Cviceni z fyziologie rostlin

Percepce cytokininového signdlu v Arabidopsis thalina — ligandova specifika cytokininového
receptoru CRE1/AHKA4

— Cast |. Priprava experimentt, které budou vyhodnoceny v dal$im cvic¢eni
Teoreticky Gvod: objev a charakteristika cytokininovych receptort

Cytokininy jsou vyznamnou skupinou rostlinnych hormont s ddlezitymi fyziologickymi funkcemi, mezi
néz patfi regulace bunécného déleni a diferenciace, regulace organogeneze a mnoha vyvojovych
procesu jako apikalni dominance, vyvoje kvétl a plodu, kliceni semen a senescence. Po chemické
strance Ize cytokininy definovat jako N°-substituované derivaty adeninu. Podle typu vedlejsiho fetézce
jsou rozliSovany dvé zakladni skupiny cytokinin — isoprenoidni a aromatické. Oba typy cytokininG se
pfirozené vykytuji v nékolika rliznych formach vznikajicich aktivitou metabolickych enzymu. Ne
vSechny metabolity cytokinin vykazuji biologickou aktivitu v biotestech a az do objevu tfi specifickych
cytokininovych receptord CRE1/AHK4, AHK3 a AHK2 vroce 2001, nebylo mozné identifikovat
skute&nou aktivni formu téchto hormon(. Pomoci heterologni komplementace kvasinkové a bakterialni
signalni drahy cytokininovym receptorem bylo mozné systematicky ovéfit, které formy cytokininG jsou
schopné aktivace cytokininové signalni drahy a také vysledovat rozdily v ligandové specifité
jednotlivych cytokininovych receptor(. Cytokinové receptory jsou histidin kinazy lokalizované
v plasmatické membrané rostlinné bufky. Po rozeznani cytokininu extracelularni doménou receptoru
dochazi k autofosforylaci histidin obsahuijici intracelularni domény a naslednému prenosu fosfatu na
aspartat druhé intracelularni domény. Fosfat je dale dopraven malym proteinem, tzv.
fosfotransmiterem do jadra, kde dochazi k fosforylaci jadernych proteind s funkci transkripénich
faktor(l a nasledné expresi cilovych genll odezvy na cytokininovy signal.

Z&kladni pojmy:

rostlinné hormony cytokininy - viz pfednaska rustové regulatory

signalni drdha - soubor molekul/proteind interagujicich v dusledku rozpoznani signalu a tvoficich sled
procesl vedoucich k odpovédi na tento signal

receptor - vazebny protein (membranovy nebo vnitrobuné&ény) zprostiedkujici fyziologicky efekt
regulaénich molekul, napf. hormonu, neurotransmitera.

percepce signalu - rozeznani signalu (ligandu) vazebnym mistem receptoru

transdukce signalu - sled procesu, ke kterym dochazi po navazani ligandu do vazebného mista
receptoru, vedouci k odpovédi na signal (exprese specifickych gent, aktivace iontovych kanald,
atd.)

Dvoustupriovy systém pfenosu signalu a regulace exprese:
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Experiment
kvalitativni a kvantitativni posouzeni uc¢inku cytokinint na cytokininovy receptor CRE1/AHK4

Cil experimentu:
Pomoci transgeniho bakterialniho kmene E. coli (ArcsC and cps::lacZ, pINIII/AHK4) ovéfit:

1. specifitu cytokininového receptoru A. thaliana CRE1/AHK4 k riznym cytokininim (kvalitativni
test).
2. koncentracni zavislost aktivace receptoru CRE1/AHK4 biologicky vysoce aktivnim cytokininem

trans-zeatinem (kvantitativni test).

Biologicky materidl:
Transgenni bakterie E. coli (ArcsC and cps::lacZ, pINIII/AHKA4)

Kvalitativni test

Potreby a chemikalie:
Sterilni kultivacni Petriho misky, bakteriologickd klika, bakteriologickd hokejka, parafilm,
lahvi¢ka na ethanol, kahan, pipety, sterilni Spicky.

Sterilni pevné médium M9 (navod viz Sambrook et al., 1989)
Ampicilin 100 mg/mL (v EtOH)
X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactoside) 20 mg/mL (v DMF)
70% ethanol
100 uM trans-zeatin
100 uM benzyladenin
100 uM adenin

Provedeni experimentu:

1. v mikroviné troubé pfedem zahfejeme M9 médium obsahujici agar. Po ochlazeni na cca 50°C
pfidame antibiotikum ampicilin (vysledna koncentrace 50 pg/mL).

2. v horizontalnim flow-boxu steriiné nalijeme M9 médium do kultivaénich desek (20-30
mL/desku).

3. po ztuhnuti napipetujeme na povrch média 20 uL testované latky a 40 pL roztoku X-Gal a
bakteriologickou hokejkou rozetfeme po povrchu do sucha.

4. bakteriologickou kli¢kou inokulujeme kulturu E. coli KMIOO1-pINII/AHK4 na povrch desek.

5. pfiklopime vickem, uzavfeme parafiimem, popiSeme (skupina, datum, testovana latka) a
kultivujeme pfes noc pfi 25°C (po kultivaci uskladnéno v 4°C).

6. v dalSim cvieni vyhodnotime.

Kvantitavni test

Potieby a chemikalie:
Sterilni 24-j. deska, sterilni ependorf-zkumavky, pipety, sterilni Spicky.

Sterilni tekuté médium M9 (navod viz Sambrook et al., 1989) — obsahujici ampicilin (50 pg/mL)
10 mM trans-zeatin (v DMSO)
DMSO (100%)

Provedeni experimentu:
1. postupnym fedénim 10 mM zasobniho roztoku testovaného cytokininu pfipravime pracovni
roztoky o koncentracich 1; 0,1; 0,01 mM podle schématu:

zasobni roztok (z.r.) — 10 mM tZ
pracovni roztoky:
roztok 1 (r.1) — 90 pL H,O + 10 pL z.r. — 1000 puM tZ



roztok 2 (r.2) =90 uL H,O + 10 uL r.1 — 100 uM tZ
roztok 3 (r.3) — 90 pL H,O + 10 L r.2 — 10 uM tZ
roztok 4 (r.4) —90 pL H,O + 10 uL r.3 — 1umMtz
roztok 5 (r.5) — DMSO

2. do 2 fad jamek 24-j. desky napipetujeme 400 uL tekutého M9 média (obsahujiciho ampicilin
50 pL/mL).

3. do prvnich 5 jamek kazdé fady pfidame 1 pL zasobni kultury KMIOO1-pINIII/AHK4 (pfipravena
inokulaci 3 mL M9 média ze zamrazené kultury, 25°C, ON) a 4 L roztokd 1-5. V Sesté jamce
obou fad zUstane pouze M9 médium.

4. kultivujeme na tfepacce pfi 25°C pies noc (po kultivaci zamrafeno v -20°C).

5. v dalSim cviCeni pokraCujeme.




Priloha:
Model drahy pfenasejici cytokininovy signél v Arabidopsis (Hwang and Sheen, 2001):
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Heterologni komplementace jako nastroj pro studium funkce receptort (Schmiilling, 2001):

Organism (a) 5. cerevisiae (b) 5. pombe (c) E. coli
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Fig. 2. Complementation of receptor mutants in heterclogous two-component systems by CRE 1.

{a) Complementation by CRE 1 of the Asin 1 mutant of Saccharomyces cerevisiaeenables survival in medium
lacking galactose in a cytokinin-dependent fashion. {b) CRE1 expression in a triple Hiz-kinase mutantof
Schizosaccharomyces pomberestores normal cell size before division in the presence of eytokinins. (c) Expression
of CRE1 confers cytokinin-responsive cps.dacZexpression to E. coli. Abbreviations: D, receiver domain; Da and Db,
receiver domain a and b, respectively; H, histidine kinase.



Struktury latek s cytokininovou aktivitou:
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Percepce cytokininového signdlu v Arabidopsis thalina — ligandova specifita cytokininového
receptoru CRE1/AHKA4

— ¢ast Il. stanoveni aktivity B-galaktosidazy a celkové vyhodnoceni

Teoreticky Uvod:
B-galaktosidaza produkovana po expresi lacZ genu je enzym $tépici glykosidickou vazbu:

X-Gal
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galaktosid ~ ————  modré zbarveni

B-galaktosidaza

MUG
4-methylumbelliferyl- B-D-galaktosid —>  fluorescence

Experiment
kvalitativni a kvantitativni posouzeni uc¢inku cytokinind na cytokininovy receptor CRE1/AHK4

Cil experimentu:
1. Vyhodnoceni kvalitativniho testu.
2. Dokonéeni kvantitativniho testu - stanoveni aktivity B-galaktosidazy.

Kvalitativni test (proveden béhem 30 min inkubaéni doby v priubéhu stanoveni aktivity B-

galaktosidazy)

Provedeni experimentu:
Porovname modré zbarveni jednotlivych AHK4 kultur, vysledky zaznamename do tabulky.

Kontrola tZ BA Ade

Intenzita zbarveni:

++ vyrazné

+ slabsi

- zadné zbarveni

Poznamky:
Doba kultivace AHK4 kultury na médiu




obsahujicim testovanou latku a X-Gal:

Kvantitavni test - stanoveni aktivity B8-galaktosidazy

Potieby a chemikalie:
96-j. deska, pipety, Spicky, spektrofotometr Tecan, flourometr Ascent.

50 mM MUG (4-methylumbelliferyl- -D-galaktosid) v DMSO
stop-pufr (133 mM glycin, 83 mM Na,COg, pH 10,7)

Provedeni experimentu:

1. do 12 jamek 96.-j. desky napipetujeme 2 uL 50 mM MUG.

2. do kazdé jamky postupné prepipetujeme 50 pL kultury AHK4, kultivované s testovanou latkou.

3. pomoci spektrofotometru Tecan zméfime ODgqo jednotlivych kultur.

4. 96-j. desku vlozime inkubujeme 30 min pfi 37°C (probiha enzymaticka reakce).

5. reakci zastavime pfidavkem 100 uL stop-pufru a zméfime fluorescenci ve fluorometru Ascent
(ex 365 nm/em 460 nm), podle potfeby zfedime a znovu zmé&fime fluorescenci.

6. vysledky zaznamename a aktivit§s -galaktosidazy vyjadfime jako podil relativnich jednotek
fluorescence a ODgqy.

Poznamky:

Doba kultivace AHK4 kultury v médiu s testovanou latkou:
Doba zamraZeni kultury mezi koncem kultivace a stanoveni aktivity -galaktosidazy:

Ukoly:

1. Jak si vysvétlujete riznou odezvu cytokininového receptoru CRE1/AHK4 k riznym
cytokinindm (trans-zeatin, benzyladenin), a pro¢ adenin nema zadnou odezvu?
2. Vyjmenujte alespon 5 faktor, které ovliviuji miru odpovédi na hormony obecné.



