naopak pomérné nizkd uroven exprese PLDal-YFP je patrnd v oblasti
meristematické zony kotene (obr. 10, B; 11, A). Tudiz je zfejmy piechod mezi nizkou
expresi PLDal-YFP v bunkach aktivné se dé€licich bunék a pomérné silnou expresi
v bunikach po bunécném déleni, se zacinajici elongaci.

Uroveti exprese PLDal-YFP byla zkoumana i u jiz vyvinutych kofenovych vlaski
(obr. 12). Vtomto piipadé je nejsilngjsi exprese patrna ve Spickach vyvinutych

kotenovych vlaski.

Obr. 11 Exprese PLDal-YFP v kofenovych burnikach trichoblastii a atrichoblastii v pfechodné
zoné (A), elongaéni zoné (B) a v diferencia¢ni zoné s vyvijejicim se kofenovym vlaskem (C).
Sipka ukazuje na vyristajici kofenovy vlasek. Métitko 50 pm.
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Obr. 12 Exprese fuzniho proteinu PLDa1-YFP ve $pickach jiz vyvinutych kofenovych vlaskda.
Sipky ukazuji na Spicky kotfenovych vlasku se silnou expresi fuzniho proteinu. Méfitko 100 pm.
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Pomérné silny signal byl zaznamenan také v oblasti zakladajiciho se lateralniho
kotene. Na obrdzku 13, A - C lze pozorovat linii bunék se silnou expresi v oblasti
sttedniho valce. Dale je mozné vidét vyristajici lateralni kofen se silnou expresi fuzniho
proteinu Vv jeho Spicce.

—

Obr. 13 Exprese PLDal-YFP v oblasti zakladajiciho se lateralniho kotene. Méfitko 50 pm.
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Pro subcelularni lokalizaci PLDal-YFP byly analyzovany buiiky kotfenové
Cepicky. V téchto bunkach je pozorovatelna distribuce PLDal-YFP v okoli
cytoplasmatické membrany (obr. 14). Tento snimek ukazuje ptedevsim cytoplasmatickou
lokalizaci PLDoal-YFP. V centralni ¢asti bunék jsou také pozorovatelné shluky
PLDal-YFP, které mohou znamenat piitomnost PLDa.1-YFP u intracelularnich membran
(endoplasmatické retikulum).

Obr. 14 Lokalizace PLDal-YFP na subcelularni urovni v butikach kofenové ¢epicky. Métitko
20 pm.
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5.4 Lokalizace PLDal-YFP fuzniho proteinu v nadzemni ¢asti rostliny

Fazni protein PLDal-YFP byl lokalizovan na c¢tyidennich rostlindch A. thaliana,
Vv pletivech déloznich listd a fapiku komplementovanych linii PLDal-1-YFP pomoci
konfokalni laserové skenovaci mikroskopie.

Exprese PLDal-YFP proteinu v nadzemni ¢asti rostliny nebyla tak silna jako
v kofenové casti, piesto byl signal emitovany flznim proteinem patrny v buiikach
déloznich listd a fapiku. Zbunék dé&loznich listi je zjevna vyrazna exprese

PLDal-1-YFP v bunkach praduchi (obr. 15 A - C). O néco slabsi je exprese

v dlazdicovych bunkach listoveho mezofylu.

Obr. 15 Exprese fuzniho proteinu PLDa1-YFP v buiikich déloZnich listi (A) a svéracich buiikach
pruduchu (B, C). Méfitko: A - 25 pm; B — 5 pm; C—5 pum.
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Zv1asté na protahlych bunkéach fapiku je patrné rozmisténi fizniho proteinu

v oblasti cytoplasmatické membrany (obr. 16).

Obr. 16 Exprese fazniho proteinu PLDa1-YFP v butikach fapiku. Métitko 50 pm.
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Subcelularni lokalizace PLDal-YFP dale probé&hla protahlych bunikach fapiku
(obr. 17). Tyto metabolicky aktivni bunky ukazaly opét vysokou akumulaci PLDal-YFP
v okoli cytoplasmatické membrany, zde navic pozorujeme intenzivni signal ve stiedu
buniky. Tento silny signal by mohl odpovidat PLDoal-YFP akumulované u

intracelularnich membran (endoplasmatické retikulum) pobliz jadra.

Obr. 17 Lokalizace PLDal-YFP na subcelularni urovni u bunék fapiku. Métitko 20 pm.
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6 Diskuse

Piedkladana prace potvrdila vysledky nedavno publikovaného ¢lanku Novak et al., 2018,
ktery piinesl detailni analyzu lokalizace fosfolipasy D alfa 1 na pletivové a subcelularni
arovni.

Mikroskopicka analyza kofenové ¢asti  pldal-1  mutantni  rostliny
komplementované propldol::PLDol:YFP konstruktem ukazala na silnou expresi
PLDal-YFP proteinu v apikalnim meristému koifene, konkrétné v buiikach hlavni a bo¢ni
kotenové cepicky a Vv builkkdach kolumely. Slabsi expresi bylo mozné sledovat
vV meristematické zoné kofene. Tyto vysledky jsou v souladu s praci Novék et al., 2018
kde autofi sledovali totoznou lokalizaci PLDal-YFP fazniho proteinu v semenaccich
Arabidopsis. Autofi prace Fan et al., 1999 pozorovali vysokou aktivitu PLDal proteinu
Vv kofenové Casti rostlin Arabidopsis, Co potvrzuje zvySenou piitomnost tohoto proteinu
Vv kotenech rostlin. ZvySeny vyskyt PLDal proteinu ve $pickéch kofenovych vlaskia u
Arabidopsis hraje dilezitou roli proteinu pii zakladani a vyvoji kofenovych vlasku, navic
siln¢j8i exprese v trichoblastech diferenciani zony kotene, tento vliv naznacuji. Tyto
vysledky byly ve shodé s praci autort Novak et al., 2018.

Pii lokalizaci PLDal-YFP v kofenové c¢asti u Arabidopsis byla vénovana
pozornost také bunkam zakladajiciho se lateralniho kotfene. Pozoruhodné silna exprese
proteinu je patrna v burikach stfedniho valce kofene pravdépodobné v pericyklu. Toto
zjisténi potvrzuje univerzalni funkci PLDal v metabolicky aktivnich bunikach a je ve
shod¢ s praci Fan et al., 1999 kde autofi sledovali pravé vysokou aktivitu PLDal
ve stonku rostlin Arabidopsis ktera je pfimym pokraovanim stfedniho vélce u kofene

V nadzemni ¢asti rostliny se sledovala vysokd uroveil exprese PLDal proteinu
ve svéracich buiikach praduchti u déloznich listii. Opét tyto zjiSténi potvrzuji dilezitou
Ulohu PLDal proteinu pii otvirani a zavirani priaduchi v reakci na rtizné vnéjsi podnéty
(Sang et al., 2001; Zhang et al., 2004; Mishra et al., 2006).

Pro subcelulérni lokalizaci fizniho proteinu PLDo.1-YFP v semenaccich Arabidopsis
byly pouzity bunky kotfenové ¢epicky. Na zakladé vysledkt praci Fan et al., 1999 a Novak
etal., 2018 se piedpokladal vyskyt PLDal cytosolu a v okoli cytoplasmatické membrany,
kde migruje mezi CM a intracelularnimi membranami. Tuto skute¢nost potvrdily i nase
vysledky. V souvislosti s intracelularnimi membranami nutno poukazat na shluky signalu
z PLDal-YFP proteinu v oblasti okolo ptedpokladaného vyskytu jadra. Pfedpokladame,

ze tyto utvary by mohly byt membrany endoplasmatického retikula, které slouzi jako
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substrat PLDal pfti tvorbé kyseliny fosfatidové (Wang & Wang, 2001; Takac et al.,
2019). Piesna lokalizace PLDal-YFP v okoli jadra a endoplasmatického retikula nebyla
za pouzitych metod moznd, protoZe nebylo mozné piesné a jednozna¢né v nasnimanych
bunkach lokalizovat jadro snimanych bunék. (Novak et al., 2018) Jednou z moznosti, jak
jadro v bunkach u zZivych rostlin ptesné vizualizovat, by bylo barveni jaderné DNA

interkala¢nim barvivem Hoechst.
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7 Zavér

Teoreticka Cast této prace je zamétena na charakterizaci rostlinnych fosfolipas, predevsim
pak fosfolipasy D, jakoz i jejiho produktu kyseliny fosfatidové. Prace dale popisuje role
rostlinnych fosfolipas pfi vyvoji rostliny a jejich zapojeni do regulace bunéénych procesi.
Zvlastni daraz je kladen na ucast téchto latek pii odpovédi rostliny na abioticky i bioticky
stres. Dalsi kapitola teoretické Casti se vénuje lokalizaci rostlinnych fosfolipas jak na
urovni rostlinnych organti, tak na subcelularni trovni.

Experimentalni ¢ast prace analyzovala vyskyt fuzniho proteinu PLDal-YFP u
pldail-1 a pldal-2 v mutantnich rostlinich Arabidopsis thaliana. Pfed samotnou
imunoblotovou analyzou byly tfidenni rostliny selektovany pomoci mikroskopu na
zaklad¢ fluorescence. U rostlin s expresi fzniho proteinu byla provedena imunoblotova
analyzou obou mutantti, kdy byla analyzovéana zvIast nadzemni a zvIast’ kotfenova ¢ast
rostlin. Pfi imunoblotové analyze byla pouzZita protilatka jednak proti PLDal proteinu a
také proti GFP proteinu, ktera detekovala YFP ¢ast fuzniho proteinu. U obou
komplementovanych linii mutantnich rostlin byla pfitomnost fazniho proteinu
detekovana obéma protilatkami.

Po ovéfeni pfitomnosti PLDal-YFP fazniho proteinu v rostlindch byl fazni
protein lokalizovan pomoci konfokalni laserové skenovaci mikroskopie v nadzemni i
kotenové cCasti rostlin. Pfi pozorovani kotfenové €asti rostliny byl zaznamenan silnéjsi
signal v bunkach kofenové ¢epicky, v bunikach, ze kterych vyrustaji kofenové vlasky —
trichoblastech a ve $pi¢kach kotenovych vlaski. Kumulace PLDal v téchto bunkach
naznacuje dilezitou roli tohoto enzymu na vyvoj kofenovych vlaski (Novak et al., 2018).
Kromé kotfenovych vlaskt byl pozorovan silny signél takeé v oblasti zakladajiciho se
lateralniho kofene, predevS§im v oblasti stfedniho valce, zfejmé v pericyklu. To
pravdépodobné souvisi s vyskytem PLDal v metabolicky aktivnich pletivech rostliny
(Fan et al., 1999).

Z nadzemni ¢asti rostliny byla PLDal lokalizovana v buiikach mezofylu lista a
fapiku. V bunkdach listového mezofylu byla velmi silnd aktivita PLDal zjisténa
Vv bunikach priducht, coZ souvisi s roli enzymu pfi regulaci jejich otevirani a zavirani

(Zhang et al., 2004, 2009; Mishra et al., 2006).
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9 Seznam pouZitych zkratek

ABA kyselina abscisova

APS Ammonium persulfate (peroxodisiran amonny)

BF Bright Field (svétlé pole)

BFP Blue Fluoerscent Protein (modry fluorescencni protein)

BSA Bovine Serum Albumin (hovezi sérovy albumin)

CBL Calcium Binding Loop (vapnik vazici doména)

cDNA komplementarni DNA

CM cytoplasmaticka membrana

CP Capping protein

DTT Dithiothreitol

ECL Enhanced chemiluminescence

ETI Effector-Triggered Immunity

EGTA ethylenglykolbis(2-aminoethyl ether)-N,N,N',N'-tetraoctova kyselina
GAPC glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa

GFP Green Fluorescent Protein (zeleny fluorescencni protein)
HEPES N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonova kyselina
LSM Laser Scanning Microsopy (laserova skenovaci mikroskopie)
MAMP Microbe-associated Molecular Pattern

MAPG65-1 protein asociovany s mikrotubuly 65-1

MIT MAMP- Triggered Immunity
MPK6 mitogen aktivovana protein kinasa 6
MS Moorashige & Skoog

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat
PA kyselina fosfatidova

PDK1 protein kinasa zavisla na 3-fosfoinositidu
PC fosfatidylcholin

PE fosfatidylethanolaminu

PH plekstrin homologni doména

PLA fosfolipasy A

PLC fosfolipasy C

PLD fosfolipasy D

PRR Pattern Recognition Receptor
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PVDF
PX
RCF
SDS
SOS1
TBS
TBST
YFP

polyviniliden difluorid

phox homologni doména

Relative Centrifugal Force (relativni centrifugacni sila)
dodecylsulfat sodny

Salt Overly Sensitive 1

Trised Buffer Saline (trisovy pufr)

Tris Buffered Saline s pfidavkem Tweenu 20

Yellow Fluorescent Protein (zluty fluoprescencéni protein)

o1



