Cviceni z fyziologie rostlin

Kvalitativni receptorovy test

Teoreticky uvod

K percepci a nasledné transdukci cytokininového signalu v rostlindch dochazi pomoci
tzv. dvouslozkové signalni drahy (two-component system, TCS), ktera je velmi podobna
signadlnim drahdm prokaryot a niZs$ich eukaryot. Cytokininové receptory jsou lokalizovany v
plasmatické membrané a v endoplasmatickém retikulu rostlinné butiky, kde tvofi dimery.
Funkc¢né jde o histidinkinasy. Princip pfenosu signdlu spocivd v postupném pienosu fosfatu
cestou histidin — aspartat — histidin — aspartat. Poté, co je cytokinin rozeznan extracelularni
doménou receptoru (CHASE doména - Cyclase/His kinase-Associated Sensory Extracellular
domain), dochazi ke konformacni zméné receptoru spojené s autofosforylaci histidinu jedné z
intracelularnich domén receptoru a naslednému pienosu fosfitu na aspartat druhé z
intracelularnich domén. Fosfat je dale dopraven malym proteinem, tzv. fosfotransmiterem, do
jadra, kde dochazi k fosforylaci jadernych proteint s funkci transkrip¢nich faktort (regulatory
odpovédi typu B), které reguluji expresi genli zapojenych v reakcich na cytokininovy signal
(Obrazek 1).

Prvni cytokininové receptory byly objeveny a popsany u husenicku rolniho (Arabidopsis
thaliana). VSechny tfi receptory, CRE1/AHK4 (WOL), AHK2 and AHK3, predstavuji strukturné
podobné histidinkinasy s molekulovou hmotnosti nad 100 kDa. Aby bylo mozZné bliZe
identifikovat vlastnosti receptori a jejich ligand, byl vyuZit poznatek o podobnosti
dvouslozkové bakterialni a rostlinné signalni drahy na konstrukci heterologniho systému.

Bakterie Escherichia coli (E.coli) se Casto pouziva k expresi rekombinantnich proteint
(proteinti z jiného organismu). Jeji vyhodou je snadnd, levna arychla kultivace, nevyhodou
neschopnost fady posttranslacnich modifikaci. Kédujici sekvence rekombinantniho proteinu je
nejprve vloZena do vhodného vektoru a po ovéreni jeho sekvence je konstrukt transformovan do
hostitelského kmene E.coli.

Plivodni bakteridlni draha zac¢ind osmosenzorem RcsC (histidinkinasa). Po rozpoznani
specifického signalu dojde v nukleoidu k expresi operonu cps a nasledné tvorbé kapsularniho
polysacharidu. Transgenni kmen E.coli KMIO01 ma mutované geny pro RcsC (ArcsC) a cps.
Zaroven Kkonstitutivné exprimuje fuzni gen cps::lacZ a cytokininovy receptor CRE1/AHK4,
neseny vektorem pINIIIL. Po lokalizaci CRE1/AHK4 do plazmatické membrany bakterie dojde k
heterologni komplementaci plvodni bakteridlni signdlni drahy. Za piitomnosti cytokininu
v kultivatnim mediu dochazi k jeho percepci receptorem CRE1/AHK4 a nasledna transdukce
signalu vede kexpresi lacZ genu. Gen lacZ kdéduje enzym [(-galaktosidasu, jehoz aktivita je
snadno stanovitelnd pomoci chromogenniho (X-Gal; 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl {-D-
Galactopyranoside), ¢i fluorogenniho (MUG; 4-methylumbelliferyl-galactosid/galactopyranosid)
substratu.



Obrazek ¢.1: Propojeni bakterialni a rostlinné signalni drahy.

Origindlni cesta v ResD/YojN @ (17
divokém typu E.coli

\ exprese

cps operon cps::lacZ

Cytokinin-zavisla cesta
v ArcsC , cps::lacZ
mutant E.coli

MUG X-Gal
B-galactosidasa
4-methylumbelliferon galaktosa

+ +

galaktosa 5-bromo-4-chloro-3-hydroxyindol

dimerizace
oxidace

5,5"-dibromo-4,4"-dichloro-indigo

Vv

Obrazek ¢.2: Priklad kriZzového roztéru.
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Prakticka cast: Stanoveni ligandové specifity rostlinného
cytokininového receptoru k riiznym testovanym latkam.

Material: transgenni kmen E.coli (KMI001/pINIII-AHK4; ArcsC; cps::lacZ), 100 uM roztoky
trans-zeatin (tZ), trans-zeatin ribosid (tZR), N¢-(AZ-isopentenyl)adenin (iP), benzyladenin (BA),
adenin (Ade), 100% dimethylsulfoxid (DMSO), X-Gal (20 mg/ml), pevné M9 médium

Postup:

1.

Na pripravu 140 ml M9 média rozehiejte v mikrovinné troubé 105 ml sterilni vody s 2,1
g Bacto-Agaru (pozor, povolte vicko na lahvi, aby mohla unikat para a nedoslo k
prasknuti lahve).

Pfeneste do laminarniho boxu, dejte michat na magnetické michacce a postupné
pridavejte:

28 ml 5xM9 soli

280 ul 1 M MgS0.

2,8 ml 20% D-glukozy

0,7 ml 20% hydrolyzatu kaseinu (Casamino acids)
140 ul 0,1 M CaCl;

3,08 ml sterilni vody

Y 35 ml

Po ochlazeni na cca 50°C pridejte antibiotikum ampicilin (vysledna koncentrace 50
pg/ml) a dobre promicheijte.

Rozlejte M9 médium do Petriho misek (20 ml/misku) a nechejte ztuhnout.

Na povrch ztuhlého média napipetujte 20 pl testované latky (tZ, BA, Ade, tZR, iP, v
piipadé kontroly 100% DMSO), 40 pl roztoku X-Gal a bakteriologickou hokejkou do
sucha rozetiete po povrchu média.

Bakteriologickou klickou inokulujte kiiZovym roztérem (Obrazek ¢.2) kulturu E. coli
KMI001/pINIII-AHK4. Mezi kazdym roztérem dikladné oplachnéte bakteriologickou
klicku v 70% ethanolu a vyZihejte v plameni nad kahanem. Pozor, klicku nechte vzdy
vychladnout!

Petriho misky priklopte vic¢ky, uzaviete parafilmem a popiSte (datum, bakteridlni
kultura, testovana latka, jméno skupiny).

Kultivujte pribliZné 40 hod pti 25°C (po kultivaci l1ze do vyhodnoceni uskladnit pti 4°C ve
tmé).

Vyhodnotte intenzitu zbarveni samostatnych kolonii u jednotlivych testovanych latek.



