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Streszczenie

Kinazy aktywowane mitogenami (MAP) tworza u roslin rozbudowane $ciezki
sygnalowe w formie kaskad. Zwyczajowo, kaskada kinaz MAP zbudowana jest z trzech
poziomoéw, a sygnat przekazywany jest poprzez fosforylacje kolejnych kinaz MAP.
Transdukcja sygnatu poprzez kaskady MAP rozpoczyna si¢ od aktywacji MAPKKK, ktore
nastepnie fosforylujg specyficzne MAPKK. Po aktywacji, MAPKK fosforylujg kinazy MAPK,
ktorych celem aktywnosci jest szereg bialek, w tym czynniki transkrypcyjne. Aktywacja
kaskady kinaz MAP prowadzi do zmiany szeregu proceséw komorkowych, takich jak ekspresja
genow, regulacja podziatlow komorkowych, a nawet indukowanie apoptozy. Kinazy kaskad
MAP sg silnie zaangazowane w odpowiedZ na stresy $rodowiskowe, zarowno o podilozu
biotycznym, jak i abiotycznym. Jednym z fitohormonow silnie zwigzanym z odpowiedzig
na stresy srodowiskowe jest kwas abscysynowy (ABA). Poziom ABA w komorce wptywa nie
tylko na szereg proceséw rozwojowych, takich jak kietkowanie nasion oraz elongacja korzeni,
ale rowniez jest kluczowy w procesie zamykania aparatow szparkowych w odpowiedzi na stres
suszy 1 atak patogenow. Percepcja ABA w komorce opiera si¢ na oddzialywaniach wewnatrz
tzw. rdzeniowego modulu ABA, w sktad ktorego wchodzg trzy grupy biatek — fosfatazy PP2C
grupy A, kinazy SnRK grupy 2 i receptory ABA, biatka PYL/PYR/RCAR. Od dawna wiadomo,
ze pojedyncze kinazy MAP sa rekrutowane przez sygnalizacje ABA, jednak w momencie
rozpoczynania tej pracy nie opisano zadnej kinazy MAPKKK zaangazowanej bezposrednio
w transdukcj¢ sygnat ABA. Obiektem badan zawartych w niniejszej pracy jest MAPKKKI1S,
niewielka (37 kDa) kinaza MAP zidentyfikowana u Arabidopsis, ktorej ekspresja jest zalezna
od aktywnos$ci rdzeniowej sygnalizacji ABA. Aby ustanowi¢ MAPKKKI18 jako element
sygnalizacji ABA, podjeto probe okreslenia mechanizmow regulujacych aktywnos$é
MAPKKKI18 oraz opisania funkcji MAPKKKI18 w regulacji procesow powigzanych
z sygnalizacja ABA. Aby okresli¢ profil aktywno$ci MAPKKK18, zbadano jak hormony
ro$linne wplywaja na aktywno$¢ kinazowa MAPKKKI8 i1 nie zaobserwowano zmiany
aktywnosci MAPKKKI18 pod wpltywem etylenu, kwasu salicylowego oraz kwasu
jasmonowego. Jednocze$nie udokumentowano zmiang lokalizacji subkomorkowe;j
MAPKKK18 w wyniku indukcji ABA i eksport MAPKKKI18 z jadra komoérkowego
do cytoplazmy. Z wykorzystaniem techniki BiFC udowodniono, ze MAPKKK 18 oddziatuje
bezposrednio z elementami rdzeniowej sygnalizacji ABA — fosfataza ABI1 1 kinaza
SnRK2.6/0ST1. Na podstawie tych wynikow postanowiono zbada¢ wptyw aktywnos$ci genu
MAPKKK18 na fenotypy powigzane z sygnalizacja ABA. W toku badan udowodniono,
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ze rosliny z nadekspresja genu MAPKKK18 kietkuja silniej na pozywce suplementowanej ABA
niz rosliny typu dzikiego, a ich aparaty szparkowe sg bardziej zamknigte po traktowaniu
egzogennym ABA. Wylaczenie aktywnos$ci genu MAPKKK18 prowadzi natomiast
do ostabienia sity kietkowania i bardziej otwartych aparatow szparkowych pod wptywem ABA,
w poréwnaniu z linig typu dzikiego. MAPKKKI18 jest rowniez zaangazowana w regulacje
procesu tworzenia aparatow szparkowych - nadekspresja genu MAPKKK18 prowadzi
do wiekszej liczby aparatow szparkowych na liScieniach Arabidopsis, podczas gdy wylgczenie
aktywnos$ci genu MAPKKK18 prowadzi do zmniejszenia zaggszczenia aparatow szparkowych.
Regulacja zaggszczenia aparatow szparkowych w epidermie przez MAPKKKI18 stanowi

niezalezng $ciezke od kaskady kinaz MAP rozpoczynajacej si¢ od kinazy YODA.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze MAPKKKI18 oddzialuje z elementami
rdzeniowej sygnalizacji ABA, aktywno$¢ kinazowa MAPKKKI8 jest specyficznie
indukowana przez ABA, a w wyniku aktywacji MAPKKKI18 jest eksportowana z jadra
komodrkowego do cytoplazmy. W niniejszej pracy udokumentowano rowniez wplyw
MAPKKK18 na znoszenie spoczynku nasion i zamykanie aparatow szparkowych, a takze

na regulacje podziatlow komorkowych w rozwoju komorek linii r6znicowania szparek.
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Abstract

In plants mitogen-activated protein kinases (MAPK) cascades are conserved
and complex signal transduction modules. Usually, MAP kinase cascade consist of three tiers:
MAPKKK, MAPKK, MAPK. MAPK cascades are activated as a result of MAPKKK
phosphorylation. Active MAPKKKSs phosphorylate specific MAPKKSs. Upon activation,
MAPKKSs phosphorylate MAPKS that activate wide arrays of proteins, such as transcriptional
factors. Activation of MAPK cascade alters various cell functions, like gene expression, cell
divisions and cell apoptosis. MAPK cascades are involved in response to biotic and abiotic
stress conditions. Plant hormone abscisic acid (ABA) is involved in response to stress. ABA
abundance also regulate developmental processes (such as seed germination or root elongation)
and stomatal closure in response to drought and pathogenesis. In is established that ABA
perception occurs via the ABA core signaling module build of three protein groups — group
A protein phosphatases type 2C, SnRK kinases and ABA receptors - PYL/PYR/RCAR. MAP
kinases are also recruited by ABA signaling pathways, but when this project started there was
no knowledge about MAPKKK involved in the ABA signal transduction. Here we focus on
MAPKKK18 — small (37kDa) MAP kinase, which expression is regulated by the ABA core
signaling pathway. To establish MAPKKK18 as an element of ABA signalosome,
mechanism behind MAPKKK18 activation was analyzed and functional analysis
of MAPKKK18 in ABA-regulated process was performed. MAPKKK18 activation profiles
were analyzed and no increase in kinase activity upon ethylene, salicylic acid and jasmonic acid
was identified. MAPKKK18 subcellular localization was altered upon ABA stimulation and
MAPKKK18 was exported from the nucleus do the cytoplasm. Using Bimolecular
Fluorescence Complementation (BiFC) analysis it was found that MAPKKK18 interacts with
elements of the ABA core module — ABI1 PP2C and SnRK2.6/OST1. In addition, it was
analyzed how MAPKKK18 affects phenotypes regulated by ABA. Overexpression
of MAPKKK18 resulted in improved seed germination on ABA-supplemented medium.
MAPKKK18oe lines exhibited reduced guard cells aperture in response to ABA treatment,
more guard cells in Arabidopsis cotyledons as compared to the wild type plants. On the other
hand, the mapkkk18 knockout line showed reduced seed germination, greater guard cells
aperture in response to ABA and decrease in guard cells density as compared to the wild type.
Importantly, MAPKKK18-dependent regulation of stomatal density is independent YODA

kinase cascade.
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Analyses presented in this dissertation demonstrate that ABA activated-MAPKKK18
interacts with elements of the ABA core signaling pathway. MAPKKK18 is exported from
the nucleus to cytoplasm upon ABA stimulation. MAPKKK18 is also involved in regulation
of ABA-related phenotypes, like seed germination, stomatal closure and guard cell
development. Overall, results presented in this dissertation establish MAPKKK18 as an effector
of ABA signaling pathway, that is active directly downstream of the ABA core signaling

module.
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1. Wstep

1.1 Kwas abscysynowy

Kwas abscysynowy (ABA, ang. abscisic acid) jest uznawany za jeden z kluczowych
hormonow roslinnych. ABA to organiczny zwiazek chemiczny o wzorze CisH2004, zaliczany
do seskwiterpenow. W swej strukturze posiada dwa centra asymetrii. Pierwsze centrum,
zlokalizowane przy weglu C1°, decyduje o aktywnos$ci biologicznej kwasu abscysynowego,
(forma (+)-ABA jest formg aktywna biologicznie). Natomiast drugie centrum asymetrii
stanowi, tancuch 2,4-pentadienowy, w ktorym grupa karboksylowa wystepuje w pozycji
cis lub trans. 1zomer (+)-2-cis-4-trans czasteczki kwasu abscysynowego jest forma dominujaca
u ro$lin (Santiago 1 wsp., 2012). W komorkach roslinnych ABA wystepuje powszechnie, jednak
jego stezenie zmienia si¢ wraz z wiekiem rosliny — na wczesnych etapach rozwojowych
jego stezenie jest podwyzszone, a w dorostych tkankach stgzenie ABA jest utrzymywane na

niskim poziomie (Finkelstein, 2013).

ABA jest zaangazowany w regulacje szeregu procesow rozwojowych. ABA reguluje
ekspresje genow, a takze wpltywa na zmiane przepuszczalnosci bton komoérkowych. ABA
w wielu procesach jest antagonistg innych fitohormonéw, takich jak cytokininy, etylen, kwas
jasmonowy, gibereliny i auksyny (Anderson i wsp., 2004; Tanaka i wsp., 2006; Weiss i Ori,
2007; Fan 1 wsp., 2009). Podczas dojrzewania nasion w rozwijajacym si¢ embrionie wystepuja
dwa skoki stezenia ABA. Pierwszy skok stezenia ABA pozwala zablokowa¢ podziaty
komoérkowe pomigdzy fazami G1 1 S podziatu, co zapobiega przedwczesnemu kietkowaniu
niedojrzatego zarodka. Kolejny wzrost stezenia ABA odpowiedzialny jest za indukcje
spoczynku nasion (Liu i wsp., 1994). Spoczynek nasion jest utrzymywany dzigki biosyntezie
ABA zachodzacej w endospermie, za$ zniesienie inhibicji spoczynkowej nasion

jest bezposrednio zwigzane z rozktadaniem ABA przez CYP707A2 (Okamoto i wsp., 2006).

Na pozniejszych etapach rozwojowych ABA hamuje rozwo6j tkanek w stezeniach
mikromolowych, a stymuluje rozw6j w nizszych, nanomolowych stezeniach. W taki sposob
odbywa si¢ regulacja zarowno rozgateziania korzeni bocznych (Signora i wsp., 2001),
jak 1 wydhluzania korzenia gltéwnego (Sharp i1 wsp., 2002). Niskie stezenia ABA hamuja
roznicowanie si¢ komorek w centrum spoczynkowym korzenia, utrzymujac je w stanie
pluripotencjalnym, co umozliwia ciaggly wzrost korzenia (Zhang i wsp., 2010). Prawidtowy

rozwoj aparatow szparkowych jest rowniez regulowany przez ABA (Franks i1 Farquar, 2001).
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W  koncowych etapach rozwoju ABA indukuje dojrzewanie i starzenie tkanek.
Udokumentowano wptyw ABA na regulacj¢ procesu kwitnienia — w warunkach normalnych
ABA hamuje kwitnienie, a w warunkach stresu przyspiesza ten proces. Nalezy jednak
zaznaczy¢, ze rola ABA jest w tym procesie drugorzegdna w odniesieniu do giberelin
i brasinosteroidow (Domagalska i wsp., 2010). W dojrzatych tkankach ABA reguluje proces
starzenia. Ponadto 1ilo$¢ enzymoéw odpowiadajagcych za synteze ABA zwigksza
si¢ w starzejacych si¢ komorkach (Lim 1 wsp., 2007). Stezenie ABA w komorce reguluje
poziom ekspresji genéw odpowiadajacych za synteze chlorofilu, wplywajac w ten sposéb
na wydajno$¢ procesu fotosyntezy. Podejrzewa si¢, ze ABA moduluje poziom ekspresji genow
kodujacych biatka chloroplastowe wystepujacych w genomie jadrowym i chloroplastowym
(Yamburenko i wsp., 2013). Ponadto, ABA odpowiada za regulacj¢ procesow starzenia

organow i tkanek roslinnych (Lee i wsp., 2012b).

Podwyzszony poziom ABA w komorce jest bezposrednio zwigzany z odpowiedzig
na stres. ABA syntezowany jest w odpowiedzi na stres zasolenia, zimno, a w szczegdlnosci
w odpowiedzi na susze. Szacuje sie, ze ekspresja znacznej czgsci genow regulowanych przez
ABA jest takze regulowana przez susze 1 zimno (Shinozaki i wsp., 2003). Z tego powodu ABA
jest uwazany za gtowny fitohormon odpowiedzialny za modulacj¢ odpowiedzi na stres suszy
u roslin (Finkelstein, 2013). W warunkach suszy podwyzszony poziom ABA zwigksza
akumulacje substancji pomocniczych, takich jak prolina, cukry i biatka hydrofilowe (Verslues
i Bray, 2007). ABA reguluje takze potencjat oksydacyjno-redukcyjny w komorce, ograniczajac
uszkodzenia spowodowane warunkami stresu (Wang 1 wsp., 2016). Niezwykle istotng funkcja
ABA w warunkach stresu suszy jest regulacja osmotycznej homeostazy komorki. ABA
zmniejsza przepuszczalno$¢ bton komorkowych 1 ogranicza wyptyw wody z komorki regulujac
dziatanie akwaporyn (Kline i wsp., 2010). Aktywno$¢ akwaporyn jest takze zwigzana
z procesem zamykania aparatow szparkowych (Joshi-Saha i wsp., 2011). ABA promuje
zamykanie aparatow szparkowych oraz depozycje kalozy na wczesnych etapach infekcji
patogenami (Cao 1 wsp., 2011). Na podzniejszych etapach infekcji patogenami ABA hamuje
odpowiedzZ ro$lin na stres przez wspotdziatanie z innymi fitohormonami takimi jak kwas

salicylowy (SA) i kwas jasmonowy (JA) (Koornneef i Pieterse, 2008).
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1.1.1 Percepcja kwasu abscysynowego, rdzeniowa sygnalizacja ABA

Sygnatosom ABA to ponad 500 réznych oddziatywan pomiedzy co najmniej 138
biatkami (Lumba i wsp., 2014). Za percepcje¢ kwasu abscysynowego u roslin odpowiada modut
biatkowy nazywany rdzeniowg sygnalizacja ABA. W sktad rdzeniowego modutu ABA
wchodzg receptory PYL/PYR/RCAR, fosfatazy biatkowe podgrupy 2C oraz kinazy biatkowe
SnRK grupy 2 (Ma i wsp. 2009; Park i wsp., 2009). Funkcjonowanie fosfataz biatkowych
2C oraz kinaz SnRK?2 jest powigzana bezposrednio z poziomem ABA w komorce roslinne;j.
Przy niskich st¢zeniach ABA, fosfatazy PP2C defosforyluja szereg biatek, w tym kinazy
SnRK2, powodujac ich inaktywacje (Soon i wsp., 2012). Natomiast w sytuacji podwyzszonego
poziomu ABA w komorce dochodzi do wigzania czasteczek ABA przez receptory
PYL/PYR/RCAR i zmian konformacyjnych w strukturze receptorow. Zmiany te pozwalaja
na oddziatywanie receptorow PYL/PYR/RCAR z PP2C i zablokowanie aktywnos$ci
fosfatazowej PP2C (Antoni i wsp., 2012; Santiago i wsp., 2012). Zwolnienie kinaz SnRK2 spod
inhibicji PP2C prowadzi do ich autoaktywacji i fosforylacji substratow kinaz SnRK2 (Soon
i wsp., 2012).

Za wykrywanie czasteczek ABA w komorce odpowiadajg receptory biatkowe z grupy
PYR/PYL/RCAR (ang. Pyrabactin Resistant/PYR-like/Regulatory Component of ABA
Receptor) (Ma i wsp. 2009; Park i wsp., 2009). Receptory PYR/PYL/RCAR to niewielkie
rozpuszczalne biatka (100-200 aa), wystgpujace na obszarze jadra komoérkowego i cytoplazmy.
W sktad grupy receptorow ABA wchodzi 13 biatek: PYR1 i PYL1-12 (Fuji i wsp., 2009).
U receptorow PYL/PYR/RCAR obserwuje wystepowanie motywu strukturalnego START
(ang. Star-Related Lipid Transfer Domain), odpowiadajace za tworzenie kieszeni
umozliwiajgcej wigzanie duzych hydrofobowych ligandéw (Radauer i wsp., 2008) takich jak
ABA. W warunkach niskiego poziomu ABA w komorce, receptory ABA tworzg dimery.
Po wykryciu 1 zwigzaniu czasteczki ABA przez receptory dochodzi do zmian konformacyjnych
i rozbicia kompleksu do form monomerycznych (Zhang i wsp., 2013). Niektore receptory
sa zdolne do rozpoznawania chiralnos$ci zwigzku 1 wigza (+)-S-ABA i (-)-R-ABA z rézna
wydajnos$cig (Santiago 1 wsp., 2012). Po zwigzaniu ABA w formie monomerycznej szesciu
przedstawicieli grupy receptorow PYL/PYR/RCAR (PYRL1 oraz, PYL1/2/3/8/9) jest zdolnych
do oddziatywania z PP2C podgrupy A (Melcher i wsp., 2009). W wyniku zwigzania PP2C przez
receptor PYR/PYL/RCAR dochodzi do fizycznego zablokowania kieszeni katalitycznej PP2C
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i inhibicji aktywnosci fosfatazowej PP2C, co w konsekwencji prowadzi do autoaktywacji kinaz
SnRK2 i transdukcji sygnatu ABA (Yin i wsp., 2009).

-ABA + ABA
@ )
PYL/PYRIRCAR Cad
Q‘ <O
&
1
l

Brak odpowiedzi na ABA Odpowiedz na ABA

Rysunek 1. Schemat dzialania rdzeniowej sygnalizacji ABA

(A) Przy niskim stezeniu ABA w komorce receptory PYL/PYR/RCAR nie sg aktywne, a fosfatazy biatkowe
2C podgrupy A hamujg aktywno$¢ kinazowa SnRK2. (B) Zwiagzanie czasteczki ABA przez receptory
PYL/PYR/RCAR prowadzi do inhibicji PP2C grupy A i autoaktywacji kinaz SnRK2. Nastepnie SnRK2
fosforyluja szereg bialek, w tym czynniki transkrypcyjne ABF, co prowadzi do transdukcji sygnatu ABA.

Opracowanie wlasne.

U Arabidopsis opisuje si¢ 80 PP2C i ze wzgledu na podobienstwo strukturalne wyrdznia
si¢ 12 grup, A-K (Fuchs i1 wsp., 2013). Fosfatazy biatkowe 2C dziataja w formie
monomerycznej, a ich aktywno$¢ jest uzalezniona od zwigzania anionu Mg?*/Mn?* (Rodriguez
1 wsp., 1998). Stanowig silnie zakonserwowang grupe biatek powigzang z odpowiedzig na stres.
Dziewigciu przedstawicieli grupy A fosfataz 2C (ABI1/2, HAB1/2, HAI1/2/3, AHGI1 oraz
AHG3/PP2CA) wiaze si¢ bezposrednio z sygnalizacja ABA (Fuchs i wsp., 2013). Badania
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genetyczne wykazaty, ze aktywno$¢ gendow tych kinaz jest niezbedna do syntezy ABA
i transdukcji sygnatu ABA (Bhaskara i wsp., 2012). Ekspresja gendw fosfataz biatkowych 2C
grupy A u Arabidopsis jest rowniez indukowana przez ABA (Xue i wsp., 2008). To wlasnie
te fosfatazy uwaza si¢ za podstawowe negatywne regulatory sygnalizacji ABA (Saez 1 wsp.,
2006; Kuhn 1 wsp., 2006; Nishimura i wsp., 2007). Podstawowa aktywnos¢ PP2C
w sygnalizacji ABA opiera si¢ na oddziatywaniu i defosforylacji reszt seryny i treoniny w petli
aktywacyjnej kinaz SnRK2 znajdujacej si¢ w C-koncowej czesci biatka (Umezawa 1 wsp.,
2009). Defosforylacja i inaktywacja kinaz SnRK2 przez PP2C prowadzi do zablokowania
I wyciszenia transdukcji sygnatu ABA w komorce. Aktywnos$¢ PP2C grupy A jest hamowana
przez wigzanie PP2C przez receptory ABA z grupy PYL/PYR/RCAR, ktére prowadzi
do zablokowania domeny katalitycznej PP2C (Yin i wsp., 2009).

Fosfatazy biatkowe ABI1 i ABI2 nalezg do najlepiej opisanych przedstawicieli fosfataz
biatkowych 2C grupy A. Pierwszy zidentyfikowany mutant w genie ABI1, abil-1, niosacy
mutacje dominujgcg negatywng charakteryzowatl si¢ wyraznym fenotypem niewrazliwos$ci na
ABA (Finkelstein i wsp., 2002). U abil-1 obserwowano zwickszony poziomu ABA
w rozwijajacym si¢ zarodku, zmniejszong wrazliwos¢ na ABA na etapie kietkowania oraz
zwigkszong utrate wody w procesie transpiracji (Verslues i wsp., 2006). Substytucja
konserwatywnej glicyny na kwas asparaginowy w domenie fosfatazowej ABI1 (G180D) i ABI2
(G168D) catkowicie blokuje odbiér sygnatu ABA (Rodriguez i wsp., 2009). W toku badan
zidentyfikowano, ze ABI1 defosforyluje szereg biatek, regulujgc obok sygnalizacji ABA, takze
szereg proceséw rozwojowych i elementéw odpowiedzi na stresy tj. stres dehydratacji, stres
oksydacyjny i stres zwigzany z atakiem patogenow (Ludwikéw i wsp., 2009; Brandt i wsp.,
2012; Cheng i wsp., 2013; Joseph i wsp., 2014; Lu i wsp., 2015). Jednym z nowszych watkow
w badaniach aktywnosci tego biatka jest badanie wptywu ABI1 na stabilnos$¢ biatek. ABI1 nie
tylko bezposrednio blokuje aktywnos$¢ syntazy ACC ACS6, ale takze poprzez defosforylacje
kieruje ja do degradacji przez proteasom 26S (Ludwikéw i wsp., 2015). Podobny mechanizm
regulacji udato si¢ udokumentowa¢ dla innej syntazy ACC, ACS7 (Cie$la, 2015), oraz
przedstawiciela kinaz MAP, MAPKKK18 (Mituta i wsp., 2015).

Wspotczesnie opisuje si¢ rowniez udziat fosfataz biatkowych 2A w odpowiedzi
na ABA, jednak aktywno$¢ PP2A opiera si¢ na innym mechanizmie. W odr6znieniu od PP2C,
ktore dziatajag w formie monomerycznej, fosfatazy PP2A tworzg heterotrimeryczny holoenzym
zbudowany z trzech podjednostek (PP2AA, PP2AB, PP2AC) i1 do swej aktywnosci
nie potrzebuja jonu metalu (Xu i wsp., 2006). W tej formie fosfatazy 2A maja potencjat
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do oddziatywania z kinazami SnRK2, przez co réwniez pelnig role¢ negatywnych regulatoréw
sygnalizacji ABA (Waadt i wsp., 2015). Wciaz jednak to fosfatazy 2C podgrupy A uznawane
sg za gldéwne negatywne regulatory sygnalizacji ABA (Fuchs i wsp., 2013).

Kolejny element rdzeniowej sygnalizacji ABA to kinazy SnRK grupy 2 (SnRK2,
ang. Sucrose Non-Fermenting-Related Protein Kinases, group 2), ktore petnig role
pozytywnych regulatorow sygnalizacji ABA. Kinazy SnRK2 to niewielkie (okoto 40 kDa)
kinazy serynowo-treoninowe dziatajagce w formie monomerycznej (Kulik i wsp., 2011).
U Arabidopsis zidentyfikowano 10 kinaz SnRK2, kinazy SnRK?2 dzieli si¢ na trzy podgrupy
(Halford i wsp., 2009). W sktad pierwszej grupy wchodzg kinazy SnRK2 nieaktywowane przez
ABA, a w skiad grupy drugiej wiacza si¢ kinazy SnRK2 stabo aktywowane przez ABA.
Do grupy trzeciej zalicza si¢ natomiast kinazy SnRK2 silnie aktywowane przez ABA, czyli
SnRK2.2/SRK2D, SnRK2.3/SRK2l, SnRK2.6/0ST1 (ang. Open Stomata 1) (Kulik i wsp.,
2011). Kinazy SnRK2 grupy 2 pozytywnie reguluja odpowiedz na stres suszy, jednak to kinazy
SnRK2 grupy 3 petnia rolg pozytywnych regulatorow rdzeniowej sygnalizacji ABA — nie
opisano dotychczas hamowania aktywnosci kinaz SnRK2 grupy 2 przez fosfatazy biatkowe 2C

grupy A (Umezawa i wsp., 2009).

Celem aktywno$ci kinaz SnRK2 grupy 3 sa kanaly jonowe (Sato i wsp., 2009;
Maierhofer i wsp., 2014) oraz liczne efektory sygnalizacji ABA, takie jak czynniki
transkrypcyjne ABF i AREB (Furihata i wsp., 2006; Fujii i wsp., 2007). Kinazy
SnRK2.2/SRK2D, SnRK2.3/SRK2I i SnRK2.6/OST1 petlig podobne funkcje w komorce,
regulujac szereg Sciezek sygnalizacyjnych ABA. Wylaczanie aktywno$ci wszystkich trzech
genow snrk2.2, snrk2.3 i snrk2.6 prowadzi nie tylko do niewrazliwosci roslin na ABA, ale takze
do zaburzen zamykania aparatow szparkowych, co prowadzi do zwigkszonej podatnosci roslin
na warunki stresu suszy. Rowniez ekspresja gendw zwigzanych z odpowiedzig na ABA 1 stres
dehydratacji jest znaczaco obnizona u mutanta snrk2.2/snrk2.3/snrk2.6 (Fujita i wsp., 2010).
Obserwuje si¢ jednak pewnie réznice w petnionych funkcjach — SNRK2.6/OST1 jest silniej
zaangazowana w regulacje ruchow aparatow szparkowych zaleznych od ABA (Acharya i wsp.,
2009), a kinazy SnrK2.2 1 SnRK2.3 z procesem spoczynku i kietkowania nasion
(Fujii 1 wsp., 2007).
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1.2 Regulacja rozwoju aparatdéw szparkowych — rola czynnikow transkrypcyjnych
SPCH, MUTE, FAMA

Komorka aparatu szparkowego jest wysoce wyspecjalizowana. Rozwoj aparatu
szparkowego przebiega w kilku wyraznych etapach (Pillitteri i wsp., 2007; Ostrowski i wsp.,
2015). W wyniku podzialu asymetrycznego komorka protodermalna przeksztatca sig¢
w pierwotng komorke macierzysta merystemoidu (MMC, ang. Meristemoid Mother Cell).
MMC w wyniku podziatu asymetrycznego dzieli si¢ na komorke podstawowa linii
réznicowania szparek (SLGC, ang. Stomatal Lineage Ground Cell) i merystemoid.
Merystemoid ma charakterystyczny trojkatny ksztatt, moze dzieli¢ si¢ kilkukrotnie,
a ostatecznie przeksztalca si¢ w komorke macierzysta szparki (GMC, ang. Guard Mother Cell).
GMC po dokonaniu pojedynczego symetrycznego podziatu tworzy dojrzaty aparat szparkowy
(GC, ang. Guard Cell) zbudowany z dwoch komorek szparkowych. Powstate po pierwszym
podziale komorki podstawowe linii roznicowania szparek wcigz majg potencjat do podziatu
i mogg réznicowac sie w komorki macierzyste merystemoidow (MMC) i merystemoidy (Lau
i wsp., 2013). Schemat rozmieszczenia aparatow szparkowych jest $cisle regulowany - dwa
aparaty szparkowe nie mogg by¢ zlokalizowane bezposrednio obok siebie w epidermie, zgodnie
z regulg jednokomorkowego odstepu (ang. one-cell-spacing rule). Uwaza sig, ze rozdzielenie
aparatow szparkowych komoérka epidermalng ufatwia transport wody i jonow do wnetrza

komorek szparkowych (Bergmann i wsp., 2004).

Za glowne regulatory w procesie rozwoju aparatow szparkowych w epidermie uwaza
si¢ trzy czynniki transkrypcyjne z motywem przestrzennym helisa-petla-helisa (bHLH,
ang. Basic Helix-Loop-Helix) - SPCH, MUTE i FAMA (Pillitteri i wsp., 2007). Czynnik SPCH
inicjuje proces tworzenia MMC i jego asymetryczny podzial. Czynnik MUTE jest
odpowiedzialny za inicjacj¢ przejscia merystemoidu w komorke macierzystg szparki (GMC),
ktory na tym etapie traci wtasciwosci komorki macierzystej. Natomiast aktywnos$¢ czynnika
transkrypcyjnego FAMA jest wymagana do przeprowadzenia ostatniego podziatu przez GMC
i przejscia w dwie komorki szparkowe, tworzace dojrzaty aparat szparkowy. Wszystkie trzy
czynniki transkrypcyjne sg niezbedne do poprawnego rdéznicowania si¢ komorek w aparaty
szparkowe. Zablokowanie aktywnosci ktoregokolwiek z nich prowadzi do zatrzymania procesu

tworzenia aparatow szparkowych na danym etapie (Pillitteri i wsp., 2007) (Rys. 2).
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Rysunek 2. Wplyw braku aktywnosci czynnikow transkrypcyjnych SPCH, MUTE,

FAMA na proces tworzenia aparatéw szparkowych

Obrazy mikroskopowe powierzchni epidermy ro$lin typu dzikiego i linii mutantéow spch, mute i fama.
Zaburzenie aktywnos$ci z czynnikow transkrypcyjnych SPCH, MUTE i FAMA prowadzi do zaburzenia
podziatow komorek linii roznicowania szparek i zatrzymania rozwoju aparatow szparkowych na danym etapie.

Na podstawie Peterson i wsp., 2010.

W proces rozwoju aparatow szparkowych zaangazowane s takze SCRM (ang. Scream)
I SCRM2 (ang. Scream?) (znane takze jako ICE1/2, ang. Inducer of CBF Expression) nalezace
do grupy czynnikow transkrypcyjnych bHLH oraz FLP (ang. Four Lips) i MYB88 (ang. Myb
Domain Protein 88) (Xie i wsp., 2010). Nadaktywnos$¢ czynnikow transkrypcyjnych SCRM
prowadzi do rdéznicowania si¢ wszystkich komoérek epidermy w aparaty szparkowe,
a wylaczenie aktywnosci genow SCRM i SCRM2 blokuje rozwoj aparatow szparkowych
na etapie powstawania merystemoidow (Hachez i wsp., 2011). Czynniki transkrypcyjne SCRM
1 SCRM2 oddziatuja bezposrednio z czynnikami SPCH, MUTE i FAMA. Przypuszcza sie,
ze heterodimery SPCH/MUTE/FAMA wspolnie reguluja poszczegbdlne etapy réznicowania
si¢ aparatow szparkowych (Kanaoka i wsp., 2008). Z kolei jednoczesne wytgczenie aktywnosSci
genow FLP i MYB88 skutkuje grupowaniem si¢ komorek macierzystych szparek (GMC)
i aparatow szparkowych (GC) w epidermie. Pozwala to przypuszczaé, ze FLP i MYBS88
promuja dojrzewanie GMC i ograniczaja ich podziaty do jednego (Lai i wsp., 2005). Co istotne,
zaden z tych czynnikow transkrypcyjnych nie oddziatuje bezposrednio z FAMA (Ohashi-Ito
i Bergmann, 2006). Rola FLP i MYB88 w procesie tworzenia aparatow szparkowych
to hamowanie ekspresji biatek grupy CYCA2 (ang. Cyclin A-type, group 2) (Vanneste i wsp.,
2011) i CDKB1.1 (ang. Cyclin Dependent Kinase B1.1) (Boudolf i wsp., 2004; Xie
i wsp., 2010). Biatka grupy CYCA2 promuja podzialy komérkowe, a ich hamowanie prowadzi
do zatrzymania cyklu komorkowego komorek linii roznicowania szparek i dojrzewania GMC
(Xie i wsp., 2010; Vanneste i wsp., 2011).

21



Proces tworzenia aparatow szparkowych jest regulowany nie tylko przez aktywnos$é¢
czynnikow transkrypcyjnych (Hord i wsp., 2008). Istotny wptyw wywiera takze rodzina
receptorowych kinaz biatkowych typu LRR-RLK (ang. Leucine-Rich Repeat Receptor-Like
Protein Kinases), do ktorej naleza biatka ERECTA, ERECTA-LIKE 1 i ERECTA-LIKE 2.
Kinazy receptorowe typu LRR-RLK regulujg procesy podzialow komoérkowych na réznych
etapach powstawania aparatow szparkowych. ERECTA ulega silnej ekspresji jedynie
w komorkach protodermalnych (Lee 1 wsp., 2012a). Natomiast ERECTA-LIKE 1
i ERECTA-LIKE 2 ulegaja eckspresji zar6wno w merystemoidach, jak i komorkach
macierzystych szparek (GMC) i mlodych aparatach szparkowych (GC). ERECTA-LIKE 1
I ERECTA-LIKE 2 reguluja (hamuja) przejscie merystemoidow w GMC (Hord i wsp., 2008).
Ligandami dla kinaz receptorowych ERECTA, ERECTA-LIKE 1 i ERECTA-LIKE 2
sa peptydy sygnalowe z rodziny bialek podobnych do peptydéw regulujacych réznicowanie
I rozmieszczenie szparek w epidermie (EPF, ang. Epidermal Patterning Factor). W sktad grupy
EPF wchodzi 11 niewielkich biatek (~50 aminokwasow) bogatych w cysteiny. Biatka EPF1
i EPF2 oddziatuja odpowiednio z ERECTA LIKE 1/2 i ERECTA (Lee i wsp., 2012a). Para
ligand-receptor EPF2-ERECTA uczestniczy w regulacji ggstosci rozmieszczenia aparatow
szparkowych i odpowiada za hamowanie rozwoju komorek epidermy, ktore sgsiadujg
z merystemoidami i komdrkami macierzystymi merystemoidow (MMC). Natomiast para
EPF1-ERECTA LIKE1/2 podczas rozwoju epidermy odpowiada za utrzymywanie reguly
jednokomoérkowego odstepu i reguluje ten proces poprzez blokowanie rozwoju merystemoidow
(Lee i wsp., 2012a). Co ciekawe, inny przedstawiciel grupy EPFL-EPFL9 (znany takze jako
STOMAGEN), ulega ekspresji w komdrkach mezofil. STOMAGEN reguluje aktywnos¢ biatka
EPF2 i odpowiada za réznicowanie komoérek epidermy w komorki linii réznicowania szparek
(Simmons i wsp., 2015). Biatka EPFL4-6, nalezace do rodziny CHALLAH (CHALT, ang.,
CHALLAH family), ulegaja ekspresji poza komoérkami linii rozwojowej aparatow szparkowych
- w mlodych tkankach liscieni, gdzie sa odpowiedzialne za indukcj¢ proceséw rozwojowych.
Na wczesnych etapach rozwoju EPFL4-6 moga konkurowac z EPF1 o dostepno$¢ do ERECTA
(Abrash 1 Bergamann, 2010). Za regulacj¢ tego procesu odpowiada biatko TMM (ang. Too
Many Mouths) nalezace do biatek receptorowych typu LRR-RLP, ktore moze pehic role
»izolatora” biatek CHALf od kinaz receptorowych z rodziny ERECTA. Podejrzewa sig,
ze TMM wspoldziata z kinazami receptorowymi z rodziny ERECTA 1 aktywnie blokuje
transdukcje sygnalu przekazywanego przez CHALf. Wylaczenie aktywnosci TMM skutkuje
zaburzeniem podziatow komorek linii réznicowania szparek i grupowaniem si¢ aparatow

szparkowych w epidermie (Nadeau i Sack, 2002).
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Kaskady kinaz MAP rowniez ogrywaja istotng role¢ w regulacji procesu tworzenia
aparatow szparkowych. Kaskada kinaz MAP YODA-(MKKA4/5)/(MKK7/9)-MPK4/MPK6
na wczesnym etapie rozwoju epidermy reguluje podziat asymetryczny komorek na komorke
macierzystg merystemoidu i komorke podstawowsg linii rdznicowania szparek (SLGC)
(Lampard i wsp., 2009). Aktywno$¢ czynnika transkrypcyjnego SPCH jest specyficznie
hamowana przez MPK4 lub MPK6 (Lampard i wsp., 2008). Inaktywacja czynnika SPCH
odbywa sie poprzez fosforylacje przynajmniej pieciu reszt seryny lub treoniny w domenie
MAPK (MAPKTD, ang. MAPK Target Domain) (Lampard i wsp., 2009). Zespotowi udato si¢
rowniez wykazac, ze kinazy MKK4/MKK5-MPK3/MPK6 hamujg proces tworzenia komorek
macierzystych szparek (GMC) w epidermie (Lampard i wsp., 2009). Stwierdzono takze,
ze kaskada YODA dziata ponizej TMM (Nadeau i Sack, 2002) oraz biatek rodziny ERECTA
(ERECTA, ERLL1 i ERL2) (Shpak i wsp., 2005). Udowodniono, ze takze biatka z grupy EPF
(ang. Epidermal Patterning Factor) w kompleksie z receptorami regulujg aktywnos¢ kaskady
YODA (Abrash i Bergmann, 2010; Hara i wsp., 2007; Hunt i Gray, 2009; Kondo i wsp., 2010;
Sugano i wsp., 2010). Ponadto, nowsze badania wykazaty, ze modut YODA-MKK7/MKK9
jest aktywny réwniez na pdzniejszych etapach rozwoju aparatéw szparkowych. Kaskada
YODA-MKK7/MKK9 dziala wowczas jako pozytywny regulator przejscia komorek

prekursorowych w doroste aparaty szparkowe (Lampard i wsp., 2009).

Ciekawym aspektem aktywnosci kaskady YODA-(MKK4/5)/((MKK7/9)-MPK4/MPK6
jest oddziatywanie z bialkiem BASL (ang. Breaking of Asymmetry in the Stomatal Lineage).
Zhang i wsp. w 2015 roku z wykorzystaniem dwuhybrydowego systemu drozdzowego
i techniki pull down udowodnili, ze BASL silnie oddziatuje z elementami modutu YODA-
MKK4/MKKS5 i moze stanowi¢ rusztowanie dla catej kaskady MAP. Udokumentowano,
ze bialko BASL zmienia polarnie lokalizacje w komorce i1 bierze udzial w wyznaczeniu
plaszczyzny przysztego podziatu asymetrycznego komorki protodermalnej. W wyniku
akumulacji BASL w jednej czes$ci komorki, po asymetrycznym podziale komoérka potomna
z wickszg iloscig BASL przeksztalca si¢ w komorke podstawowa linii roznicowania szparek
(SLGC), natomiast druga komorka przeksztalca si¢ w merystemoid (Dong i wsp., 2009). Tym
samym przy asymetrycznym podziale komoérki epidermy modut YODA-MKK4/MKKS5 trafia
wraz z BASL do komorki potomnej, gdzie hamuje aktywno$¢ czynnika transkrypcyjnego
SPCH i przez to rozw0j merystemoidow (Zhang i wsp., 2015). Co wigcej, czynnik
transkrypcyjny SPCH odpowiada za aktywacje genu BASL (Lau i wsp., 2015). Schemat
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podsumowujacy skomplikowang sie¢ interakcji pomigdzy biatkami kluczowymi dla procesu

tworzenia aparatow szparkowych przedstawiono na rysunku ponizej (Rys. 3).
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Rysunek 3. Proces tworzenia aparatéw szparkowych

Rozwoj aparatéw szparkowych jest regulowany przez aktywnos¢ trzech czynnikow transkrypcyjnych, SPCH,
MUTE, FAMA. SPCH reguluje przejscie komorki protodermalnej w komorke macierzysta merystemoidu
(MMC), MUTE kontroluje przemiang MMC w merystemoid. Czynnik FAMA odpowiada natomiast
za dojrzewanie aparatu szparkowego. Kaskada kinaz MAP YODA-(MKK4/5)(MKK7/9)-MPK3/6, biatka
EPF1/2 (wykrywane przez TMM i biatka rodziny ERECTA) oraz czynniki transkrypcyjne FLP i MYB88
hamujg rozwdj aparatow szparkowych. Na pdzniejszych etapach rozwoju kaskada YODA-MAPKK4/5/7/9-
MPK3/6 peni jednak funkcj¢ pozytywnego regulatora tego procesu poprzez regulacje aktywnosci czynnika
transkrypcyjnego FAMA. Opracowanie wiasne na podstawie Liu i wsp., 2010.
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1.3 Proces zamykania aparatow szparkowych indukowany przez ABA

Zamykanie aparatoéw szparkowych i ograniczenie transpiracji jest podstawowa metoda
obrony ro$lin przez warunkami stresu suszy. Proces zamykania aparatow szparkowych
regulowany jest przez kanaly jonowe typu R (szybkie) oraz typu S (wolne), ktdre
wypompowuja z komérek szparkowych jony NOg3", CI, SO4% i anion jablczanowy (Gallietta
i wsp., 2001). Kanaly typu R, ktorych najlepiej opisanym przedstawicielem jest QUACL (ang.
Quick-Activating Anion Channel 1), charakteryzujg si¢ bardzo szybka aktywacjg (kilka
milisekund) i dezaktywacja zaledwie po kilku minutach dziatania (Dreyer i wsp., 2012). Kanat
QUACI jest zlokalizowany w btonie komoOrkowej komorek szparkowych i odpowiada za
transport jondw SO i jonéw jablaczanowych (Meyer i wsp., 2010). Kanaty typu S, jak
np. kanaly SLAC1 (ang. Slow-Activating Anion Channel 1) oraz SLAH3 (ang. SLAC1
Homologue 3), aktywuja si¢ wolniej i w odroznieniu od kanatdow typu R, nie ulegaja
automatycznej deaktywacji w czasie lub podczas depolaryzacji btony (Schroeder i Keller,
1992). Uwaza sig, ze to wilasnie kanaly typu S petnia gtowna role w procesie zamykania
aparatow szparkowych (Negi i wsp., 2008; Vahisalu i wsp., 2008). Przepuszczalnos$¢ jonéw
przez kanaty anionowe typu S rozni si¢ — badania aktywnos$ci kanatow w komorkach
szparkowych bobu (Vicia faba L.) wykazaty, ze przepuszczalno$¢ jonow jest najwicksza dla
NO?¥*, a najmniejsza dla jonu jabtczanowego (Schmidt i Schroeder, 1994). U Arabidopsis
udokumentowano, ze kanat SLACI1 odpowiada gltéwnie za transport jonéw Cl°, a kanat SLAH3
za usuwanie z komorki jonéw NO* (Kollist i wsp., 2014). Stwierdzono takze, ze aktywnos¢
kanatéw bioracych udzial w zamykaniu aparatow szparkowych jest regulowana przez biatka
sygnalizacji ABA (tj. OST1, fosfatazy biatkowe 2C grupy A) oraz jony wapnia (Geiger i wsp.,
2010; Brandt i wsp., 2012; Albert i wsp., 2017). Kanal SLAH3 jest aktywowany przez kinazy
zalezne od wapnia CDPK21 i CIPK23 (Geiger i wsp., 2011) a hamowany przez fosfatazy
biatkowe 2C z grupy A tj. ABI1 i ABI2 (Geiger i wsp., 2010). Do pelnej aktywacji kanatu
SLACI niezbgdna jest fosforylacja dwoch reszt aminokwasowych: Ser59 i Ser120 (Maierhofer
I wsp., 2014). Reszty Ser59 i Ser120 sa defosforylowane przez ABI1, a fosforylowane przez
CPK®6 i SnRK2.6/0ST1 (Brandt i wsp., 2012). To wlasnie kinaza SnRK2.6/0OST1 odgrywa

Kluczowa role w regulacji kanatéw jonowych w aparatach szparkowych.

OST1 fosforyluje kanal KAT1 wpompowujacy jony K™ (Sato i wsp., 2009) oraz
transportery potasu z grupy HAK/KUP w tym KUP6 i KUP8 (Osakabe i wsp., 2013).

Fosforylacja kanatow przez OST1 prowadzi do zwigkszenia wyptywu jondw i przy$pieszenia
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procesu zamykania aparatow szparkowych. OST1 w odpowiedzi na ABA fosforyluje oksydazy
NADPH RbohF (ang. Respiratory Burst Oxidase Homolog Protein F) i RbohD (ang.
Respiratory Burst Oxidase Homolog Protein F), co skutkuje nadprodukcjg reaktywnych form
tlenu (RFT) w komorkach aparatdéw szparkowych (Mustilli i wsp., 2002; Yoshida i wsp., 2002).
Podwyzszony poziom RFT w komorce prowadzi do zmiany st¢zenia wewnatrzkomérkowego
Ca2*, poprzez aktywacje kanaléw wapniowych i uwalnianie jonéw wapnia z retikulum
endoplazmatycznego, wakuoli i plastydéw (Hetherington i Brownlee, 2004; Roelfsema i wsp.,
2010). Samo podwyzszenie poziomu wapnia w komorce nie prowadzi do pelnej aktywacji
kanatoéw typu R i S (Siegel i wsp., 2009). Dopiero w obecnosci ABA i aktywnych kinaz SnRK
uruchamiane sg kinazy CDPK (ang. Calcium-Dependent Protein Kinases), ktore aktywuja
kanaty jonowe R 1 S (Brandt i wsp., 2015). Aktywne kanaty powoduja depolaryzacj¢ btony
komorkowej komorek szparkowych, co pociaga za sobg aktywacj¢ kanalu GORK (ang. Gated
Outwardly-Rectifying K* Channel) (Hosy i wsp., 2003) i hamowanie kanatlu KAT1 (Osakabe
i wsp., 2014). W wyniku obnizenia st¢zenia anionéw i jonow K w cytozolu dochodzi do
zwigkszenia ci$nienia osmotycznego w komorce i aktywacji akwaporyn. Wypompowywanie
wody z komorek szparkowych przez akwaporyny PIP (ang. Plasma Membrane Intrisic Protein)
a w szczegolnosci PIP2.1, prowadzi do obnizenia turgoru komorki szparkowej 1 zamknigcia
aparatu szparkowego (Grondin i wsp., 2015; Groszmann i wsp., 2017). Uproszczony schemat
ABA-indukowanego zamykania aparatu szparkowego przedstawiono na rysunku ponizej

(Rys. 4)

Anion jablczanowy ~

depolaryzacja

Rysunek 4. Uproszczony schemat zamykania aparatow szparkowych indukowanego
przez ABA

Podwyzszony poziom ABA w komorce prowadzi autoaktywacji kinazy SnRK2.6/0OST1, uwalniania jonéw
z wakuoli i podwyzszenia wewngtrzkomdrkowego poziomu Ca?*. Podwyzszony poziom Ca?* w cytoplazmie

prowadzi do aktywacji szybkich i wolnych kanatow anionowych. Wyptyw anionéw prowadzi do depolaryzacji
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blony i aktywacji kanatow wypompowujacych K* i inhibicji kanatow wypompowujacych K*, efektywnie
obnizajgc poziom wewnatrz komorkowego K*. W sytuacji podwyzszenia pH 1 ciSnienia osmotycznego
w komdrce dochodzi do aktywacji akwaporyn, obnizenia turgoru i zamkniecia aparatu szparkowego.

Opracowanie wlasne.

1.4 Kaskady kinaz MAP

Kaskady kinaz MAP sg konserwatywnymi modutami odpowiadajacymi za transdukcje
sygnatu w komorkach eukariotycznych (Cargnello i wsp., 2011). U Arabidopsis kaskady kinaz
MAP stanowig skomplikowang sie¢ sygnalowa i1 ogrywaja niezwykle istotng role w regulacji
procesOw rozwojowych oraz odpowiedzi roslin na stres, zar6wno biotyczny i abiotyczny
(Danquah i wsp., 2015; Jalmi i Sinha, 2015; Xu i wsp., 2015). Typowa kaskada kinaz MAP ma
hierarchiczng struktur¢ i zbudowana jest z trzech elementow: kinaz MAPKKK, MAPKK
i MAPK. Kinazy MAPKKK aktywuja MAPKK, a aktywne MAPKK nastepnie fosforyluja
kinazy MAP. W genomie Arabidopisis zidentyfikowano 80 genéw kinaz MAPKKK, 10 genéw
kinaz MAPKK 1 23 genéw MAPK (Li i wsp., 2017). Zidentyfikowano takze MAPKKKK,
kinazy MAP bezposrednio aktywujace MAPKKK (Shen i wsp., 2013) oraz kinazy aktywowane
ponizej kaskady MAP- MAPKAPK (ang. MAP Kinase-Activated Protein Kinase) (Sinha i wsp.,
2011). Szacuje sig, ze 10% wszystkich roslinnych kinaz moze by¢ zaangazowanych

w transdukcje sygnatu poprzez kaskady kinaz MAP (Colcombet 1 Hirt, 2008).

Kinazy MAPKKK rozpoczynajace kaskade kinaz MAP moga by¢ aktywowane przez
szereg czynnikéw, takich jak bialka G, receptory, cytokiny oraz wspomniane wczesniej
MAPKKKK (Naor i wsp., 2002; Champion i wsp., 2004; Keshet i wsp., 2010, Hamel i wsp.,
2012). Aktywacja kinaz MAPKKK jest skutkiem autofosforylacji lub fosforylacji reszt seryny
1 treoniny znajdujacych si¢ w petli aktywacyjnej biatka. Nastepnie aktywne MAPKKK
fosforyluja kinazy nizszego rzedu, MKK, poprzez fosforylacj¢ konserwatywnego motywu S/T-
X3-5-S/T w sekwencji MKK zlokalizowanego pomigdzy subdomenami VII | VIII. W swej
sekwencji MKK koduja réwniez motyw K/R-K/R-K/R-X1-6-LX-L/V/I, odpowiedzialny
za oddziatywanie z MAPK (Ichimura i wsp., 2002; Jin i wsp., 2003; Tanoue i Nishida, 2003).
MAPK stanowig ostatni element kaskady kinaz MAP. MAPK w sekwencji swojej petli
aktywacyjnej posiadajg konserwatywne motywy TEY lub TDY, ktore sa celem dla fosforylacji
dokonywanej przez MAPKK (Mohanta i wsp., 2015). Nalezy zaznaczy¢, ze niektore z MAPK,
jak na przyktad MPK6, mogg rowniez ulega¢ autoaktywacji (Wang i wsp., 2016). Aktywne

27



MAPK fosforyluja szereg substratow, a celem ich aktywnos$ci jest motyw S/T-P, ktory
wystepuje u wickszosci biatek Arabidopsis (Taj i wsp., 2010).

1.4.1 Kinazy MAPKKK

Strukturalnie, przedstawiciele MAPKKK u Arabidopsis wykazuja duze podobienstwo
w obregbie domeny katalitycznej. R6znig si¢ natomiast strukturg N- i C-koncowych regionow
regulatorowych biatka (Cakir i Kilickaya, 2015). W obrebie sekwencji MAPKKK znajduje si¢
sekwencja lokalizacji jadrowej (NLS, ang. Nuclear Localization Sequence) oraz rejony
transblonowe umozliwiajace transport kinaz MAP z cytoplazmy do jadra komodrkowego
(Samajova i wsp., 2013). Ze wzgledu na podobienstwo strukturalne domeny kinazowej
MAPKKK u Arabidopsis dzieli si¢ na trzy podgrupy: kinazy podobne do kinaz Raf (tzw. Raf-
like), kinazy podobne do kinaz MEKK (MEKK-like), oraz kinazy podobne do kinaz ZIK (ZIK-
like) (Colcombet i Hirt., 2008). Kinazy MAPKKK nalezace do podgrupy kinaz podobnych do
kinaz Raf to 21 biatek z charakterystycznym motywem GTxx(W/Y)MAPEV w domenie
kinazowej, wykazujacych podobienstwo do kinazy MAP typu RAF u ssakow. Biatka tej
podgrupy posiadaja na N-koncu sekwencji biatka domeng regulatorowg, a na C-koncu biatka
domen¢ kinazowa. W sktad podgrupy MEKK wchodzi 48 biatek. Charakteryzuja si¢ one
motywem G(T/S)Px(W/Y/F)MAPEV wystepujacym w domenie kinazowej i wykazuja
podobienstwo strukturalne do ssaczej kinazy MAP - MEKKL (Ilchimura i wsp., 2002).
Wewnatrz podgrupy wystepuje réznorodnos¢ pod wzgledem lokalizacji domen regulatorowych
i kinazowych — wystepuja one zarowno na N- jak i na C-koncu oraz w srodku sekwencji biatek.
Do ostatniej podgrupy - ZIK - zalicza si¢ 11 biatek z charakterystycznym motywem
GTPEFMAPE(L/V)Y. Cechg wspolng MAPKKK jest wystepowanie domeny regulatorowe;j
zawsze na C-koncu sekwencji biatka (Cakir i Kiligkaya, 2015). Cztonkowie podgrup kinaz
podobnych do MEKK oddzialuja z kinazami MAPKK u roélin 1 biorg udzial w transdukcji
sygnatu poprzez kaskady kinaz MAP (Hirt i wsp., 2008). Brakuje dowodow eksperymentalnych
na oddziatywanie kinaz MAPKKK podgrupy ZIK i Raf z MAPKK u roslin.

Pomimo 80 ré6znych MAPKKK u Arabidopsis scharakteryzowano w pelni jedynie kilka
kompletnych kaskad kinaz MAP. Pierwszg opisang w petni kaskada kinaz MAP u Arabidopsis
byla kaskada MEKK1-MKK4/MKK5-MPK3/MPK6 (Asai i wsp., 2002). Kaskada ta jest
zaangazowana Ww odpowiedz obronng na patogeny poprzez aktywacje czynnikow
transkrypcyjnych WRKY22 i WRKY?29, a kinaza MEKK1 (MAPKKKS) jest aktywowana
bezposrednio przez receptor bakteryjnej flagelliny (FLS2, ang. Flagellin Sensitive 2)
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(Asai i wsp., 2002). Druga opisang kaskada kinaz MAP, réwniez rozpoczynajacg si¢ od
MEKKI1, byta kaskada MEKK1-MKK2-MPK4/MPKG6 (Teige i wsp., 2004). Kaskada jest
zaangazowana w odpowiedz na stres zimna i stres zasolenia (Teige i wsp., 2004; Kong i wsp.,
2012). Trzecia kaskada opisang u Arabidopsis byla kaskada YODA-MKK4-MKKS5-
MPK3/MPK6. Kaskada rozpoczynajaca si¢ kinazy YODA zaangazowana jest przede
wszystkim w rozwoj aparatow szparkowych w epidermie (Wang i wsp., 2007), ale réwniez
reguluje procesy zwigzane z kwitnieniem (Meng i wsp., 2012). W roku 2009 Lampard i wsp.
udokumentowali, ze kinaza YODA aktywuje rowniez kinazy MKK7 1 MKK9, ktore fosforyluja
kinazy MPK3/MPK®6, a caty modut reguluje rozwoj aparatow szparkowych (Lampard i wsp.,
2009). Role kaskady YODA-(MKK4/5)(MKK7/9)-MPK3/6 w procesie tworzenia aparatow
szparkowych opisano szczegotowo w rozdziale 1.2 (Wstep, 1.2). W roku 2015 opisano
pierwszg kaskad¢ aktywowana przez ABA - MAPKKK17/18-MKK3-MPK1/2/7/14
(Matsuoka i wsp., 2015; Danquah i wsp., 2015), a w roku 2016 kolejng — MKKK20-MKK5-
MPKG6 (Li i wsp., 2017). Kaskada rozpoczynajaca si¢ od MKKK20 (AIK1) pozytywnie
reguluje aktywno$¢ aparatow szparkowych i procesy zwigzane z wydluzaniem korzenia
glownego. Linie typu nokaut w genie AIK1 wykazuja zwigkszonag utrat¢ wody w procesie
transpiracji, a aparaty szparkowe badanych roslin pozostaja bardziej otwarte po traktowaniu
egzogennym ABA, niz aparaty szparkowe linii typu dzikiego. W epidermie dorostych roslin
linii aik obserwuje si¢ jednoczes$nie wigcej aparatow szparkowych, w porownaniu z linig typu
dzikiego (Li i wsp., 2017). MAPKKK?20 oddziatuje réwniez z modutem kinazg MKK3
w kolejnej kaskadzie zaangazowanej w procesy zwigzane z rozwojem korzeni (Benhamman
I wsp., 2017). Zespot udokumentowat rowniez, ze MAPKKK20 fosforyluje bezposrednio
kinaze MPK18, bez udzialu kinazy MKK (Benhamman i wsp., 2017). Stanowi to zupelnie
nowy 1 nieudokumentowany wczes$niej mechanizm regulacji transdukcji sygnalu poprzez

kaskady kinaz MAP.

1.4.1.1 Kaskada MAPKKK17/18-MKK3-MPK1/2/7/14

MAPKKK18 jest najmniejszym przedstawicielem kinaz MAPKKK u Arabidopsis
1 nalezy do podgrupy MEKK. Biatko to zbudowane jest z 339 aminokwasow, o tacznej masie
37,7 kDa. MAPKKK 18 wyrdznia si¢ sposrod pozostatych cztonkéw podgrupy MEKK brakiem
charakterystycznej domeny regulatorowej na N-koncu sekwencji, przez co biatko sktada sie
prawie wylacznie z domeny katalitycznej. Wyrazne zwigkszenie transkrypcji MAPKKK18

obserwuje si¢ wyniku indukcji egzogennym ABA, kwasem jasmonowym (Manges i wsp.,
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2008) i ozonem (Ludwikdw i wsp., 2009). W wyniku indukcji egzogennym ABA obserwuje
si¢ aktywnos$¢ promotora genu MAPKKK18 w aparatach szparkowych, hydatodach,
merystemach wierzchotkowych korzeni i organach kwiatowych — ptatkach, trzonkach precikow
1 stupku (Okamoto i wsp., 2013; Mituta i wsp., 2015). Zwigkszona transkrypcja MAPKKK18
jest takze indukowana przez zranienie i stres osmotyczny (Hoth i wsp., 2002; Leonhardt i wsp.,
2004). Ekspresja genu MAPKKK18 jest takze regulowana w odpowiedzi na dziatanie promieni
UV-B - poprzez aktywno$¢ fotoreceptora UV-R8 (ang. UV-Resistance Locus 8) (Fierro i wsp.,
2014). Indukcja ekspresji MAPKKK18 przez stres osmotyczny jest zalezna od $ciezki
sygnalizacyjnej ABA (Li i wsp., 2016).

Pomimo szeregu wynikoéw wskazujacych na udziat MAPKKKI18 w transdukcji ABA
u Arabidopsis kaskada kinaz MAP zalezna od MAPKKK 18 zostata zidentyfikowana w 2015 r.
Matsuoka z zespotem, wykorzystujac dwuhybrydowy system drozdzowy udokumentowali
oddziatywanie pomigdzy MAPKKK 18 i MAPKK3. Co wigcej, wykazali takze, ze aktywnos$¢
kinazowa MAPKKK18 jest indukowana przez ABA, a MAPKKK18 moze réwniez ulegac
autoaktywacji. Poziom ekspresji MAPKKKI18 ro$nie w wyniku indukcji ABA, zwigkszajac si¢
60-ciokrotnie w czasie 180 minut od indukcji. Podobny wzrost ekspresji zaobserwowali dla
genu fosfatazy ABI1, stanowigcego kontrole eksperymentu. Zespot stawia hipoteze,
ze MAPKKK18 bierze udzial w procesach zwigzanych ze starzeniem tkanek. Nadekspresja
MAPKKK18 u Arabidopsis prowadzi do obnizenia ilosci chlorofilu w lisciach, w poréwnaniu
z linig typu dzikiego, w normalnych warunkach hodowli. Po podaniu egzogennego 50 uM ABA
przez cztery dni obserwowano szybsze zazotcenie lisci rozety linii roslin z nadekspresjg genu
MAPKKK18 (35S:MAPKKK18). Utrata chlorofilu, w porownaniu z linig typu dzikiego,
zwigkszona byta o 50%. Réwniez poziom utraty wody z tkanek jest wigkszy w przypadku linii

z nadekspresja MAPKKK18 (Vaidya i wsp., 2017).

W tym samym roku 2015 Danquah i wsp. scharakteryzowali petng kaskade¢ kinaz MAP
rozpoczynajaca si¢ od MAPKKK 18 i MAPKKK17. MAPKKK17, podobnie jak MAPKKK18,
jest przedstawicielem podgrupy MEKK. Obie kinazy charakteryzuje wysokie podobienstwo
sekwencji na poziomie biatka. Biatko MAPKKK17 zbudowane jest z 372 aminokwasow,
o facznej wadze 42 kDa. Ekspresja MAPKKK17, podobnie jak MAPKKK18, indukowana jest
przez ABA 1 stres zwigzany z atakiem patogenow (Menges i wsp., 2008). Do roku 2015
niewiele byto wiadomo na temat funkcji MAPKKK 17 u Arabidopsis, az zespot Danquah i wsp.
wykazal podobienstwo funkcjonalne pomigdzy MAPKKK 17 i MAPKKK18 (Danquah i wsp.,
2015). Badania Choi i wsp. (2016) sugeruja, ze rowniez inne kinazy MEKK
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(MAPKKK14/15/16/17) moga peli¢ podobne funkcje jak MAPKKK17 i MAPKKK18 (Choi
I wsp., 2016). Zesp6t Danquah i wsp. udokumentowal oddziatywanie MAPKKK17/18
z MAPKK3 z wykorzystaniem dwuhybrydowego systemu drozdzowego i techniki BiFC.
Wykazano takze zdolno$¢ modutu MAPKKK 17/18-MAPKKS3 do aktywacji wszystkich MAPK
podgrupy C - MPK1, MPK2, MPK7 oraz MPK 14, ktéra nie zostata zidentyfikowana jako
element kaskady w badaniach Matsuoka i wsp., (2015). Dodatkowo, wyniki Danquah i wsp.
(2015) potwierdzajg wczesniejsze doniesienia (Ludwikow i wsp., 2009), ze do transkrypcji
genu MAPKKK18 niezbg¢dna jest poprawnie dziatajagca rdzeniowa sygnalizacja ABA.
Najnowsze badania rowniez potwierdzaja ten wniosek - obserwuje si¢ obnizenie o 80% ilosci
transkryptu MAPKKK18 w linii mutanta pyrl/pyll (Vaidya i wsp., 2017). Aktywnos$¢
MAPKKKI18 jest $ci§le kontrolowana nie tylko na poziomie transkrypcyjnym, ale takze
na poziomie potranslacyjnym - traktowanie egzogennym ABA ogranicza degradacje
MAPKKKI18, aktywnos¢ ABI1 wplywa na stabilizacje MAPKKKI1S8, poprzez kierowanie
biatka do degradacji przez proteasom 26S (Mituta i wsp., 2015). Fosfataza biatkowa ABI1
rowniez hamuje aktywno$¢ kinazowg MAPKKK 18 (Mituta i wsp., 2015). Li i wsp. w 2016
roku powigzali role¢ MAPKKKI18 w sygnalizacji ABA z odpowiedziag na stres suszy.
Nadekspresja genu MAPKKK18 prowadzi do zwigkszonej odpornosci, a wylaczenie genu
do wigkszej wrazliwosci na stres suszy. Zespol zaobserwowal takze zwigkszong aperturg
aparatow szparkowych 1 wigkszg ich liczbe na dojrzatych li§ciach u ro$lin typu nokaut w genie

MAPKKK18 (Li i wsp., 2016).

1.4.2 Kinazy MAPKK

MKK stanowig najmniejszg podgrupe sposrod wszystkich kinaz MAP u roslin.
U Arabidopsis opisuje si¢ jedynie 10 MKK, dziewig¢ u kukurydzy, a jedynie osiem u ryzu
(Kumar i wsp., 2014). MKK u Arabidopsis podzielono na cztery podgrupy: A (MKK1, MKK2
I MKKS®6), B (MKK3), C (MKK4 MKKY5) i D (MKK7, MKK8, MKK9 i MKK10) (Ichimura
I wsp., 2002). Wewnatrz poszczegdlnych podgrup, MKK oddziatuja z okre§lonymi MPK
w regulacji w réznych procesOw komorkowych. Wszyscy przedstawiciele podgrupy
A aktywuja MPK4, funkcjonalnie natomiast MKK1 jest wigzana z odpowiedzig na patogenez¢
1 w sygnalizacji powigzanej z RFT (Pitzke i wsp., 2009), kinaza MKK2 z odpowiedzig na stres
zimna i zasolenia (Teige i wsp., 2004), a MKK6 z regulacja procesu mitozy i cytokinezy
(Takahashi i wsp., 2010). Jedyny przedstawiciel podgrupy B, kinaza MKK3, charakteryzuje si¢

specyficzng budowg — na C-koncu sekwencji posiada tzw. czynnik transportu jadrowego (NTF,
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ang. Nuclear Transfer Factor), jednak nie opisano konkretnego wptywu tego motywu
na funkcje MKK3 (Hamel i wsp., 2006). MKK3 oddzialuje z MPK6 w sygnalizacji kwasu
jasmonowego (Takahashi 1 wsp., 2007), z MPK7 1 MPKS8 w sygnalizacji zwigzanej z RFT
(Doczi i wsp., 2007) oraz z kinazami MPK1/2/7/14 w odpowiedzi na ABA (Danquah i wsp.,
2015). Przedstawiciele podgrupy C, czyli MKK4 i MKKS5 oddzialuja z MPK3 i MPK6
w $ciezkach zwigzanych z odpornoscig roslin na patogeny — nie tylko aktywuja ekspresje
czynnikéw transkrypcyjnych WRKY22/WRKY29 (Asai 1 wsp., 2002), ale réwniez reguluja
proces tworzenia aparatow szparkowych poprzez blokowanie wejscia komorek epidermy
w lini¢ rozwojowg aparatow szparkowych i tworzenie komoérek macierzystych szparek (GMC)
(Wang i wsp., 2007). Kinazy MKK4 i MKKS5 posiadajg specyficzne motywy regulujace
ich aktywno$¢, zlokalizowane w N-koncowych domenach biatek. Udzial MKKS, ale juz
nie MKK4, opisano rowniez w odpowiedzi na stres oksydacyjny MKKS5 (Xing i wsp., 2013)
Przedstawiciele podgrupy D, kinazy MKK7 i MKK9, zaangazowane sg w odpowiedz na stres
Zwigzany z atakiem patogenow - poprzez aktywacje kinaz MPK3 i MPK6 reguluja $Sciezke
sygnalizacyjng etylenu (Hahn i1 Harter, 2009). Kinazy MKK?7 i MKK9 biorg rowniez udziat
W procesie tworzenia aparatow szparkowych, gdzie wraz z MKK4 i MKKS na poczatkowych
etapach blokujg rozwo6j aparatow szparkowych, a na koncowym etapie promujg dojrzewanie
GMC (Lampard 1 wsp., 2014). Aktywnos¢ MKK7 1 MKK9 zaobserwowano rowniez w procesie
starzenia tkanek (Zhou i wsp., 2009). Z wykorzystaniem dwuhybrydowego systemu
drozdzowego udokumentowano réwniez oddziatywanie MKK7 z MPKI15 oraz MKK9
z MPK7/17/19, brak jednak dalszych dowoddéw na potwierdzenie oddzialywan tych kinaz (Lee
i wsp., 2008). Kinazy MKK7 i MKK9 posiadajg w C-koncowej czgsci biatka domeny dokujace,
ktére sa odpowiedzialne za wlasciwa aktywnos¢ kinaz, poprzez regulacje ich lokalizacji
komorkowej (Lampard i wsp., 2014). Niewiele wiadomo na temat funkcji dwdch pozostatych
przedstawicieli podgrupy D kinaz MKK — MKK8 i MKK10. Dotychczas nie udokumentowano
zadnego oddzialywania MKK8 z MAPK (Lee i wsp., 2008, Kumar i wsp., 2012). Brak
oddziatywan z MAPK jest prawdopodobnie spowodowany jej niskim poziomem ekspresji,
poniewaz kinaza MKKS posiada w swojej sekwencji wszystkie motywy charakterystyczne dla
MKK, niezbedne do fosforylacji MAPK (Hamel i wsp., 2006). Natomiast w sekwencji MKK10
wystepuje trojaminokwasowa delecja wewnatrz konserwatywnego motywu S/T-X3-5-S/T.
Pomimo uszkodzenia konserwatywnego motywu wymaganego do aktywacji MKK,
z wykorzystaniem dwuhydrydowego systemu drozdzowego udokumentowano oddziatywanie
MKK10 z MPK17. Nie sprawdzono jednak tego oddziatywania in vitro (Lee i wsp., 2008). Inne

badania, z wykorzystaniem mikromacierzy, wykazaty, ze MKK10 moze fosforylowac¢ in vitro
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kinazy MAPK1/2/5/10 (Popescu i wsp., 2009). Dotychczas nie okreslono w jakich §ciezkach
sygnalizacyjnych moga by¢ aktywne kinazy MKKS8 i MKK10.

1.4.3 Kinazy MAPK

U Arabidopsis do podgrupy MAPK zalicza si¢ 23 biatka, ktore ze wzgledu
na podobienstwo sekwencji zostaly na cztery podgrupy: A (MPK3/6/10),
B (MPK4/5/11/12/13), C (MPK1/2/7/14), D (MPK8/9/15/16/17/18/19/20) (Ichimura i wsp.,
2002). Pod wzgledem struktury biatka, kinazy nalezace do podgrup A, B i C sg do siebie
podobne i posiadaja charakterystyczny motyw TEY w sekwencji petli aktywacyjnej. Biatka
podgrupy D charakteryzuja si¢ motywem TDY wewnatrz petli aktywacyjnej oraz brakiem
domeny katalitycznej na C-koncu sekwencji, odpowiedzialnej za oddziatywania z MAPKK
i innymi biatkami (Hirt i wsp., 2008). Aktywno$¢ kinaz MAPK podgrupy A wiaze si¢
z odpowiedzig na fitohormony i stres Srodowiskowy (Ichimura i wsp., 2002, Déczi 1 wsp., 2007,
Hirt i wsp., 2008, Matsuoka i wsp., 2015, Danquah i wsp., 2015). Grupa B kinaz MAPK zostata
funkcjonalnie powigzana z odpowiedzig na stres i regulacja procesow rozwojowych (Meng
I wsp., 2012; Guan i wsp., 2014; Sethi i wsp., 2014; Xu i wsp., 2014). Wszyscy przedstawiciele
podgrupy C sg aktywowani przez MAPKK3 i biorg udziat w transdukcji sygnatu zwigzanej
z atakiem patogenéw (Doczi i wsp., 2007). Niewiele wiadomo natomiast na temat funkcji
przedstawicieli podgrupy D. Oddziatywania pomiedzy MKK i MAPK tworza skomplikowang
sie¢ interakcji, w ktorej krzyzujg sie¢ i komunikuja rozne $ciezki sygnalizacyjne. Pojedyncza
MAPK moze by¢ aktywowana przez kilka MKK, a aktywna MAPK moze fosforylowa¢ wiele
substratow (Popescu i wsp., 2009; Andreasson i Ellis, 2010). Rozbudowana sie¢ oddziatywan
pomigdzy MKK, MAPK 1 ich substratami powoduje, ze dotychczas nie opisano szczegdtowo

funkcji wielu MAPK.

Wszyscy przedstawiciele podgrupy A kinaz MAPK sg elementem jednej kaskady kinaz
MAP - MAPKKK17/18-MKK3-MPK1/2/7/14, ktora jest aktywowana przez ABA, reguluje
procesy starzenia tkanek oraz transpiracji (Doczi i wsp., 2007; Matsuoka i wsp., 2015; Danquah
I wsp., 2015; Wstep 1.4.1.1). Najlepiej scharakteryzowanym przedstawicielem kinaz MAPK
podgrupy B jest MPK®, dla ktorej opisano najwiecej partnerow biatkowych i funkcji. MPK6
jest aktywowana przez szereg MKK - MKK2 (Teige i wsp., 2004), MKK3 (Sethi i wsp., 2014),
MKK4, MKKS5 (Zhao i wsp., 2014), MKK7 (Jia i wsp., 2016) i MKK9 (Zhou i wsp., 2009),
a jednoczesnie fosforyluje ponad 39 biatek (Feilner i wsp., 2005). Nalezy w tym miejscu

zaznaczy¢, ze pojedyncza MAPK moze fosforylowac ponad 100 réznych substratoéw (Popescu
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I wsp., 2009). Kolejny przedstawiciel podgrupy B, kinaza MPK3, charakteryzuje si¢ podobnag
aktywnos$cig jak MPK6 (Leissing i wsp., 2016). Do najwazniejszych substratow MPK6 i MPK3
nalezg czynniki transkrypcyjne SPCH (regulator procesu tworzenia aparatow szparkowych)
(Lampard i wsp., 2008), EIN3 (regulator sygnalizacji etylenu) (Yoo i wsp., 2008) oraz czynniki
transkrypcyjne WRKY22/29 (regulatory odpornosci na patogeny) (Asai i wsp., 2002). Kinazy
MPK3 i MPKG6 sa aktywowane przez ABA (Ichimura i wsp., 2000; Brock i wsp., 2010) oraz
regulujg proces zamykania aparatow szparkowych w reakcji obronnej przeciw patogenom
(Gudesblat i wsp., 2007; Montillet i wsp., 2013). Niewiele wiadomo na temat funkcji MPK10,
trzeciego przedstawiciela podgrupy B. Kinaza MPK10 petni inng role niz MPK3/6 i jest
aktywna jedynie w waskim przedziale czasowym na wczesnych etapach rozwoju lisci, kiedy to
odpowiada za regulacje transportu auksyn, pomimo bardzo niskiego poziomu ekspresji (Stanko
i wsp., 2014).

Podgrupa B Podgrupa C Podgrupa D
MKK3 MKK4 MKKS

MKK8
Podgrupa A

MKK7
’ MKK9
MKK10

9869908

Podgrupa D

Podgrupa A

MKK10

MKK9

MKK7 MKK8

g epa.s MKK3 mxka ) C MKKS

> 2 Podgrupa D
Podgrupa B Podgrupa C

Rysunek 5: Oddzialywania pomi¢dzy kinazami MKK i MAPK u Arabidopsis

W gornym rzedzie przedstawiono oddzialywania udokumentowane z wykorzystaniem drozdzowego systemu
dwuhybrydowego, w dolnym rzedzie oddzialywania udokumentowane metodami in vitro lub in planta.

Kolorami oznaczono przynaleznos$¢ do poszczegdlnych podgrup kinaz MKK i MAPK. Na podstawie Adreasson

i Ellis, 2010.
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Kolejng dobrze poznang kinazg MAPK jest kinaza MPK4, przedstawiciel podgrupy C.
MPK4 odgrywa bardzo istotng role we wczesnej reakcji obronnej przeciw patogenom, gdzie
odpowiada za komunikowanie si¢ dwoch $ciezek sygnalizacyjnych — kwasu salicylowego
1 kwasu jasmonowego. MPK4 poprzez oddziatywanie w kompleksie z MKS1 (ang. MPK4
substrate 1) reguluje aktywno$¢ czynnikéw transkrypcyjnych WRKY25 i WRKY33
(Andreasson i wsp., 2005), co prowadzi do zmian profilu ekspresji gendw i hamowania $ciezek
sygnalizacyjnych w reakcjach obronnych regulowanych przez SA (Zheng i wsp., 2007), przy
jednoczesnym promowaniu reakcji obronnych regulowanych przez JA (Zheng i wsp., 2006).
Obecnos¢ biatka MPK4 dokumentuje si¢ rowniez w komorkach szparkowych (Zhao i wsp.,
2008). MPK4 jest aktywowana przez ABA (Brock i wsp., 2010) i jej aktywnos¢ wiaze si¢
z procesem zamykania aparatow szparkowych przed patogenami, jednak nie bezposrednio

z regulacja ruchow szparek (Berriri wsp., 2012).

Kinazy MPK12 i MPK9 rowniez stanowig istotny element mechanizmu zamykania
aparatow szparkowych (Jammes i wsp., 2009). W linii mpk9mpk12 obserwuje si¢ nie tylko brak
zamykania aparatoéw szparkowych pod wptywem ABA, ale takze zahamowanie otwierania
szparek. Jest to wynikiem aktywnosci kanatéw anionowych w komorkach szparkowych
mutanta mpk9mpk12, co skutkuje zwigkszong utratg wody w procesie transpiracji (Jammes
i wsp., 2009).

Do najstabiej poznanej podgrupy MAPK nalezy podgrupa D. Wiadomo,
ze przedstawiciele podgrupy D majg potencjat do oddziatywan z MAPK (Popescu 1 wsp., 2009),
jednak do tej pory opisano jedynie udziat MPK8 w transdukcji sygnatu podczas stresu
zranienia, gdzie MPKS8 odpowiada za regulacj¢ aktywnosci RFT w komorce. Do pelnej
aktywacji wymaga fosforylacji przez MKK3 przy jednoczesnym oddzialywaniu z kalmoduling
(Takahashi i wsp., 2011).

Niewiele wiadomo na temat pozostatych przedstawicieli MAPK. W literaturze szeroko
opisuje si¢ indukcje ekspresji szeregu MAPK przez wiele czynnikéw zewnetrznych
(Menges i wsp., 2008), jednak niewiele wiadomo na temat konkretnych funkcji pozostatych
przedstawicieli MAPK.
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2. Zalozenia i cel pracy

Kluczowym nurtem obecnie prowadzonych badan jest identyfikacja genow
regulujacych odpowiedz roslin na stres oraz modelowanie regulowanych przez nie sieci
sygnalizacyjnych. Kwas abscysynowy (ABA) jest uznawany za najwazniejszy hormon roslinny
regulujacy odpowiedz roslin na stres suszy. Jednym z kluczowych mechanizmoéw transdukcji
sygnaltu ABA sa kaskady kinaz MAP i1 pomimo ich niezwykle waznej funkcji w tejze
sygnalizacji, kompleks kaskady kinaz MAP aktywowanej przez ABA pozostawal nieznany.
W niniejszej pracy, opierajac si¢ na przestankach literaturowych i wynikach badan
prowadzonych z Zaktadzie Biotechnologii, postanowiono sprawdzi¢, czy kinaza MAPKKK 18
uczestniczy w transmisji sygnatu ABA. Promotor genu MAPKKK18 nie tylko jest silnie
indukowany przez ABA, ale rowniez jego aktywnos$¢ obserwuje si¢ w merystemach korzeni
oraz aparatach szparkowych. Na tej podstawie gldéwnym celem tej pracy jest poznanie Sciezki
sygnalowej regulowanej przez MAPKKK18.

Prac¢ badawczg skoncentrowano na dwoch zagadnieniach: 1) poznaniu funkcji
MAPKKK18 jako elementu $ciezki sygnalizacyjnej ABA oraz 2) identyfikacji mechanizméw
regulujagcych aktywnos¢ kinazowa MAPKKKI18. W zwigzku z tym, w prezentowanej

rozprawie doktorskiej, aby osiagna¢ wyznaczone cele, okreslono nastgpujace zadania:

Analiza aktywnosci kinazowej] MAPKKK18;
Identyfikacja mechanizméw determinujacych lokalizacje subkomorkowa MAPKKKI18;
Charakterystyka oddziatywan MAPKKK18 z biatkami rdzeniowej sygnalizacji ABA;

M Wb

Analiza funkcji MAPKKKI18 w regulacji kietkowania nasion oraz rozwoju i ruchow
aparatow szparkowych;

5. Analiza oddzialywan migdzy biatkami kompleksu kinazy MAPKKK18.
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3. Materialy

3.1

3.2

3.3

Szczepy bakteryjne Escherichia coli

DB3.1 gyrA462 endA1 A(srl-recA) mcrB mrr hsdS20 glnV44 (=supE44) aral4 galK2
lacY1 proA2 rpsL20 xyl5 leuB6 mtl1

DH50 F endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17(rk",mK™), supE44, relA1F, ® 80 (lacZ)AM15,
A (lacZYA-argF),U169

One Shot® TOP10, F mcrA A( mrr-hsdRMS-mcrBC) @80lacZAM15 A lacX74 recAl
araD139A( araleu)7697galU galK rpsL (StrR) endAl nupG (Invitrogen)

One Shot® OmniMAX™2TIR, F'{proAB laclq lacZAM15 Tnl0(TetR)A(ccdAB)}
mcrA A(mrr hsdRMS-mcrBC) @ 80(lacZ)AM15 A(lacZY A-argF)U169 endAl recAl
SupE44 thi-1 gyrA96 relAl tonA panD (Invitrogen)

Material roslinny

Arabidopsis thaliana ekotyp Columbia (Col-0)

mapkkk18-1 (SALK_087047)

mapkkk18-2 (GK-244G02)

MAPKKK18oe (Col-0/35S:MAPKKK18-GFP)

mkk7 (CS104671)

mkk7mapkkk18 (CS104671 x SALK _087047), linia przygotowana przez
mgr Matgorzate Tajdel-Zielinska, Zaktad Biotechnologii UAM

Pozywki do hodowli

Pozywka LB (Lysogeny Broth) do hodowli bakterii

0,5% (w/o) ekstrakt drozdzowy (BIOCORP), 1% (w/o) trypton (BIOCORP),
1% (w/o) NaCl (Chempur), pH 7,4 uzyskiwane za pomocg 1M NaOH (Chempur).
Do pozywki statej po sterylizacji i ostudzeniu pozywki do temperatury ~50°C, dodano

agar w stezeniu 1,5% (w/0) 1 antybiotyk o stezeniu podanym w ponizszej tabeli.
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Antybiotyk Stezenie wyjSciowe Stezenie koncowe
Kanamycyna 25 mg/ml 25 pg/ml
Ampicylina 100 mg/ml 100 pg/ml
Chloramfenikol 35 mg/ml 35 pg/ml

e Pozywka do podlewania roslin

Sktad na 1000 ml gotowej pozywki: 5 ml roztwor KNO3 (10% w/0), 2,5 ml roztwér
Na,EDTA-2H,0 (0,75% w/0), 2,5 ml roztwér FeSO4-7H.O (0,56 % wi/0), 2,5 ml roztwor
KH2PO4 (17,42% w/0), 2 ml roztwor MgSOs (24,65% w/0), 2 ml roztwdr Ca(NO3)2 (23% w/0),
1 ml roztwor mikroelementow (70 mM H3BOs, 14 mM MnCl;, 05 mM CuSOsg,
1 mM ZnS0QO4, 0,2 mM NaMoO4, 10 mM NacCl, 0,01 mM CoCl..

Przed przygotowaniem pozywki roztwory wyjsciowe sterylizowano.
Poprzez autoklawowanie (121°C, 1 atm., 20 minut) poddawano sterylizacji bufory KNOs,
KH2PO4. Roztwory MgSOs, Ca(NOs)2 i roztwor mikroelementéw filtrowano przez saczek
z filtrem o $rednicy poréow 0,22 pum (Millipore). Roztwory Na;EDTA-2H,0, FeSO4-7H20

zagotowywano, nie autoklawowano.

e Pozywka MS (Murashige and Skoog, 1962) do hodowli roslin in vitro (Sigma)

Do przygotowania 200 ml pozywki 2 MS wykorzystano 0,44 g gotowej pozywki MS
z witaminami, 1,6 g agaru do ros$lin i 1% (w/o) sacharozy. Pozywke sterylizowano
w autoklawie, a po ostudzeniu do temperatury ponizej 50°C stosowne porcje pozywki wylano

na sterylne szalki.

3.4 Enzymy

e MIlul — Thermo Fisher Scientific
e Celulaza, macerozym - Serva
e Taqg polimeraza DNA — Thermo Fisher Scientific

e Pfu polimeraza DNA — Thermo Fisher Scientific
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3.5 Odczynniki

e Akrylamid (BioShop)

e APS (Sigma-Aldrich)

e Etanol (POCH)

e SDS (Sigma-Aldrich)

e TEMED (Sigma-Aldrich)

e Tris (Sigma-Aldrich)

e Tween 20 (Sigma-Aldrich)

e Metanol (POCH)

e MES (Sigma-Aldrich)

e Mannitol (Sigma-Aldrich)

e PEG3000 (Sigma-Aldrich)

e MgCl; (POCH)

e KCL (POCH)

e Dynabeads® z bialkiem A o stez. 30 mg Dynabeads/ml (Thermo Fisher Scientific)

e MBP (Sigma-Aldrich)

e Marker masy “PageRuler™ Prestained Protein Ladder”, 10-180 kDa (Thermo Fisher
Scientific)

e Marker dlugosci DNA ,,GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific)
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4. Metody

4.1 Sterylizacja powierzchniowa

Nasiona przeznaczone do hodowli na torfach sterylizowano poprzez jednokrotne przemycie
nasion 70% roztworem etanolu, jednokrotne przemycie 30% roztworem wybielacza ACE

1 czterokrotne przemycie woda destylowana.

Nasiona przeznaczone do sterylnych hodowli na szalkach sterylizowano w oparach
3% HCI i 5,2% wybielacza ACE przez 4,5 godziny.

4.2 Hodowla i traktowanie roslin Arabidopsis thaliana

Nasiona po sterylizacji wysiano na torfy lub szalki z pozywka 2 MS z dodatkiem
1% sacharozy. Nasiona wernalizowano trzy dni w temperaturze 4°C. Hodowle prowadzono
w szafach hodowlanych w warunkach: fotoperiod 16 godz. $wiatla i 8 godz. ciemnosci,
temperatura 21°C, naswietlenie 150-200 pE/m?. Traktowanie materialu roslinnego kwasem
abscysynowym (+ABA) i nadtlenkiem wodoru (H202) wykonano na 3-tygodniowych roslinach
poprzez rozpylenie z atomizera czynnika traktujgcego bezposrednio na liscie rozety. Koncowe

stezenia czynnikéw indukujacych podano przy opisie eksperymentow.
4.3 Krzyzowanie linii Arabidopsis thaliana

Do procedury krzyzowania przystgpowano w godzinach rannych, kiedy paki kwiatowe
sa otwarte. Przed przystapieniem do krzyzowania z ros$lin usuwano peseta otwarte kwiaty
1 zapylone stupki. U rosliny matczynej otwierano pagk kwiatowy z pomocg pesety 1 usuwano
z niego preciki. Na tak odstoniety precik nanoszono pytek bezposrednio z kwiatow rosliny
ojcowskiej. Po zapyleniu, stupki ro§liny matczynej zabezpieczano folig. Procedure powtarzano
dla okoto 10 kwiatow kazdej z matczynych ro$lin. Tak przygotowane rosliny hodowano
w normalnych warunkach przed 15-25 dni, az do wyksztalcenia tuszczynki z nasionami.
Po tym czasie tuszczynki przenoszono do probowek typu Eppendorf i wysiewano dopiero

po zakonczeniu dojrzewania nasion.
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4.4  Transformacja Arabidopsis thaliana metoda agroinfiltracji

Rosliny Arabidopsis thaliana hodowano w torfach az do etapu wyksztatcenia todyg
kwiatowych. Przed rozpoczg¢ciem transformacji usuwano rozwini¢te paki kwiatowe
z todyg. Do transformacji wykorzystywano ptynng hodowle w fazie logarytmicznego wzrostu
bakterii Agrobacterium tumefaciens transformowanych wektorem pEarleyGate103 niosagcym
odpowiedni gen. Hodowle nastepnie wirowano 20 minut, 10 tys. rpm. Po wirowaniu
supernatant usuwano, a pelet bakteryjny zawieszono w 5% roztworze sacharozy. Bakterie
ponownie wirowano 5 minut, 10 tys. rpm. Po odebraniu supernatantu osad zawieszano w 2 ml
roztworu 5% sacharozy. Tak przygotowane bakterie dodawano do 190 ml roztworu
infiltracyjnego (5% sacharoza, 0.03% Silwet L-77). Nierozwini¢te pedy kwiatowe zanurzano
w przygotowanej zawiesinie bakteryjnej na 30 sekund. Nastepnie rosliny umieszczano
w kuwetach w pozycji poziomej i nakrapiano zawiesing bakteryjna na paki kwiatowe. Kuwety
szczelnie przykrywano folig aluminiowa w celu zapewnienia braku dostepnosci $wiatta
i warunkéw wysokiej wilgotnosci. Nastepnego dnia rosliny przenoszono do fitotronu

i hodowano w standardowych warunkach az do zbioru nasion.

4.5 Przygotowanie komdrek kompetentnych E. coli metodg rubidowa

Szczepy bakteryjne hodowano przez noc w 37°C z wytrzasaniem, nastepnie
zaszczepiano w 20 ml ptynnej pozywki LB. Hodowlg prowadzono do ODesgo Na poziomie
0,3-0,5 (wczesna faza logarytmicznego wzrostu), nastgpnie wirowano, a pelet bakteryjny
zawieszano w 4 ml buforu CM1. Bakterie inkubowano w buforze przez 20 minut
w temp. 4°C, po czym hodowle wirowano 1 osad zawieszano w 400 pl buforu CM2. Bakterie
zawieszone w buforze CM2 inkubowano 3 godziny w temp. 4°C, po czym porcjowano
po 50 pl 1 zamrazano w cieklym azocie. Tak przygotowane komodrki kompetentne

przechowywano w temp. -80°C, do momentu uzycia.

e Bufor CM1: 100 mM RbCl, 50 mM MnClz, 10 mM NaOAc, 5 mM NacCl, , 15% glicerol
e Bufor CM2: 70 mM CacClz, 10 mM RbClI, 10 mM NaOAc, , 5 mM MnCl,, 15% glicerol
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4.6

4.7

Transformacja bakterii

Komorki kompetentne E. coli rozmrozono w lodzie, dodano 100 ng wektora
i inkubowano 30 minut w temp. 4°C. Po inkubacji mieszaning umieszczono
w temp. 42°C na 2 minuty (tzw. heat shock). Po schtodzeniu do mieszaniny dodano
1 ml pozywki LB. Bakterie hodowano z wytrzasaniem przez 1 godz.
w temp. 37°C. Zregenerowane bakterie wirowano 2 minuty, 12 tys. rpm. Po usunigciu
supernatantu pelet bakteryjny zawieszono w 50 pl sterylnej wody i wysiano na szalki
z odpowiednim antybiotykiem selekcyjnym.

Agrobacterium tumefaciens hodowano w 20 ml ptynnej pozywki LB z odpowiednimi
antybiotykami w 28°C z wytrzasaniem. Po uzyskaniu OD600 hodowli na poziomie
1.0, bakterie wirowano ( 10 min., 4°C, 1000 g). Pelet bakteryjny zawieszano w objetosci
250 pl 20 mM CaCl2. Nastepnie 100 pl bakterii przenoszono do probowki typu
Eppendrof o objetosci 1,5 ml zawierajacej 500 ng plazmidowego DNA. Bakterie
zamrazano w cieklym azocie i natychmiast przenoszono do temperatury 37°C
1 inkubowano 5 min. Po tym czasie do bakterii dodawano 1 ml ptynnej pozywki LB
i inkubowani 3,5 godziny (28°C, z wytrzasaniem). Nastepnie bakterie wirowano,
zawieszano w 100 pl pozywki LB 1 50 pl zawiesiny wysiewano na szalki ze stalg
pozywka LB 1 odpowiednimi antybiotykami. Bakterie hodowano w temperaturze 28°C

przez 2 dni, az do uzyskania kolonii.

Hodowla bakterii E. coli w pozywce plynnej i izolacja plazmidowego DNA

Wyselekcjonowane kolonie bakterii E. coli zaszczepiono do plynnej pozywki LB,

hodowano przez noc (16 godz.) w temp. 37°C z wytrzasaniem (200 rpm). Po zakonczonej

inkubacji hodowle wirowano (12 tys. rpm). Osad bakteryjny wykorzystano do izolacji

plazmidowego DNA z uzyciem zestawow:

GeneJET Plasmid Miniprep Kit (ThermoFisher Scientific) — plazmidowe DNA
izolowane zestawem uzywano do przygotowania konstruktéw wektorowych;
NucleoBond® Xtra Midi (Macherey Nagel) - plazmidowe DNA izolowano
do transfekcji protoplastow.

Izolacje plazmidowego DNA =z bakterii prowadzono zgodnie z protokotami

dostarczanymi przez producentow zestawow.
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4.8 Charakterystyka fenotypowa mutantéw Arabidopsis thaliana

4.8.1 Analizy ruchéw aparatow szparkowych

Ruchy aparatow szparkowych analizowano na 5-tygodniowych lisciach Arabidopsis
thaliana Col-0 (linia dzika WT), u mutantdw mapkkk18-1 (SALK 087047), mapkkk18-2
(GK-244G02) oraz ro$lin z  nadekspresja ~MAPKKK18 - MAPKKK18oe
(Col-0/35S:MAPKKK18-GFP). Material umieszczono w buforze otwierajacym i inkubowano
w Swietle przez 2 godz. w temp. 20°C. Po inkubacji z uzyciem mikroskopu $wietlnego
potwierdzano petne otwarcie aparatow szparkowych. Nastepnie liscie ponownie inkubowano
w tych samych warunkach w buforze otwierajagcym, zawierajagcym czynniki indukujace
15uM ABA, 1% H202 i 1 mM CaCl,. Po inkubacji dokumentowano otwarcie co najmniej
60 aparatow szparkowych z trzech réznych fragmentow liscia. Obliczenia dlugosci 1 szerokosci
aparatow szparkowych wykonywano z wykorzystaniem systemu mikroskopii $wietlnej Nikon

Eclipse Ti z kamera Digital Sight DS-Filc.

e Bufor otwierajacy: 10 mM KCI, 7,5 mM EGTA, 10 mM MES-KOH, pH 6.15

4.8.2 Analiza zageszczenia aparatéw szparkowych

Do obliczen zaggszczenia aparatow szparkowych (SI, ang. Stomatal Index)
zastosowano metod¢ opisang przez Tanaka 1 wsp. (2013). W kazdym powtdrzeniu
eksperymentu dokumentowano co najmniej 100 fragmentdw epidermy, tj. co najmniej
po 5 fragmentéow epidermy obu liscieni, pochodzacych od 10 siewek analizowanej linii
Arabidopsis. Tlos¢ aparatow szparkowych i pozostatych komorek epidermalnych liczono
na powierzchni epidermy sze$cio- i dziesiecio-dniowych liscieni ro§lin WT Col-0,
mapkkk18-1, mapkkk18-2, MAPKKK180e, mkk7 oraz mkk7mapkkk18-1. Do dokumentacji
wykorzystano system mikroskopii $wietlnej Nikon Eclipse Ti z kamera Digital Sight DS-Filc.
Wartos¢ SI dla pojedynczego liscienia obliczano ze wzoru SI = [liczba aparatow
szparkowych]/[liczba aparatow szparkowych + liczba pozostatych komorek epidermalnych].

Istotno$¢ statystyczng otrzymanych wynikoéw obliczano testem t-Studenta.
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4.9 Eksperymenty z wykorzystaniem bialek

4.9.1 Izolacja bialka z ekstraktéw roslinnych

Materiat roslinny (1,5 g lisci traktowanych zadanym czynnikiem oraz mock wedtug
metody opisanej w rozdziale 4.2) rozcierano w cieklym azocie w mozdzierzu. Po starannym
rozdrobnieniu materialtu do mozdzierza dodawano bufor do izolacji bialek (w objgtosci
odpowiadajacej ilosci homogenizowanej tkanki tj. w stosunku 1:1 w/o) i kontynuowano
homogenizacje tkanek. Dalsze etapy przygotowywania ekstraktoéw biatkowych prowadzono
na lodzie (w temp. 4°C). Po 10 minutach inkubacji przygotowany material przeniesiono
do 2 ml probowek typu Eppendorf i wirowano przez 30 minut w temp. 4°C, 12 tys. rpm.
Uzyskany w wyniku wirowania supernatant przenoszono do nowych probowek
i wykorzystywano do dalszych analiz. Stezenie biatka w ekstrakcie mierzono metoda
Bradforda. Do przygotowania krzywej wzorcowej sporzadzono roztwdr wzorcowy BSA

o stezeniu 1 mg/ml. Proby wzorcowe przygotowano zgodnie z instrukcja zawartg ponize;j:

BSA (1 mg/ml) Bufor do izolacji Odczynnik Bradford H20
1 5ug 50 pl 200 pl 745 pl
2 10 pg 50 pl 200 pl 740 pl
3 20 pg 50 pl 200 pl 730 pl
4 30 pg 50 pl 200 pl 720 pl
5 40 g 50 pl 200 pl 710 pl
6 50 pg 50 pl 200 pl 700 pl

Proby badane wykonano nastgpujaco: 10 pl ekstraktu roslinnego, 40 pl buforu
do izolacji, 200 pl odczynnik Bradforda, 700 pl H20.

Po przygotowaniu proby inkubowano przez 5 minut w temp. pokojowej. Pomiaréw
absorbancji wykonywano przy dtugosci fali 595 nm. Stezenie biatka w ekstraktach obliczano

za pomocg rownania proste;j.

e Bufor do izolacji: 20 mM HEPES pH 7.5, 10 mM MgClz, 1 mM ditriotreitol,
1 mM fluorek fenylometylosulfonylu (PMSF), 0.1 mM NaVOg, inhibitory proteaz
(Complete Mini EDTA-free protease inhibitors, Roche)
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4.9.2 Immunoprecypitacja biatka

Do immunoprecypitacji biatek wykorzystywano zloze Dynabeads® z biatkiem A,
w stezeniu koncowym 1,5 mg Dynabeads®/probe. Przed wigzaniem przeciwcial ztoze ptukano
dwukrotnie buforem PBST na statywie magnetycznym. Po plukaniu, do zloza dodano
5 ug przeciwciata anty-MAPKKK18 (Agrisera, AS13 2673). Mieszaning inkubowano 1 godz.
w temp. pokojowej na rotatorze poziomym. Po inkubacji, by usungé¢ niezwigzane przeciwciato,
roztwor ze ztozem umieszczono na statywie magnetycznym. Po usuni¢ciu buforu, ztoze
przemyto dwukrotnie 500 pl buforu PBST. Po usunigciu buforu, do przygotowanej porcji ztoza
dodano 500 ug ekstraktu biatka przygotowanego wg metody opisanej w rozdziale 4.9.1.
Immunoprecypitacj¢ prowadzono przez noc na rotatorze, w temp. 4°C. Immunokompleksy

zawierajace MAPKKK 18 uzywano do analiz aktywnosci kinazowej (Metody, 4.9.4).

e Bufor 1x PBST: 137 mM NaCl, 12 mM Phosphate, 2.7 mM KCI, 0,01% Tween 20,
pH 7.4

4.9.3 Elektroforeza bialek w zelu poliakrylamidowym w warunkach
denaturujacych (SDS-PAGE)

Elektroforeze biatek w warunkach denaturujacych prowadzono z uzyciem systemu
BioRad Mini-PROTEAN. Bialka przed natozeniem na Zel denaturowano w temp. 98°C przez
10 minut w obecno$ci buforu denaturujacego z obcigzaczem. Elektroforeze prowadzono
w Ix stezonym buforze Laemmli przy napieciu 120 woltow. Rozdzial biatek prowadzono

wzgledem markera masy PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific).
Bufory do przygotowania zeli poliakrylamidowych (PA):

e Roztwor akrylamidu: 30% akrylamid i metylenobisakrylamid w stosunku 30:0,08.
10% SDS, 10% APS, TEMED, 0,5M Tris-HCI pH 6,8, 1,5M Tris-HCI pH 8,8

Zele poliakrylamidowe przygotowywano wg ponizszego schematu:

e Korek uszczelniajacy: 300 pl roztwor akrylamidu, 700 pl woda, 10 pl 10% APS,
5 pl 10% TEMED.

o Zel zageszczajacy 5%: 300 pl akrylamid, 450 pl Tris 0,5 M pH 6,8, 1020 ul woda,
18 ul 10% SDS, 12 ul APS, 5 pl 10% TEMED.
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o Zel rozdzielajacy 12%: 1680 pl roztwor akrylamidu, 1050 pl bufor Tris 1,5 M
pH 8,8, 1400 pl, 42 pl 10% SDS, 21 pl APS, 6,3 pl 10% TEMED.

Bufory wykorzystywane do elektroforezy:

e Bufor 6XSB do denaturacji prob: 50% glicerol, 250 mM Tris-HCI pH 6,8; 0,05%
btekit bromofenolowy; 250 mM DTT, 5% SDS
e 10x Bufor Laemmli: (30 g Tris, 144 g glicyna, 10 g SDS)

4.9.4 Badanie aktywnoSci kinazowej

Do analiz aktywnosci kinazowej wykorzystywano kinaz¢ MAP zwigzang uprzednio
(Metody, 4.9.2) ze ztozem Dynabeads® z biatkiem A. Supernatant odbierano na statywie
magnetycznym umieszczonym w lodzie, a ztoze 3x przeplukano buforem do ptukania I
i 1x buforem do ptukania II. Nastepnie proby przeptukiwano 1x buforem do kinazowania. Po
odebraniu buforu zloze zawieszano w 25 pl buforu do kinazowania z dodatkiem 8 pg biatka
mieliny ludzkiej (MBP), 25 puM ATP i 2 pCi znakowanego radioaktywnie ATP. Reakcje
kinazowania prowadzono przez 1 godzing w temp. 30°C i zatrzymywano przez dodanie buforu
denaturujacego. Tak przygotowane proby denaturowano przez 10 min. w temp. 98°C
I rozdzielano na zelu PA (Metody, 4.9.3). Po rozdziale zele barwiono z wykorzystaniem
Coomassie Brilant Blue i odbarwiano w buforze do odbarwiania. Odbarwione zele suszono.
Ekspozycje prowadzono z wykorzystaniem systemu do audioradiografii FLA-5000 (Fuji film
Medical Systems) w Wydziatowej Pracowni Izotopowej. Intensywnos$¢ $wiecenia prazkow

analizowano z wykorzystaniem programu ImageJ (Schneider i wsp., 2012).

e Bufor do plukania I: 20 mM Tris—HCI, 5 mM EDTA, 100 mM NaCl, 1% Triton
X-100

e Bufor do plukania II: 20 mM Tris—HCI, 5 mM EDTA, 1 M NaCl, 1% Triton X-100

e Bufor do kinazowania: 20 mM HEPES, pH 7,5, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT

e Bufor do bawienia: 0.1% Coomassie Brilliant Blue R-250 (Thermo Fisher Scientific),
50% metanol, 10% kwas octowy lodowaty

e Bufor do odbarwiania: 40% metanol, 10% kwas octowy lodowaty
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4.10 Przygotowanie konstruktow wektorowych

4.10.1 Wykorzystywane wektory

PENTR/SD/D-TOPO - wektor wejsciowy do systemu Gateway Cloning System
(Invitrogen). Dotaczona do zestawu topoizomeraza I pozwala na ligacj¢ produktéw
reakcji PCR. Wektor pENTR/SD/D-TOPO posiada sekwencje AttL1 i AttL2
umozliwiajgce rekombinacj¢ 1 przeniesienie klonowanego cDNA do koncowych

wektorow systemu Gateway z wykorzystaniem klonazy RL.

ColE1 origi

pENTR/SD/D-TOPO -
2601 nt |
n
™ 824 T¥ AHlL2
I

Rysunek 6. Wektor pENTR/SD/D-TOPO

Oznaczenia skrotow: Attll, AttL2 — miejsca rekombinacji, KanR — gen odpornosci na kanamycyne,
ColE1 origin — miejsce startu replikacji plazmidu, TOPO — miejsce przylaczenia topoizomerazy.

Rysunek przygotowano z wykorzystaniem programu Serial Cloner (Serial Basics).



Grupa wektoréw pS5C1C, pS6C4N i pS3C6. Wektory kompatybilne z systemem
Gateway, wykorzystywane do analiz oddzialywan metoda BiFC. Wektory
zmodyfikowane przez dr Michata Michalaka z Zakladu Biologii Molekularnej
i Komodrkowej UAM, dla ktorych baze stanowily wektory serii pSAT
(Tzfira i wsp., 2005).

pS5C1C pS6C4AN pS3C6
Znacznik CECFP nVenus TagRFP
Fuzja N-koncowa N-koncowa N-koncowa

[52...845 2x 355 + TL enhancer]|

A

[AmpR_5024._4365]
o 12291352 AtR1
pS6C1C ‘
5799 nt

1461..2117 CmR

-
| \
333,876 ccdB
20012808 AHR2



[958.. 1477 n¥enus]|

pS6C4N
6063 nt ERETT

961...1673 TagRFP

pS3C6
6260 nt

1690...1813 AHR1

1822... 3578 CmR

3016...3225 codB

Rysunek 7. Wektory serii pSAT

(A) wektor pS6C1C, (B) wektor ps6C4N, (C) wektor pS3C6. Oznaczenia skrotéw: AttR1; AttR2 — miejsca
rekombinacji, AmpR — gen odpornos$ci na ampicyling, CmR — gen odpornoéci na chloramfenikol, ccdB —
kaseta ccdB, TL enhancer — wzmacniacz translacji. Rysunek przygotowano z wykorzystaniem programu

Serial Cloner (SerialBasics).
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e Wektor pEarleyGatel03 (pEG103) (Earley i wsp., 2006) do analiz lokalizacji
komorkowe] biatek. Wektor kompatybilny z systemem Gateway, przytaczajacy
w C-koncowej fuzji dwa znaczniki — histydynowy i fluorescencyjny, mGFP5 (wariant
bialkka GFP o zwigkszonej stabilno$ci w komoérkach roslinnych). Wektor moze
by¢ réwniez wykorzystywany do stabilnej transformacji Arabidopsis z wykorzystaniem

Agrobacterium tumefaciens.

KmR 1119311547

) |2306...2651 Promotor 355
\J' |2663...3782 attRi|
pEarleyGate103

12410 nt &

/

o
= |3990..41%% ccdB]
[4367...4243 attR2|

|2836...3552 CmR|

[4390...5100 mGFPS|

1075124 GxHis

Rysunek 8. Wektor pEarleyGatel103

Oznaczenia skrotow: AttR1, AttR2 — miejsca rekombinacji, KmR — gen odpornosci na kanamycyne,
CmR — gen odporno$ci na chloramfenikol, ccdB — kaseta ccdB, 6xHis — znacznik histydynowy.

Rysunek przygotowano z wykorzystaniem programu Serial Cloner (SerialBasics).

4.10.2 Trawienie restrykcyjne

Trawienia wektoréw do analizy restrykcyjnej dokonywano z wykorzystaniem zestawu
FastDigest Value Pack (Thermo Fisher Scientific). W sklad zestawu wchodzi 20 enzymow
restrykcyjnych (BamHI, Bglll, Eco32l, EcoRl, Hindlll, Kpnl, Ndel, Notl, Pstl, Sall, Smal,

Xbal, Xhol), ktérych kombinacje wykorzystywano do przeprowadzenia analizy restrykcyjnej
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przygotowywanych wektoréw. Reakcje prowadzono wedtug zalecen producenta enzymu
restrykcyjnego. Do przygotowania pojedynczej reakcji wykorzystywano 2 ul 10X stezonego
buforu, 500 ng plazmidowego DNA, 0,5 ul enzymu restrykcyjnego i MiliQ do objetosci 20 pl.
Trawienie prowadzono przez 60 minut w temperaturze 37°C, a nast¢pnie probe rozdzielano

w zelu agarozowym (Metody 4.10.4).

4.10.3 Lancuchowa reakcja polimerazy, PCR

Pojedyncza reakcja PCR w objetosci 25 pl: 0,5 uM starter forward, 0,5 pM starter
reverse, 0,2 mM DNTP, 2ul 10X bufor do reakcji, 50 pg - 1 pug matryca DNA, MiliQ
do objetosci 25 pl. Wykorzystywane startery przedstawiono w tabeli.

Starter Sekwencja 5°-3°
MAPKKK18 Forward | CACCATGAATTGGACTAGAGGAAAAAC
MAPKKK18 Reverse CTAATTCCGTCGAACCGTGATCC

M3K18 LP TTACCGGGTCGGATATTTAGG
M3K18 RP GAATGACTCATCAACATGGCC
GFP2 CGACGGGAACTACAAGACAC
GFP3 GCTGTTACAAACTCAAGAAGG

Warunki reakcji PCR:

Warunki
Wstepna denaturacja | 95°C, 1-3 min
Denaturacja 95°C, 30 sekund
- — - 25-35
Annealing (Temperatura topnienia starterow)-2°C, 30 sekund
cykli
Wydluzanie 72°C, 1 minuta/1kb

Koncowe wydluzanie | 72°C, 5 minut
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4.10.4 Elektroforeza w zelu agarozowym

Rozdziat DNA przeprowadzano w 1,1% zelu agarozowym, w buforze 1xTAE
z dodatkiem bromku etydyny (5 pg/ml). Do badanych prob przed nalozeniem na zel
1 rozdziatem dodawano 1/6 objetosci roztworu obcigzajacego. Rozdziat DNA prowadzono przy
napieciu 4V/cm wobec markera dtugosci DNA (Thermo Fisher Scientific). Zel po rozdzieleniu

obserwowano w $wietle UVB i dokumentowano z pomoca systemu G-BOX (Syngene).

e 10x TAE: 40 mM Tris, 2 mM EDTA pH 8.0
e Roztwor obciazajacy 6x SB: 0.09% bromophenol blue, 0.09% xylene cyanol FF,
60% glicerol, 60 MM EDTA

4.10.5 Przygotowanie wektoréw wejsciowych

Do przygotowania wektora wejsciowego do systemy Gateway — wektora
PENTR/SD/D-TOPO niosacego dzika i zmutowana form¢ genu MAPKKK18 wykorzystano
cDNA MAPKKK18 amplifikowane z wykorzystaniem polimerazy Pfu i starteréw MAPKKK18
Forward i MAPKKK18 Reverse. Starter MAPKKK18 Forward zawiera w swojej sekwencji
motyw CACC (tabela w rozdziale 4.10.4, fragment CACC pogrubiono) rozpoznawany przez
topoizomeraze dolaczong do wektora wejsciowego pENTR™/SD/D-TOPO®. Procedure
klonowania przeprowadzano wedtug protokotu dostarczonego przez producenta zestawu.
Przygotowany wektor sekwencjonowano, w celu potwierdzenia wklonowania wstawki oraz
jej wilasciwej orientacji. Wektory pENTR niosgce wstawke z dzika 1 zmutowana formgag

MAPKKK18 (Metody 4.10.6) namnazano w szczepie E. coli One Shot® TOP10.
4.10.6 Mutageneza ukierunkowana

Mutageneze ukierunkowang MAPKKKI8 prowadzano z wykorzystaniem zestawu
QuickChange Il XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent, 200521) zgodnie z protokotem
producenta. Do przygotowania pojedynczej reakcji wykorzystywano: 5 ul bufor do reakcji
10x stezony, 10 ng matrycy DNA (wektor pENTR), 125 ng startera forward, 125 ng startera
reverse, 1 ul DNTP mix, 3 ul bufor QuikSolution, MiliQ do objetosci 50 pl. Do przygotowane;j
proby dodawano 1 pl polimerazy DNA PfuUltra HF (2.5 U/ul). Reakcje PCR prowadzono

wedhug zalecen producenta. Gotowy produkt reakcji trawiono z wykorzystaniem enzymu Dpnl
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przez 90 minut. Tak przygotowany produkt wykorzystywano do transformacji szczepu One
Shot® TOP10.

Startery wykorzystywane do mutagenezy ukierunkowanej:

Starter Sekwencja 5°-3°

T167E Forward GAACCGGTTAGAGGAGAACCGGCGTTCATGGCTC

T167E Reverse GAGCCATGAACGCCGGTTCTCCTCTAACCGGTTC

K32M Forward CACTCGCCGTAATGTCCGCCGAGT

K32M Reverse ACTCGGCGGACATTACGGCGAGTG

4.10.7 Przygotowanie wektorow koncowych w systemie Gateway

Konstrukty do lokalizacji  subkomorkowej MAPKKK18 przygotowywano
z wykorzystaniem zestawu Gateway™ LR Clonase™ II Enzyme mix (Thermo Fisher
Scientific). Poniewaz zardbwno wektor wejsciowy pENTR, jak i wektor docelowy pEG103
koduja odpornos¢ na antybiotyk kanamycyne, przed przystapieniem do rekombinacji wektory
PENTR poddawano trawieniu restrykcyjnemu. Wektor pENTR niosacy sekwencje kodujaca
MAPKKK18, CBP20 (marker lokalizacji jadrowej; wektor przygotowany przez
dr Agate Stepien z Zakladu Ekspresji Gendow UAM) lub zmutowane wersje MAPKKKI18
trawiono enzymem Mlul (Thermo Fisher Scientific) w buforze dostarczonym przez producenta
enzymu, by usuna¢ z wektora gen odpornos$ci na kanamycyne. Trawienie wektora prowadzono
przez 1 godz. w 37°C, produkty trawienia rozdzielano na zelu agarozowym. Fragment DNA
o dhugosci ~2650 pz (~1650 pz fragment wektora plus sekwencja kodujaca genu) oczyszczano
z zelu metodg opisang przez Sun i wsp., 2012. W proboéwce typu Eppendorf o pojemnosci
0,5 ml z pomocg igly wykonywano otwoér w podstawie 1 wewnatrz proboéwki umieszczano
fragment gazy. Do probowki przenoszono wyciety prazek zelu agarozowego. Zamknigtg
probowke Eppendorf umieszczano nastepnie wewnatrz probdwki typu Eppendorf o objetosci
1,5 ml. Tak przygotowang probowke wirowano nastepnie 5 minut przy 10 tys. rpm. Stezenie
zebranego DNA plazmidowego w otrzymanym roztworze oznaczano z wykorzystaniem
systemu NanoDrop. Oczyszczone DNA plazmidowego wykorzystywano nastepnie do reakcji

rekombinacji.

Konstrukty do analiz oddzialywan migdzy biatkami metodg BiFC i analiz lokalizacji

subkomorkowej biatka przygotowywano na bazie wektorow pSAT réwniez z wykorzystaniem
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zestawu Gateway® LR Clonase Il Enzyme Mix (Thermo Fisher Scientific). Poniewaz wektory
z serii pSAT nie koduja odpornosci na antybiotyk kanamycyne, do reakcji rekombinacji

wykorzystywano petne wersje wektorow wejsciowych pENTR.
Do przeprowadzenia reakcji rekombinacji stosowano nastgpujace warunki:

e 0,5 pl enzymu klonazy

e 40 ng wektora wejsciowego pENTR niosacego wstawke z genem

e 20 ng plazmidu docelowego (wektor pEG103 do analiz lokalizacji, wektory pS5C1C,
ps6C4N dla analiz BiFC, wektor pS3C6 dla kontroli lokalizacji jadrowej)

e bufor TE pH 8.0 do objetosci 7 ul

Zgodnie z zaleceniami producenta zestawu, przygotowang mieszaning reakcyjng
inkubowano przez 1 godz. w temp. 30°C. Po inkubacji mieszaning transformowano komorki
kompetentne bakterii E. coli - One Shot® OmniMAX™ (rekombinowane wektory pEG103)
lub komorki kompetentne DHS5a (wektory pSSCI1C, ps6C4N i pS3C6). Puste wektory pS5CI1C,
ps6C4N 1 pS3C6, ze wzgledu na obecnos¢ toksycznej kasety CcdB (Smith 1 wsp., 2012),
namnazano w szczepie DB3.1, a pusty wektor pEG103 (Earley i wsp., 2006), ze wzgledu na

wielko$¢ namnazano w szczepie One Shot® OmniMAXT™,

4.11 Analizy z wykorzystaniem systemu przejsciowej ekspresji w protoplastach

4.11.1 lzolacja, transfekcja i traktowanie protoplastow

Izolacje 1 transformacje protoplastoéw z komorek mezofilu Arabidopsis wykonywano
wedlug protokolu Mituta i wsp., 2015b. Po oddzieleniu epidermy, liscie umieszczono
na powierzchni roztworu enzymatycznego tkanka mezofilowa do dotu 1 wytrzagsano przy
55 rpm przez 1 godzing. Lizat zawierajacy protoplasty z tkanki mezofilowej przenoszono
do prébdwek 50 ml i wirowano (3 min, 150 g, 4°C). Osad protoplastow delikatnie zawieszano
w 5 ml roztworu W5 i wirowano 3 minuty w 4°C, 150 g. Wirowanie powtarzano, a otrzymany
osad zawieszano w buforze MMg do uzyskania stezenia 2 X 10% komoérek w 100 pl roztworu.
W celu transformacji protoplastow do 2 ml probowek z zaokraglonym dnem dodawano 8 pg
konstruktu wektorowego, a nastepnie $cietym tipsem dodano 100 pl roztworu protoplastow
oraz nawarstwiono 110 ul PEG. Po delikatnym wymieszaniu, roztwor inkubowano 20 minut

w temp. pokojowej. Po inkubacji do protoplastow dodawano 450 pl roztworu W5 i wirowano
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300 g, 3 min. Po usunigciu supernatantu protoplasty ostatecznie zawieszono w 300 pl roztworu
W1. Proby inkubowano 16 godzin w temperaturze pokojowej, w zacienionym miejscu

W pozycji poziomej.

e Roztwor enzymatyczny, 10 ml: 1,2% celulaza R10, 0,4% macerozym RI10,
0,4 M mannitol, 20 mM KCL, 20 mM MES, MiliQ do 10 ml

e W1, 50 ml: 0,5M mannitol, 20 MM KCL, 4 mM MES, MiliQ do 50 ml

e WS5, 50 ml: 154 mM NacCl, 125 mM CaCl;, 5 mM KCI, 2 mM MES, MiliQ do 50 ml

e MMg, 50 ml: 0,4 M mannitol, 15 mM MgCl,, 4 mM MES, MiliQ do 50 ml

e PEG: 4 g PEG4000, 2,5 ml 0,8 M mannitol, 1 ml 1M CaCl,, MiliQ do 10 ml

4.11.2 Mikroskopia konfokalna

Do dokumentacji protoplastow wykorzystywano system mikroskopii konfokalnej
Nikon Eclipse Ti z obiektywem Plan Apo VC 20x/0.75 DIC N2, a obserwacje zrddet
fluorescencji prowadzono przy dlugosciach fali $wietlnej (wzbudzenie/emisja) [nm]:
GFP 470/510 RFPtag 561/595.

4.11.3 Analizy oddzialywan BiFC

Do analiz oddziatywan bialek w systemie BiFC wykorzystywano pary
zrekombinowanych wektorow pS6C4N (kodujacy N-koncowy fragment biatka Venus
w N-koncowej fuzji z badanym biatkiem) 1 pS6CI1C (kodujacy C-koncowy fragment biatka
CFP w N-koncowej fuzji z badanym biatkiem) 1 wektor pS3C6-CBP20, stanowiacy kontrole

transformacji 1 lokalizacji jadrowej. Wektory do transformacji mieszano w stosunku 1:1:1.

Oddzialywanie Wektor 1 Wektor 2 Kontrola

MAPKKK18-SnRK2.6 | pS6C1C-MAPKKK18 | SnRK2.6-pS6C4N | CBP20-pS3C6
MAPKKK18-ABI1 pS6C1C-MAPKKK18 | ABI1-pS6C4N CBP20-pS3C6
MAPKKK18-ABI2 pS6C1C-MAPKKK18 | ABI2-pS6C4N CBP20-pS3C6

MAPKKK18-MKK3 pS6C1C-MAPKKK18 | MKK3-pS6C4N CBP20-pS3C6
MAPKKK18-MKKS5 pS6C1C-MAPKKK18 | MKK5-pS6C4N CBP20-pS3C6
MAPKKK18-MKKY pS6C1C-MAPKKK18 | MKK7-pS6C4N CBP20-pS3C6
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4.11.4 Analizy lokalizacji subkomorkowej

Dla eksperymentow zwigzanych z lokalizacija MAPKKKI18 wykorzystywano
do transformacji protoplastow (w stosunku ilosciowym 1:1) konstrukty: 35S:MAPKKK18-
GFP-His w wektorze pEarlyGatel03 (powstaje fuzyjne biatko MAPKKKI18-mGFP5),
oraz 35S:RFP-CBP20 w wektorze pS3C6 (powstaje fuzyjne biatko RFP-CBP20). Traktowanie
protoplastow przeprowadzano poprzez wprowadzenie czynnika indukujacego (50 uM ABA,
30 nM leptomycyna B) bezposrednio do proboéwki z populacjg transformowanych

protoplastow.
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5. Wyniki

5.1 Wplyw hormonoéw roslinnych na aktywnos$¢ kinazowa MAPKKK18

Sciezki sygnalizacyjne hormonéw ro$linnych przeplataja i komunikuja si¢ ze soba,
przez co transdukcja sygnalu w komoérkach moze przebiegaé nieliniowo (Beguerisse-Diaz
i wsp., 2016). Kinazy kaskad MAP s3 jednak w wigkszosci aktywowane przez okre$lone
sygnaty. Wysoka specyficzno$s¢ mechanizmu aktywacji kaskady umozliwia precyzyjna
regulacj¢ procesu transdukcji sygnatu. Badania przeprowadzone w Zaktadzie Biotechnologii
wykazaty, ze MAPKKKI18 jest aktywowana w obecnosci ABA (Mituta i wsp., 2015a),
a maksymalng aktywno$¢ kinazowa osigga w czasie 90 minut od indukcji. By zidentyfikowac
czynniki regulujace aktywnos¢ MAPKKKI8 1 zaleznej od niej kaskady kinaz MAP
sprawdzono, czy inne fitohormony aktywuja aktywno$¢ kinazowa MAPKKKI18. W tym celu
analizowano trzytygodniowe rosliny A. thaliana linii Col-0, ktore traktowano 0,5 mM kwasem
salicylowym (SA), 50 pM kwasem jasmonowym (JA) lub 1,5 mM etefonem (ETH) —
regulatorem wzrostu, ktory jest metabolizowany w roslinach do etylenu (Villarreal i wsp.,
2016). Dawki zwiazkéw uzyta w eksperymencie ustalono na podstawie dostgpnej literatury
(Van der Does i wsp., 2013; Oh i wsp., 2005; Chico i wsp., 2014). Material roslinny zbierano
w czasie 0, 30, 60, 90 1 120 minut od indukcji wymienionymi czynnikami, a nast¢pnie
przygotowano z niego ekstrakty biatkowe wg procedury opisanej w rozdziale Metody 4.9.1.
Z ekstraktow biatkowych z uzyciem przeciwcial skierowanych przeciw MAPKKK 18 stragcano
natywng kinaze (Metody 4.9.2). Przygotowane immunokompleksy wykorzystano nastepnie
do analiz aktywno$ci kinazowej MAPKKKI18, zgodnie z protokolem zamieszczonym
w rozdziale 4.9.3 (Metody 4.9.3). Jako substrat w reakcji kinazowania wykorzystano biatko

mieliny ludzkiej (MBP). Eksperyment wykonano w trzech powto6rzeniach biologicznych.
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Rysunek 9. Aktywnos$¢ kinazowa MAPKKK18 jest indukowana specyficznie
przez ABA

(A) Aktywnos¢ kinazowa immunokompleksow MAPKKK 18 wzgledem biatka mieliny obserwowana po
indukcji JA, SA i ETH. Barwienie Commassie (CBB) umozliwia poréwnanie ilosci biatka MBP w kolejnych
probach. (B) Wykres intensywnosci §wiecenia radioaktywnego fosforu 32P przeniesionego na MBP w wyniku

aktywnosci kinazowej MAPKKK 18 wzgledem punktu 0.

Jak udokumentowano na Rysunku 9A i 9B przeprowadzone analizy wykazaty brak
zmian w poziomie aktywnosci kinazowej biatka MAPKKK18 w odpowiedzi na traktowanie
SA, JA i ETH. W analizowanych punktach czasowych wzgledna intensywno$¢ sygnatu
w poszczegolnych punktach czasowych oscylowata wokot wartosci bazowej, w porownaniu
z punktem wyjsciowym (Rys. 9B). Otrzymane wyniki wskazuja, ze aktywno$¢ kinazowa

MAPKKKZ18 nie jest regulowana przez wskazane czynniki.
5.2 Badanie wplywu MAPKKKI18 na proces kietkowania nasion
ABA jest znanym regulatorem kietkowania nasion (Liu i wsp., 1994; Okamoto i wsp.,

2006; Liu i wsp., 2015). Spoczynek nasion jest bezposrednio powigzany z podwyzszonym

poziomem ABA w endospermie, a przelamanie spoczynku i kietkowanie nasion zachodzi
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w wyniku obnizenia stezenia ABA (Nonogaki i wsp., 2014). Ocena sity kielkowania nasion
jest uznawana za jeden z podstawowych testow w badaniu $ciezek sygnalizacyjnych ABA.
Majac na uwadze, ze zaréwno ekspresja, jak 1 aktywno$¢ kinazowa MAPKKKI18
jest indukowana przez ABA, postanowiono sprawdzi¢, czy MAPKKKI18 uczestniczy
w regulacji procesu kietkowania nasion. Analizie poddano rosliny z nadekspresjg genu
MAPKKK18 (MAPKKK180e), lini¢ mutanta insercyjnego typu nokaut w genie MAPKKK18
(mapkkk18-2) oraz rosliny typu dzikiego WT Col-0. Nasiona badanych genotypdw wysiewano
na pozywke MS z dodatkiem 0,25 uM, 0,5 uM i 1 uM ABA. Rosliny hodowano na szalkach
z pozywka MS i obserwowano w czwartym, pigtym i széstym dniu od wylozenia szalek
na $wiatlo, a nastepnie zliczano ilo§¢ kietkujacych nasion, tj. z pgknigta tuping nasienng
i widocznym korzeniem zarodkowym (Metody 4.2).

Zaobserwowano, ze na pozywce wzbogaconej 0,25 uM ABA brak jest wyraznych
réznic w poziomie kietkowania pomigdzy badanymi genotypami. Nasiona wszystkich
badanych linii kietkowaly z wydajnoscia powyzej 90% po sze$ciu dniach od wyciagnigcia
szalek z nasionami na $wiatlo (Rys. 10A). Z kolei ocena zdolnosci kietkowania wykonana
na pozywce z dodatkiem 0,5 uM ABA wykazata wigksza sitg¢ kietkowania nasion linii
MAPKKK180e, w poréwnaniu z pozostalymi genotypami. Linia MAPKKK180e kietkowata
szybciej niz linia typu dzikiego — w czwartym dniu obserwacji odnotowano kietkowanie 87%
(p < 0,005) nasion, w pigtym 92% (p < 0,005) nasion, a w szostym az 94% (p < 0,05) nasion.
Podczas gdy linia WT Col-0 kietkowata z wydajnoscia 43% w czwartym dniu, 59% w piatym
dniu i 84% w széstym dniu. Tym samym, linia MAPKKK180e w czwartym dniu obserwacji
osiagneta wyzszy procent kietkowania niz WT Col-0 w dniu szdstym. Natomiast nasiona
nokauta mapkkk18-2 kietkowaty wolniej w poréwnaniu z linig dzika - w czwartym dniu
osiggajac efektywno$¢ kietkowania na poziomie 33%, w pigtym 50%, a w széstym dniu analizy
67% (p <0,05) (Rys. 10B).
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Rysunek 10. MAPKKK18 reguluje proces kietkowania nasion

Efektywnos¢ kietkowania wyrazona w procentach w czwartym, pigtym i szostym dniu od wylozenia nasion
na $wiatlo. Analizowano nasiona linii WT Col-0, nasiona linii z nadekspresja genu MAPKKK18
(MAPKKKZ18o0e) i nasiona linii typu nokaut w genie MAPKKK18 (mapkkk18-2). Pozywke MS suplementowano
0,25 uM ABA (A), 0,5 uM ABA (B) lub 1 uM ABA (C).
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Na pozywce z dodatkiem 1 pM ABA réwniez wykazano wyrazne statystycznie istotne
réznice w efektywnosci kietkowania nasion poszczeg6lnych linii. Dla linii typu dzikiego
WT Col-0 i linii mapkkk18-2 zaobserwowano catkowite wstrzymanie procesu kietkowania
pod wptywem wysokiego stezenia ABA w analizowanych ramach czasowych. Efektywnos¢
kietkowania nasion linii MAPKKK180e wynosita 15% (p < 0,005) w czwartym dniu, 21%
(p < 0,005) w pigtym i 23% (p < 0,005) w szostym dniu obserwacji (Rys. 10C). Otrzymany
wynik pozwala stwierdzi¢, ze MAPKKK 18 funkcjonuje jako pozytywny regulator sygnalizacji
ABA podczas kietkowania u Arabidopsis.

5.3 Wplyw aktywnosci MAPKKKI18 na ruchy aparatow szparkowych

Aparaty szparkowe to wyspecjalizowane wytwory skorki stuzace do regulacji procesow
transpiracji 1 wymiany gazowe] (Zhang i wsp., 2015). Szparki odpowiadaja na szereg
czynnikow $§rodowiskowych 1 wewnatrzkomorkowych, a regulacja procesu zamykania
I otwierania aparatow szparkowych jest $cisle kontrolowana przez wiele czynnikow i $ciezek
sygnalizacyjnych, réwniez kaskad kinaz MAP (Jammes i wsp., 2009; Montillet i wsp., 2013;
Des Marais 1 wsp., 2014). Dotychczas udokumentowano udziat pojedynczych kinaz MAP
(MPK3/6/9/12) w procesie zamykania aparatow szparkowych w odpowiedzi na stres biotyczny
i ABA (Jammes i wsp., 2009; Montillet i wsp., 2013). Mechanizm zamykania aparatow
szparkowych zostal szczegdtowo opisany w rozdziale 1.3 (Wstep 1.3). Wykrycie czasteczek
ABA przez receptory komorek szparkowych prowadzi m.in. do produkcji czasteczek RFT
w komorkach szparkowych (Zhang i wsp., 2009). Podwyzszony poziom RFT prowadzi
do zwickszenia stezenia jonéw Ca?" w cytozolu, a nastepnie do aktywacji kanatéw jonowych,
zmiany turgoru komorki i zamknigcia poru aparatdow szparkowych (Lim 1 wsp., 2015).
Gen MAPKKK18 ulega silnej ekspresji w aparatach szparkowych i jest elementem sygnalizacji
ABA (Matsuoka 1 wsp., 2015; Mituta 1 wsp., 2015). Dlatego, by zbada¢, czy MAPKKK18
reguluje funkcjonowanie szparek, przeanalizowano apertur¢ aparatow szparkowych (Metody

4.8.1) w warunkach kontrolnych i w odpowiedzi na ABA, H20- i CaClo.

W  celu przeprowadzenia eksperymentu liScie 3-tygodniowych roslin linii
MAPKKK180e oraz dwdch niezaleznych linii typu nokaut w genie MAPKKK18
(mapkkk18-1 i mapkkk18-2), umieszczano w roztworze otwierajgcym, jak opisano w rozdziale
4.8.1 (Metody 4.8.1). Pomiar apertury (dlugos¢/szerokos¢ otworu szparkowego) prowadzono
zgodnie z metodg opisang w rozdziale 4.8.1 (Metody 4.8.1). Zaobserwowano, ze w warunkach

normalnych $rednia apertura szparki u roslin dzikich wynosita 0,52. Natomiast $rednia apertura
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szparki u nokautow w genie MAPKKK18 byta zblizona i wynosita 0,56 (p < 0,005)
u mapkkk18-1 oraz 0,54 u mutanta mapkkk18-2 (p < 0,05). Wynik ten wskazuje,
ze w porownaniu z linig WT Col-0 aparaty szparkowe obu linii nokautéw byty bardziej otwarte,
a apertura aparatu szparkowego u tych linii byta wyzsza: o 7,7% u mapkkk18-1 i o 3,8% dla
linii mapkkk18-2. Natomiast, w odniesieniu do linii dzikiej, u linii MAPKKK180e aparaty
szparkowe byty bardziej zamknigte — §rednia apertura szparki wynosita 0,42 (p < 0,005). Tym
samym, apertura aparatu szparkowego linii z nadekspresja MAPKKKI18 byta znaczaco
nizsza - 0 19,2% (Rys. 11A).

By sprawdzi¢ rolg MAPKKK 18 w odpowiedzi aparatow szparkowych na ABA, liscie
badanych linii ros$linnych ponownie umieszczano w buforze otwierajagcym z dodatkiem
15 uM ABA. Po inkubacji mierzono S$rednig apertur¢ szparki (Metody 4.8.1). W tych
warunkach $rednia apertura szparki roslin WT Col-0 wynosita 0,33, a apertura u mutantow
mapkkk18-1 i mapkkkl18-2 nieznacznie spadta i wynosita kolejno 0,5 (p < 0,005) i 0,51
(p < 0,005). Wynik ten dokumentuje, ze aparaty szparkowe obu linii nokautow byty o 50%
bardziej otwarte, niz aparaty ro$lin typu dzikiego. Jednoczesnie zaobserwowano bardzo silng
reakcje na ABA u linii MAPKKK180e w postaci catkowitego zamknigcia aparatow
szparkowych (Rys. 11B). Uzyskane wyniki pozwalaja stwierdzi¢, ze MAPKKK18 funkcjonuje
jako pozytywny regulator zamykania aparatow szparkowych pod wptywem ABA.

W kolejnym etapie doswiadczenia analizowano wplyw nadtlenku wodoru (H203)
na regulacje ruchéw aparatow szparkowych u mutantow w genie MAPKKK18 oraz u roslin
typu dzikiego. Po inkubacji liSci w buforze otwierajacym suplementowanym 1% H20z, $rednia
apertura aparatow linii WT Col-0 wynosita 0,33. Obie linie mutantéw typu nokaut
prezentowaly podobny poziom otwarcia 1 $rednig apertur¢ na poziomie: 0,41 (p < 0,005)
dla linii mapkkk18-1 oraz 0,4 (p < 0,005) dla linii mapkkk18-2. W porownaniu z linia WT Col-
0 aparaty szparkowe obu linii mutantow mapkkk18 byty otwarte szerzej - 0 24% szerzej
u mapkkk18-1 oraz o 21% szerzej u mapkkk18-2. Jak oczekiwano, aparaty szparkowe linii
MAPKKK180e byly znaczaco bardziej zamknigte (o 76% bardziej niz u linii kontrolnej),
a $rednia apertura szparek wynosita 0,08 (p < 0,005) (Rys. 11C).
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Rysunek 11. MAPKKK18 reguluje proces zamykania aparatow szparkowych
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Apertura aparatow szparkowych (szerokos¢ otworu szparkowego/dtugosé otworu szparkowego) u WT Col-0,
MAPKKK180e, mapkkk18-1, mapkkk18-2 w warunkach normalnych (A) i po indukcji 1% H»0, (B), 15 uM
ABA (C), 1 mM CacCl; (D). Stupki btgdow oznaczajg odchylenie standardowe. Pomiar6w dtugosci i szerokosci

otworu szparkowego dokonywano z wykorzystaniem oprogramowania NIS Elements (Nikon).

W ostatnim etapie eksperymentu liscie roslin inkubowano w buforze otwierajacym
z 1 mM CaCl,. Stwierdzono nastgpujace Srednie wartosci apertury: 0,47 dla liniit WT Col-0,
0,5 dla linii mapkkk18-1 (p < 0,005), 0,6 u mapkkk18-2 (p < 0,005) oraz jedyne 0,04 (p < 0,005)
dla linii MAPKKK180e. Zaobserwowano, ze aparaty szparkowe obu linii mutantow pozostaty
otwarte szerzej, niz aparaty szparkowe roslin typu dzikiego (o 6% dla linii mapkkk18-1
i az o 27,5% (p < 0,005) dla linii mapkkk18-2), podczas gdy aparaty szparkowe roslin
MAPKKK18oe byty bardziej zamknigte, o ponad 90% (p < 0,005) (Rys. 11D).

Podsumowujac, otrzymane wyniki potwierdzaja udzial MAPKKKI18 w regulacji
procesu zamykania aparatdw szparkowych. MAPKKKI18 dziata powyzej H20, oraz Ca?*

w regulacji sygnalizacji w aparatach szparkowych.
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5.4 Badanie lokalizacji subkomérkowej MAPKKK18

Kaskady kinaz MAP u Arabidopsis sa elementami wielu $ciezek sygnalizacyjnych
(Xu i Zhang, 2015). Kinazy MAP lokalizuja si¢ w wielu kompartmentach komérkowych, jak
jadro, cytoplazma, czy mitochondria (Liang i wsp., 2013; Choi i wsp., 2017; Lampard i wsp.,
2014) i zdolne sg do translokacji pomiedzy nimi (Wood i wsp., 2009; Ovecka 1 wsp., 2014).
Obecnie uwaza si¢, ze lokalizacja komoérkowa kinaz MAP ma zwigzek z ich aktywnoscia,
a do ewentualnej translokacji kinaz MAP pomig¢dzy kompartmentami komorkowymi dochodzi
w wyniku aktywacji biatka (Adachi i wsp., 1999; Turjanski i wsp., 2007). Z tego powodu
postanowiono sprawdzi¢, jak lokalizuje si¢ w komorce kinaza MAPKKKI18. Jednoczes$nie
wygenerowano dwa mutanty biatka MAPKKKI18 o zmienionej aktywnosci katalitycznej
(Metody 4.10.6) i =zbadano ich lokalizacj¢ subkomorkowa (Metody 4.11.4).
W toku eksperymentu udokumentowano, ze w warunkach normalnych dzika forma
MAPKKK18 lokalizuje si¢ na obszarze jadra komorkowego (Rys. 12A). Natomiast nieaktywna
katalitycznie forma biatka MAPKKK18X¥M  otrzymana w wyniku substytucji lizyny
na metioning w domenie wigzacej ATP, lokalizuje si¢ jadrowo i cytoplazmatycznie (Rys. 12B).
Nieoczekiwanie, podobng lokalizacj¢ obserwuje si¢ rowniez dla formy biatka o stalej
aktywnos$ci kinazowej (substytucja konserwatywnej treoniny 176 na kwas glutaminowy)
MAPKKK18™¢7E (Rys. 12C). Pozwala to przypuszczaé¢, ze MAPKKK18 moze pemié swoja
funkcje w roznych kompartmentach komorkowych, a lokalizacja biatka w danym
kompartmencie jest regulowana przez jego fosforylacje i defosforylacj¢. Postawiono

wigc pytanie: jakie czynniki wplywaja na dystrybucje MAPKKK18 w komorce?

Jak opisano w rozdziale 5.1 (Wyniki 5.1) MAPKKK18 ulega aktywacji specyficznie
pod wptywem ABA. Na tej podstawie postanowiono sprawdzi¢, czy egzogennie podany ABA
wptynie na lokalizacje subkomoérkowa MAPKKKI18. W tym celu protoplasty wyizolowane
z mezofilu Arabidopsis transformowano wektorem niosgcym biatko fuzyjne MAPKKK18-GFP
oraz wektorem z biatkiem CBP20-RFP (Metody 4.11.1), stanowigcym marker lokalizacji
jadrowej. Gen CBP20 koduje jadrowe biatko wchodzace w sktad kompleksu CBC wiazacego
czapeczke (7-metyloguanozyng) obecng na koncu 5’ transkryptow syntetyzowanych przez

polimeraze RNA II (Izaurralde 1 wsp., 1995).
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Rysunek 12. Lokalizacja subkomdérkowa MAPKKK18

(A) Dzika forma MAPKKK 18 lokalizuje si¢ jadrowo w protoplastach Arabidopsis. (B) i (C). Mutacje punktowe
zmieniajace aktywnos$¢ kinazowa MAPKKKI18 prowadza do zmiany lokalizacji subkomérkowej MAPKKK18
i pojawienia si¢ biatka w cytoplazmie. Jako wyznacznik lokalizacji jadrowej wykorzystano barwienie Hoechst

33342. Pasek skali: 100 um. Opracowanie na podstawie Mitula i in. (2015).

Nastepnego dnia, po wuzyskaniu przynajmniej 60% wydajnosci transformacji
w populacji protoplastow obserwowano lokalizacj¢ biatka MAPKKKI18 (Metody 4.11.4).
Po potwierdzeniu lokalizacji jadrowej MAPKKKI18, protoplasty traktowano 50 uM ABA
1 obserwowano zmiany lokalizacji kinazy w czasie 60 minut od rozpoczgcia traktowania.
Jednoczes$nie, jako kontrole negatywna protoplasty traktowano 0.01% roztworem metanolu
(substancja uzywana do przygotowania 1M roztworu wyjsciowego ABA). Jak pokazano
na rysunku 13, sygnat zielonej fluorescencji pochodzacy od biatka fuzyjnego MAPKKKI18-
GFP zarejestrowano na obszarze jadra komorkowego, a takze poza jego obszarem,
w otaczajacej jadro cytoplazmie. Nie udokumentowano zmiany lokalizacji MAPKKK18-GFP

w prébach traktowanych metanolem.
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Rysunek 13. MAPKKK18 zmienia lokalizacje subkomérkowa w wyniku traktowania

egzogennym ABA

MAPKKK18 lokalizuje si¢ jadrowo w warunkach kontrolnych (gérny rzad, 0”). Po 60 minutach od traktowania
protoplastow egzogennym 50 uM ABA, sygnat ziclonej fluorescencji obserwowano w jadrze komérkowym
i cytoplazmie (dolny rzad, 60°). Czerwona fluorescencja obserwowana na terenie jadra komérkowego pochodzi
od biatka fuzyjnego CBP20-RFP bedacego markerem lokalizacji jadrowej. W jednym powtdrzeniu
eksperymentu dokumentowano lokalizacj¢ dla przynajmniej 60 protoplastow. Eksperyment wykonano w trzech
powtdrzeniach biologicznych. Pasek skali: 100 pm.

Poniewaz MAPKKKI18-GFP zmienito lokalizacje subkomoérkowa pod wplywem
egzogennego ABA, postanowiono zbadaé, jak dynamicznie przebiega proces pojawiania
sie¢ MAPKKK18 poza obszarem jadra komorkowego. W tym celu, protoplasty ponownie
transformowano wektorami niosgcymi sekwencje kodujace biatko fuzyjne MAPKKK18-GFP
i CBP20-RFP (Metody 4.11.1), sprawdzano lokalizacjc MAPKKKI18 (Metody 4.11.4),
a nastepnie proby traktowano 50 uM ABA (Metody 4.11.1) bezposrednio na szkielku
mikroskopowym. Lokalizacie MAPKKKI18 w komorce pojedynczego protoplastu
dokumentowano w jednym preparacie w czasie 0, 15 i 30 minut od indukcji ABA, jak opisano

powyzej.
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Rysunek 14. Lokalizacja MAPKKK18 po traktowaniu protoplastow egzogennym ABA
Obserwacja pojedynczego protoplastu w czasie 35 minut od indukcji ABA. Protoplasty transformowano
konstruktem 35S:MAPKKK18:GFP. (A) Zielony sygnat fluorescencyjny na obszarze jadra komdrkowego 0 minut
od indukcji ABA. (B) Zielony sygnal fluorescencyjny poza obszarem jadra komorkowego 15 minut od indukcji
ABA. (C) Zielony sygnat fluorescencyjny na obszarze jadra i cytoplazmy 30 minut od indukcji ABA. Kontrole
lokalizacji jadrowej biatka stanowi CBP20-RFP. Pasek skali: 100 pm.

Zaobserwowano  obecnos¢ MAPKKKI18-GFP poza jadrem komorkowym
juz po 15 minutach od rozpoczecia traktowania ABA (Rys. 14). Wynik ten pozwala wysnué
wniosek, ze MAPKKKI1S8 jest usuwana z jadra komorkowego pod wplywem ABA,

a obserwowane obrazy nie sg efektem syntezy de novo biatka w cytoplazmie.

W oparciu o uzyskane wyniki, postanowiono sprawdzi¢, czy za transport MAPKKK18
z jadra komorkowego do cytoplazmy pod wplywem dzialania ABA odpowiada mechanizm
zwigzany z aktywnos$cig poru jadrowego. Za eksport biatek z jadra u Arabidopsis odpowiada
biatka homologiczne XPOla i XPO1b, ktore rozpoznaje motyw eksportu z jadra komorkowego
- NES (ang. Nuclear Export Signal) (Meier i Brkljacic, 2010). Do kompleksu biatko-XPOZla/b
dotagczona zostaje GTPaza Ran i kompleks jest w takiej formie eksportowany z jadra

do cytoplazmy. W cytoplazmie dochodzi do dysocjacji kompleksu w wyniku hydrolizy
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czasteczki Ran-GTP do Ran-GDP, co prowadzi do uwolnienia biatka wewnatrz jadra
(Krichevsky 1 wsp., 2006). Majac na uwadze, ze translokacja MAPK pomiedzy
kompartmentami komorkowymi odbywa si¢ przez kompleks poru jadrowego (Adachi 1 wsp.,
2000), postanowiono zbadaé, czy réwniez MAPKKK 18 jest aktywnie eksportowana z jadra
komorkowego. W tym celu w eksperymencie wykorzystano leptomycyne B (LMB), inhibitor
eksportyn jadrowych (Kudo i wsp., 1998). Leptomycyna B przylacza si¢ kowalencyjnie
do konserwatywnej cysteiny w sekwencji eksportyn jadrowych u Arabidopsis, uniemozliwiajgc
im interakcje z sekwencjami NES biatek 1 w efekcie blokuje ich eksport z jadra komorkowego

(Meier i Brkljacic, 2010).

Analizy z uzyciem LMB wykonano w systemie przejsciowej ekspresji w protoplastach
wyizolowanych z mezofilu Arabidopsis (Metody 4.11.1). Po transformacji protoplastow
konstruktem MAPKKK18-GFP i potwierdzeniu lokalizacji jadrowej MAPKKK18-GFP
metoda mikroskopowa (Metody 4.11.4) (Rys. 15, rzad A) probe podzielono na dwie réwne
czedei (ok. 4 x 10% protoplastow w probie). Nastepnie jedng populacje protoplastow traktowano
LMB przez trzy godziny. Drugg populacje protoplastow (stanowigca kontrole traktowania)
poddano dziataniu metanolu przez trzy godziny. Po inkubacji i potwierdzeniu lokalizacji
jadrowej biatka MAPKKK18-GFP proby traktowano 50uM ABA (rzad C, E) lub tg samg
objetoscig metanolu przez jedng godzine (Rys. 15, rzad B, D).

W  wyniku przeprowadzonego eksperymentu w populacji  protoplastow
nietraktowanych LMB i traktowanych ABA (-LMB +ABA) sygnat zielonej fluorescencji
obserwowano poza obszarem jadra komorkowego (Rys. 15, rzad C). Jednoczesnie w populacji
protoplastow traktowanych zarowno LMB, jak i ABA (+LMB +ABA) obserwowano sygnat
zielonej fluorescencji jedynie na obszarze jadra komorkowego (Rys. 15, rzad E). Lokalizacje
jadrowa obserwowano takze dla pozostatych populacji kontrolnych, tj. nietraktowanych LMB
I ABA (-LMB -ABA) (Rys.15, rzad B) oraz traktowanych LMB i nietraktowanych ABA
(+LMB -ABA) (Rys. 15, rzad D).
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Rysunek 15. Leptomycyna B hamuje eksport MAPKKK18 z jadra komérkowego

+ LMB (3h)

do cytoplazmy

Protoplasty transformowano konstruktem MAPKKK18-GFP a nastgpnie traktowano leptomycyna B o stezeniu
30 nM i 50 uM ABA. (A) Przed traktowaniem obserwowano zielong fluorescencj¢ na obszarze jadra
komorkowego. (B) Transformowane protoplasty traktowane kontrolnie metanolem. (C) Transformowane
protoplasty traktowane egzogennym 50 pM ABA. (D) Transformowane protoplasty traktowane
30 nM leptomycyna. (E) Transformowane protoplasty traktowane jednoczesnie 30 nM leptomycyng i 50 uM
ABA. Marker lokalizacji jadrowej stanowi CBP20-RFP. Pasek skali: 100 pm.

Na podstawie otrzymanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze ABA reguluje lokalizacje
komorkowa MAPKKK18. Pod wplywem ABA MAPKKKI1S8 jest aktywnie eksportowana

z jadra komorkowego przez por jadrowy.
5.5 Analiza oddzialywan MAPKKKI18 z bialkami rdzeniowej sygnalizacji ABA

Wyniki badan prowadzonych w Zaktadzie Biotechnologii wskazywaty, ze ekspresja
MAPKKKI18 jest regulowana przez fosfataze biatkowa ABI1 (Ludwikéw i wsp., 2009).
ABII nalezy do grupy A fosfataz biatkowych 2C i jest elementem kompleksu rdzeniowego
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sygnalizacji ABA (Gosti i wsp., 1999; Weiner i wsp., 2010; Zhao i wsp., 2014; Kong i wsp.,
2015; Tajdel i wsp., 2016). Fosfataza biatkowa ABI1 jest uznawana za kluczowy negatywny
regulator sygnalizacji ABA i uczestniczy w regulacji procesow rozwojowych i odpowiedzi
na stresy srodowiskowe (Arend i wsp., 2009; Lu 1 wsp., 2015). W komoérce ABA wigze si¢
z receptorami ABA — biatkami PYR/PYL/RCAR (Nishimura i wsp., 2009; Zhao i wsp., 2014).
Dopiero w obecnos$ci podwyzszonego poziomu ABA w komorce, receptory ABA w wyniku
zmian konformacyjnych wigza ABII, co umozliwia autoaktywacj¢ ABA-zaleznych kinaz

SnRK2 (Cutler i wsp., 2010).

Poniewaz MAPKKK18 jest kinaza aktywowang przez ABA postanowiono sprawdzi¢
czy kaskada kinaz MAP, rozpoczynajaca si¢ od MAPKKK18, komunikuje si¢ z kompleksem
rdzeniowym sygnalizacji ABA. W pierwszym etapie eksperymentu analizowano,
czy MAPKKK18 oddzialuje z fosfataza biatlkowa ABIl. Wczedniejsze badania wykazaty,
ze ABI1 moze regulowac¢ aktywnos$¢ kinaz MAP (Leung i wsp. 2006). Analizowano takze
oddziatywania pomigdzy MAPKKKI18 a fosfataza biatkowa ABI2, ktérej podobienstwo
sekwencji aminokwasowej do biatka ABII wynosi 80%. Analizy prowadzono z uzyciem
techniki BIFC (Metody 4.11.3). W protoplastach wyizolowanych z mezofilu Arabidopsis
(Metody 4.11.3) przeprowadzono koekspresj¢ biatka fuzyjnego MAPKKK18 z przylaczonym
C-koncowym fragmentem biatka fluorescencyjnego CFP (MAPKKKI18-cCFP) oraz biatek
ABI1 lub ABI2 w fuzji z N-koncowym fragmentem biatka fluorescencyjnego Venus
(ABI1/ABI2-nVenus). Wszystkie analizy prowadzono w kolokalizacji z biatkem CBP20
(mniejsza podjednostka kompleksu jadrowego wigzacego kap) w N-koncowej fuzji z RFP,

stanowiacym jednoczesnie kontrole transformacji i marker lokalizacji jadrowe;.

W protoplastach transformowanych parg wektoréw kodujacych MAPKKK18 i ABI1
(Metody 4.11.3) zarejestrowano odtworzenie struktury biatka fluorescencyjnego w postaci
sygnatu o zielonej fluorescencji (Rys. 16, gorny rzad). Sygnat obserwowano na terenie jadra
komodrkowego, co potwierdza kolokalizacja sygnatlu z czerwong fluorescencja markera
jadrowego, biatka CBP20-RFP. Natomiast nie obserwowano zielonej fluorescencji dla pary
MAPKKK18 i ABI2 (Rys. 16, dolny rzad). Otrzymane wyniki wskazuja, ze MAPKKK18
specyficznie oddziatuje z fosfataza biatkowa ABI1.

70



Zlozenie BiFC CBP20-RFP

Rysunek 16. MAPKKK18 oddzialuje specyficznie z fosfataza bialkowa ABI1
Koekspresja biatka MAPKKKI18-cCFP z ABI1-nVenus (pierwszy rzad) i ABI2-nVenus (drugi rzad).

MAPKKK18

W przypadku odtworzenia biatka fluorescencyjnego obserwuje si¢ fluorescencje koloru zielonego. Koekspresja
pary biatek fuzyjnych MAPKKKI18-cCFP i ABI1-nVenus w systemie ekspresji przejSciowej pozwolita
zaobserwowaé fluorescencje zlokalizowana na obszarze jadra komorkowego. Kontrole transformacji
i lokalizacji jadrowej stanowito CBP20-RFP (czerwona fluorescencja). W jednym powtorzeniu eksperymentu
udokumentowano co najmniej 60 protoplastow. Eksperyment wykonano w 3 powtoérzeniach biologicznych.
Pasek skali: 100 pm.

W kolejnej czesci eksperymentu analizowano, czy MAPKKK18 oddziatuje z kinaza
SnRK2 z podgrupy 3 regulowang przez ABA, stanowigca istotny element kompleksu
rdzeniowej sygnalizacji ABA (Weiner i wsp., 2010; Gonzalez-Guzman i wsp., 2012; Kulik
I wsp., 2012;). Jako potencjalnego partnera do oddziatywania z MAPKKKI18 wytypowano
kinaz¢ SnRK2.6/0OST1. Kinaza SnRK2.6/OSTT1 jest biatkiem silnie zaangazowanym w proces
zamykania aparatow szparkowych regulowany przez ABA. Wczesniejsze wyniki dokumentujg
wplyw SnRK2.6/0OST1 na aktywno$¢ kinazy MAPKKK 18 — u nokauta snrk2.6 obserwuje sie
zniesienie aktywnos$ci kinazowej MAPKKK 18 (Mituta 1 wsp., 2015). Badanie oddziatywan
pomiedzy MAPKKKI18 i SnRK2.6/OST1 przeprowadzono z wykorzystaniem techniki BiFC
(Metody 4.11.3). Protoplasty przygotowane metoda opisang w rozdziale 4.11.1 (Metody,
4.11.1) transformowano konstruktami zawierajgcymi sekwencj¢ biatek fuzyjnych
MAPKKK18-cCFP i SnRK2.6-nVenus. Biatko CBP20-RFP uzyto jako kontrolg transformacji

1 lokalizacji jadrowe;j.
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Rysunek 17. Analiza oddzialywan pomiedzy MAPKKKI18 i SnRK2.6/0ST1

z wykorzystaniem techniki BiFC

Koekspresja biatka MAPKKK18-cCFP z SnRK2.6-nVenus. Zielong fluorescencje obserwowano na obszarze
jadra komorkowego, a takze cytoplazmy w przypadku 10% transformowanych protoplastow. Kontrole
transformacji i lokalizacji jadrowej stanowito CBP20-RFP (czerwona fluorescencja). W jednym powtdrzeniu
eksperymentu dokumentowano lokalizacje dla przynajmniej 60 protoplastow. Eksperyment wykonano w trzech

powtdrzeniach biologicznych. Pasek skali: 100 pum.

W protoplastach  koeksprymujacych par¢ MAPKKKI8 1 SnRK2.6/0ST1
udokumentowano zielong fluorescencje na terenie jadra komorkowego. Sygnat oddziatywania
MAPKKK18-SnRK2.6/0OST1 pokrywat si¢ z lokalizacja czerwonej fluorescencji biatka
CBP20-RFP. W przypadku 10% protoplastow obserwowano takze sygnat zielonej fluorescencji
poza obszarem jadra komérkowego (Rys. 17). Wyniki analizy potwierdzaja, ze MAPKKK18
oddzialuje bezposrednio z przedstawicielem kinaz SnRK2 podgrupy 3 - SnRK2.6/OST.
Tym samym, otrzymane w tej czesci pracy wyniki dowodza, ze MAPKKKI18 oddzialuje
bezposrednio z waznymi elementami rdzeniowej sygnalizacji ABA — fosfataza biatkowa ABI1

1 kinazg SnRK2.6/0OSTT1.

56 Rola MAPKKK18 w regulacji rozwoju aparatow szparkowych

Rozwoj aparatow szparkowych jest bardzo zlozonym procesem regulowanym przez
czynniki genetyczne i Srodowiskowe, jak na przyktad $wiatto i stezenie CO2 (Dow i wsp., 2014;
Zhang 1 wsp., 2015). Spo$rod roslinnych hormondw niezwykle istotng role w rozwoju szparek
odgrywa ABA. Wiadomo, ze ABA funkcjonuje jako regulator rozwoju aparatow szparkowych
i hamuje inicjacje procesu roznicowania szparek (Lake i Woodward, 2008; Tanaka i wsp., 2013;

Iida 1 wsp., 2016). W ostatniej dekadzie opisano udziat kaskad kinaz MAP w regulacji
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aktywnosci czynnika transkrypcyjnego SPCH (ang. Speechless) oraz w pozniejszych etapach
rozwoju aparatow szparkowych. Kluczowa role w tym procesie odgrywa kaskada YODA-
MKK4/MKK5-MPK4/MPKG6 oraz MKK7 i MKK9 (Bergmann i wsp., 2004; Wstep 1.2). Majac
na uwadze wyniki dotychczasowych badan oraz fakt, iz MAPKKK18 ulega silnej ekspresji
w aparatach szparkowych (Matsuoka i wsp., 2015), w niniejszej pracy postanowiono zbadac,
czy MAPKKKI18 jest istotnym czynnikiem wptywajacym na rozwdj aparatow szparkowych.
W tym celu analizowano tzw. gesto$¢ wystgpowania szparek (ang. Stomatal Index, Sl)
(Haworth 1 wsp., 2010), wyrazong poprzez stosunek liczby aparatéw szparkowych do liczby
wszystkich komorek epidermy badanego obszaru skorki. Parametr SI zostal wprowadzony
w 1928 roku przez Salisburego (Salisbury, 1928), jako alternatywa dla parametru SD (ang.
Stomatal Density), ktory rowniez opisuje zaggszczenie aparatow szparkowych, ale wyrazone
poprzez iloéé aparatow szparkowych na mm? epidermy. Tym samym, na warto$é SD ma wptyw
zardwno ilo$¢ aparatow szparkowych, jak 1 wielko§¢ komorek, ktora to jest zalezna od wielu
parametroéw, takich jak stezenie COq, ilos¢ $wiatlta, czy wilgotnos¢ (Royer, 2000; Haworth
i wsp., 2010). Parametr Sl opisuje natomiast stosunck ilosciowy pomigdzy aparatami
szparkowymi, a pozostatymi komdrkami epidermalnymi. Z tego powodu wykorzystanie
parametru SI do analizy dostarcza wigcej informacji na temat podziatow komorek linii

roéznicowania szparek W rozwijajacej si¢ epidermie.

W celu uchwycenia zmian struktury epidermy na etapach zaleznych od aktywno$ci
czynnikéw SPCH/MUTE/FAMA (Wstep 1.2) obserwowano i dokumentowano powierzchnig
skorki na spodniej stronie liscieni Arabidopsis w szostym 1 dziesigtym dniu
od wylozenia na $§wiatlo. Obserwacj¢ prowadzono w pojedynczej ramce o wymiarach 450x330
um, a nastgpnie zliczano ilo$¢ aparatdow szparkowych oraz pozostatych komorek
epidermalnych. Za dojrzaty aparat szparkowy uznawano twoér epidermy sktadajacy sie z dwoch
komorek przyszparkowych otaczajacych por szparki. Wszystkie inne komorki,
w tym niedojrzate aparaty szparkowe (przed podzialem zwigzanym z czynnikiem FAMA),

uznawano za inne komorki epidermalne (Tanaka i wsp., 2013).

Majagc na uwadze powyzsze, w niniejszej pracy analizy Sl przeprowadzono
na liscieniach szescio- i dziesigciodniowych siewek A. thaliana linii typu dzikiego WT Col-0,
linii roslinnej z nadekspresja biatka MAPKKK 18 (MAPKKK180e) oraz dwoch niezaleznych
linii typu nokaut w genie MAPKKK18 (mapkkk18-1, mapkkk18-2), zgodnie z protokotem
opisanym w rozdziale 4.8.2 (Metody 4.8.2).
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Rysunek 18. Aktywno$¢ genu MAPKKKI18 wplywa na zageszczenie aparatéw
szparkowych w epidermie 6-dniowych licieni Arabidopsis

Pogladowe ryciny fragmentow epidermy 6-dniowych liscieni Arabidopsis linii typu dzikiego WT Col-0, linii
z nadekspresja biatka MAPKKK18 (MAPKKK180e), dwoch niezaleznych linii typu nokaut genu MAPKKK18
(mapkkk18-1, mapkkk18-2) i mutantéw mkk7 oraz u mutanta podwdjnego mkk7mapkkk18-1. Aparaty szparkowe

oznaczono na niebiesko. Pasek skali: 50 pm.

W sz6stym dniu rozwoju li§cieni Arabidopsis warto$ci parametru SI dla analizowanych
linii przedstawialy si¢ nastepujaco: WT Col-0 0,2855, MAPKKK180e 0,3091, mapkkk18-1
0,2543 i mapkkk18-2 0,2434 (Rys. 18). U linii MAPKKK180e obserwowano podwyzszenie
liczby aparatéow szparkowych o 8% (p < 0,005), przy podobnej liczbie pozostatych komorek
epidermy (Rys. 19A), co przetozylo si¢ na wartos¢ SI wyzsza o 8% (p < 0,005) (Rys. 19B).
Zarowno u linii mapkkk18-1, jak i mapkkk18-2 wykryto zmniejszenie zageszczenia aparatow
szparkowych 1 w obu przypadkach bylo ono spowodowane zmniejszong czestoscig
wystepowania szparek, a takze obnizeniem ogélnej liczby pozostatych komorek epidermy.
U linii mapkkk18-1 obserwowano obnizenie wartosci SI o 11% (p < 0,005) (Rys. 19B)
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wynikajace ze zmniejszenia liczby aparatow szparkowych o 31% (p < 0,005) i pozostatych
komérek epidermalnych o 17% (p < 0,005) (Rys. 19A). Natomiast u linii mapkkk18-2
udokumentowano obnizenie wartos$ci SI o 15% (p <0,005) (Rys. 19B), ktére mozna ttumaczy¢
zmniejszeniem liczby aparatow szparkowych o 20% i innych komorek epidermalnych jedynie

0 3%, jednakze obserwowana warto$¢ jest statystycznie istotna (p< 0,05) (Rys. 19A).
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Rysunek 19. MAPKKK18 reguluje proces tworzenia aparatow szparkowych
w epidermie 6-dniowych liScieni Arabidopsis

(A) Tlos¢ komoérek w epidermie 6-dniowych liscieni linii mapkkk18-1, mapkkk18-2, MAPKKK18oe, mkk7
i mkk7mapkkk18-1. Wartosci przedstawiono jako procent wartosci udokumentowanej dla roslin typu dzikiego.

(B) Wartos¢ SI u analizowanych linii.
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Poniewaz powyzsze analizy wykazaty pozytywny wptyw MAPKKKI18 na rozwdj
aparatow szparkowych, w kolejnych eksperymentach uwzgledniono dodatkowe linie
mutantow. Wiadomo, iz kaskada YODA-MKK7/MKK9-MPK3/MPK6 reguluje podziaty
komorek linii réznicowania szparek zar6wno na wczesnych, jak i pdzniejszych etapach rozwoju
epidermy (Lampard i wsp., 2009) - proces ten opisano szczegolowo w rozdziale
1.3 (Wstep 1.3). Postanowiono wigc sprawdzié, czy rola MAPKKK18 w rozwoju szparek jest
powigzana z aktywnos$cig kaskady YODA-MKK7/MKK9, ktora pelni podobng funkcje
co kaskada YODA-MKK4/MKK5-MPK4/MPK6 (Lampard i wsp., 2009). W tym celu,
w badaniach uwzgledniono lini¢ typu nokaut w genie MKK7 (mkk7) i lini¢ podwojnego nokauta
w genach MAPKKK18 i MKK7 (mkk7mapkkk18-1).

Jak oczekiwano, w szo6stym dniu rozwoju li§cieni Arabidopsis zaobserwowano wyrazne
zmiany w strukturze epidermy u mutantéw mkk7 i mkk7mapkkk18-1. Otrzymane warto$ci SI
w badanych liniach byly wyraznie obnizone w poréwnaniu z linig typu dzikiego i wynosity
0,202 dla linii mkk7 i 0,212 dla linii mkk7mapkkk18-1 (Rys. 18). Obnizenie zaggszczenia
szparek 0 30% (p < 0,005) dla linii mkk7 (Rys. 19B) byto spowodowane zwigkszeniem 0 93%
liczby innych komdrek epidermalnych (p < 0,005) oraz 20% zwigkszeniem liczby aparatow
szparkowych (p <0,005) (Rys. 19A). W linii mkk7mapkkk18-1 26% zmniejszenie zaggszczenia
szparek (p < 0,005) (Rys. 19B) bylo rowniez efektem zwiekszenia ogélnej liczby komorek
skorki. W epidermie tej linii udokumentowano o 20% wigcej komorek epidermalnych
niebedacych komorkami szparkowymi (p < 0,005) i o 5% wigcej szparek (p < 0,005),
w porownaniu z linig WT Col-0 (Rys. 19A). Podsumowujac, zarowno MAPKKK18, jak
1 MKK?7 uczestnicza w rozwoju szparek na wczesnym etapie. Zdaja si¢ jednak petnic
przeciwstawne role — aktywnos¢ MAPKKKI18 promuje rozwdj aparatow szparkowych,

natomiast MKK7 ogranicza pierwsze podziaty komorek linii réznicowania szparek.

Obiektem drugiej czgsci badan byly 10-dniowe liscienie  Arabidopsis.
Dla analizowanych linii udokumentowano nast¢pujace wartosci SI: 0,289 WT Col-0, 0,317
MAPKKK180e, 0,248 mapkkk18-1, 0,2356 mapkkk18-2, 0,301 mkk7 i 0,262
dla mkk7mapkkk18-1 (Rys. 20). Ponownie u liniit MAPKKK180e obserwowano zwigkszone,
o 34%, zageszczenie szparek (p < 0,005), jednak wykryto rowniez podwyzszong liczbg
pozostatych komorek epidermalnych, o 17% (p < 0,005) (Rys. 21A), co przetozyto si¢
na warto$¢ SI wyzszg o 9% (p < 0,005) (Rys. 21B). U linii mapkkk18-1 i mapkkk18-2
zaobserwowano obnizenie wartosci SI o 15% u linii mapkkk18-1 (p < 0,005) i 0 19% u linii
mapkkk18-2 (p < 0,005) w poréwnaniu z linia WT Col-0 (Rys. 21A-B). Obie linie nokaut
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charakteryzowaty si¢ podobnym zageszczenie szparek w skorce, jednak obnizenie parametru
SI wynikato z innych przyczyn. U linii mapkkk18-1 obserwowano (Rys. 21B) zaréwno
zmniejszenie liczby aparatow szparkowych o 23% (p < 0,005), jak i 5% zmniejszenie liczby
pozostatych komorek epidermalnych (p < 0,05) (Rys. 21A). Natomiast u linii mapkkk18-2
udokumentowano jedynie 0 6% mniej aparatdw szparkowych (p < 0,005), ale zaobserwowano
24% wzrost liczby pozostatych komorek epidermalnych (p < 0,005) (Rys. 21A). Analiza
10-dniowych siewek potwierdza wczesniejsze obserwacije i pozwala opisaé pozytywng role

MAPKKK18 w procesie tworzenia aparatow szparkowych.

WT Col-0 mapkkkl8-1 mapkkkl18-2

(SI 0,285459) (SI 0,247425) (SI 0,235975)
4

P

;
N c
9

MAPKKKI18o0e mkk7 mkk7mapkkkl 8-1
(S10,31724) (S10,29963) (S10,26207)

Rysunek 20. Aktywno$¢ genu MAPKKKI18 wplywa na zageszczenie aparatow

szparkowych w epidermie 10-dniowych liScieni Arabidopsis

Pogladowe ryciny fragmentéw epidermy 10-dniowych liscieni Arabidopsis linii typu dzikiego WT Col-0, linii
z nadekspresja biatka MAPKKK 18 (MAPKKK180e), dwdch niezaleznych linii typu nokaut genu MAPKKK18
(mapkkk18-1, mapkkk18-2) i mutantéw mkk7 oraz podwdjnego mutanta mkk7mapkkk18-1. Aparaty szparkowe

oznaczono na niebiesko. Pasek skali: 50 pm.
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Rysunek 21. MAPKKK18 reguluje proces tworzenia aparatow szparkowych
w epidermie 10-dniowych liScieni Arabidopsis

(A) Ilos¢ komoérek w epidermie 10-dniowych liscieni linii mapkkk18-1, mapkkk18-2, MAPKKK18oe, mkk7
i mkk7mapkkk18-1. Warto$ci przedstawiono jako procent liczby udokumentowanej dla ro$lin typu dzikiego.

(B) Warto$¢ SI dla epidermy analizowanych linii.

Nieoczekiwanie, analiza linii mkk7 w dziesigtym dniu rozwoju nie wykazata
poglebienia fenotypu obserwowanego w szOstym dniu wzrostu siewek. Przeciwnie,
w porownaniu z linig WT Col-0, liczba aparatow szparkowych na liScieniu linii mkk7 byta
0 9% nizsza (p < 0,005) (Rys. 21A), podczas gdy liczba innych komérek epidermalnych
obnizyta si¢ 0 15% (p < 0,005). W efekcie, warto$¢ gestosci wystepowania szparek w skorce

linii mkk7 byta znaczgco nizsza, jedynie 0 4% od linii WT Col-0 (p < 0,005) (Rys. 21B).
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Poréownujac z WT-Col-0, u linii mutanta mkk7mapkkk18-1 takze obserwowano 9% spadek
zageszczenia szparek w epidermie (p < 0,005) (Rys. 21B). Przyczyng obserwowanego fenotypu
dla tego mutanta byta mniejsza ogdlna liczba komorek w skorce — w tym o 18% (p< 0,005)
mniejsza liczba aparatow szparkowych i jedynie 0 6% (p < 0,005) mniejsza liczba pozostatych
komorek epidermalnych (Rys. 21A). Wyrazne zblizenie fenotypu linii mkk7mapkkk18-1
pozwala wysnu¢ wniosek, ze na poézniejszych etapach rozwoju aparatéw szparkowych §ciezki
sygnalizacyjne zwigzane z aktywnos$cig MKK7 1 MAPKKKI18 naktadajg si¢ i promuja

tworzenie aparatow szparkowych.

Podsumowujac, udokumentowane obserwacje wskazuja na wyrazny udziat
MAPKKKI18 w regulacji podzialdéw komorek linii réznicowania szparek w epidermie liScieni
Arabidopsis. Wyniki uzyskane z analizy linii mutantow mkk7 i mkk7mapkkk18-1 pozwalaja
przypuszczaé, ze regulacja procesu tworzenia szparek przez MAPKKKI18 jest niezalezng

sciezka od kaskady YODA-MKK?7.

5.7 Analiza oddzialywan MAPKKK18 w kaskadach kinaz MAP

Na podstawie uzyskanych wczesniej wynikow postanowiono sprawdzi¢ czy zaburzenia
podziatbw komorek linii roéznicowania szparek obserwowane w linii  mutanta
mkk7mapkkk18-1 moga by¢ efektem oddziatywania pomigdzy MAPKKK18 i MKK?7. Kinazy
MAPKKK charakteryzuja si¢ mala specyficznoscia 1 potrafig fosforylowa¢ kilka MAPKK,
rozpoczynajac tym samym rézne kaskady kinaz MAP (Rodriguez i wsp., 2010). Wczesniejsze
analizy oddziatywan z wykorzystaniem dwuhybrydowego systemu drozdzowego wskazaty
MKK3 i MKK7 jako potencjalne substraty MAPKKK18 (Tajdel, nieopublikowane; Jagodzik,
praca magisterska, 2011). Dwie wytypowane kinazy MAP - MKK3 i MKK?7 - fosforyluja
kinaze MPK6, ktora jest silnie powigzana z rozwojem i aktywno$cig aparatow szparkowych
(Doczi i wsp., 2007; Takahashi i wsp., 2007; Wang. i wsp., 2007). Postawiono wiec hipoteze,
ze obie MAPKK oddzialujg z MAPKKK18. Ponadto, najnowsze dane literaturowe wskazuja
na udzial MKK5 w regulacji procesu rozwoju aparatow szparkowych (Li i wsp., 2016).

Dlatego, na dalszym etapie analiz uwzgledniono rowniez i t¢ kinazg¢ MAP.

Analizy z wykorzystaniem narzedzi bioinformatycznych wykazaty, ze MAPKKKI18,
MKKS5 i MKK7 moga wystgpowaé w réznych kompartmentach komérkowych. Dane zebrane
w bazie SUBA4 (Hooper i wsp., 2017) wskazujg, ze MKKS lokalizuje si¢ wylacznie w aparacie
Golgiego, a MKK7 wylacznie w mitochondriach (SUBA4, dane na dzien 30.11.2017).
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Natomiast badania eksperymentalne wskazuja, ze biatko MKKS5 kolokalizuje si¢ z biatkiem
EDRI1 gléwnie na obszarze cytoplazmy, ale takze na obszarze jadra komorkowego (Zhao i wsp.,
2014). Lampard i wsp. réwniez udokumentowali lokalizacje cytoplazmatyczng i jadrowa
MKKS5 o permanentnej aktywnosci (Lampard 1 wsp., 2014). Inne badania zespotu Lampard
1 wsp. (2014) wykazuja, ze MKK7 lokalizuje si¢ w mitochondriach aparatow szparkowych
Arabidopsis i ta lokalizacja jest niezbedna do regulacji rozwoju aparatow szparkowych przez
MKK?7 (Lampard i wsp., 2014). Dlatego, aby zbada¢ potencjalne oddziatywania pomig¢dzy
MAPKKK18 i wybranymi MKK ponownie uzyto metody BiFC (Metody 4.11.3). W tym celu
przeprowadzono nadekspresje¢ MAPKKKI8 z C-koncowym fragmentem biatka CFP
przytaczonym na jego koncu aminowym (MAPKKK18-nCFP) w koekspresji z potencjalnymi
partnerami biatkowymi w fuzji z N-koncowym fragmentem biatka fluorescencyjnego Venus.
Do analiz wytypowano MKK3 (MKK3-nVenus), MKK5 (MKK5-nVenus) oraz MKK7
(MKK7-nVenus). Do przeprowadzenia nadekspresji biatek fuzyjnych i obserwacji
mikroskopowych wykorzystano, jak w poprzednich eksperymentach, protoplasty uzyskane
z komorek migkiszu liSci Arabidopsis. Wszystkie analizy prowadzono w kolokalizacji
z biatkiem fuzyjnym CBP20-RFP, stanowigcym jednocze$nie kontrole transformacji i marker

lokalizacji jadrowe;.

Po transfekcji protoplastow konstruktami MAPKKK18 i MKK3 z przytagczonymi
komplementarnymi  fragmentami biatka fluorescencyjnego zaobserwowano zielona
fluorescencje potwierdzajaca oddzialywanie migdzy badanymi biatkami na obszarze jadra
komorkowego. Lokalizacja oddziatywania MAPKKK18-MKK3 pokrywala si¢ z czerwong
fluorescencja biatka CBP20. Jednakze oddzialywanie pomigdzy MAPKKKI18 i MKK3
w postaci jednorodnego skupiska obserwowano takze poza obszarem jadra komodrkowego

u 10% analizowanych protoplastow (Rys. 22, pierwszy rzad).

Analogiczne analizy majace na celu weryfikacj¢ oddziatywan miedzy MAPKKKIS,
a MKKS5 i MKK?7 nie daty pozytywnych wynikow - nie zaobserwowano odtworzenia
kompleksu biatka fluorescencyjnego. Analiza ta wskazuje, ze zarowno MKKS5 jak i MKK7, nie
s partnerami MAPKKK 18 w kaskadzie kinaz MAP rozpoczynajacej si¢ od MAPKKK18 (Rys.
22, drugi i trzeci rzad).
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Rysunek 22. MAPKKK18 oddzialuje z MKK3 i nie oddzialuje z MKKS5 i MKK?7

Efekt koekspresji biatka MAPKKK18-cCFP z MKK3-nVenus (pierwszy rzad), MKK5-nVenus (drugi rzad)
i MKK7-nVenus (trzeci rzad). W przypadku odtworzenia biatka fluorescencyjnego obserwuje sie fluorescencje
koloru zielonego. Przejsciowa koekspresja pary MAPKKK18-cCFP i MKK3-nVenus pozwolita na odtworzenie
kompleksu biatka reporterowego i obserwacje¢ fluorescencji zlokalizowanej na obszarze jadra komérkowego,
ale rowniez cytoplazmy dla 10% protoplastow. Kontrole transformacji i lokalizacji jadrowej stanowito CBP20-
RFP (czerwona fluorescencja). W jednym powtdrzeniu eksperymentu dokumentowano lokalizacje dla
przynajmniej 60 protoplastow. Eksperyment wykonano w trzech powtorzeniach biologicznych. Pasek skali:
100 pm.
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6. Dyskusja

Nadrzgdnym celem pracy bylo poznanie i opisanie $ciezki sygnalizacyjnej kwasu
abscysynowego regulowanej przez MAPKKK18. W tym celu, w pierwszym etapie prac
analizowatem mechanizmy regulujace aktywnos¢ MAPKKKI18 (Rys. 9), identyfikowatem
procesy biologiczne regulowane przez MAPKKKI18 1 powigzane z sygnalizacja ABA
(Rys. 10, 11). W kolejnym etapie prac poszukiwano partnerow MAPKKK18 w kaskadach kinaz
MAP oraz oddzialywania z bialkami rdzeniowej sygnalizacji ABA (Rys. 16, 17, 22).
W ostatnim etapie prac zbadano wptyw MAPKKKI18 na rozwdj aparatow szparkowych
w epidermie licieni Arabidopsis (Rys. 18, 20). Wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie
wskazuja na precyzyjng kontrole transdukcji sygnalu ABA poprzez kaskady kinaz MAP
u Arabidopsis. Zaprezentowane wyniki ukazuja réwniez szerokie spektrum procesow

regulowanych przez MAPKKK18 poprzez $ciezki sygnalizacyjne ABA.

6.1 Specyficzno$é¢ indukcji aktywnosci kinazowej MAPKKKI18

W  przedstawionej pracy, aby okresli¢ mechanizmy aktywacji MAPKKKIS,
postanowiono zbada¢ jakie fitohormony indukujg aktywno$¢ kinazowa MAPKKK18. W tym
celu przeprowadzono testy aktywnosci kinazowej MAPKKKI8 po indukcji kwasem
jasmonowym, kwasem salicylowym i etefonem (Rys. 9). W wyniku przeprowadzonych badan
nie zaobserwowano aktywnosci kinazowej MAPKKK18 w wyniku traktowania wymienionymi
czynnikami w czasie 120 minut od indukcji. Poniewaz wcze$niejsze doniesienia wykazaty
aktywacje MAPKKK18 przez ABA (Matsuoka i wsp., 2015; Mituta i wsp., 2015), oznacza to,
ze aktywnos¢ MAPKKK 18 jest specyficznie indukowana przez ABA.

Obserwuje si¢ jednak indukcje ekspresji MAPKKK18 przez warunki stresu suszy, stres
osmotyczny oraz w trakcie patogenezy (Menges i wsp., 2008; EFP browser). Brak indukcji
aktywnos$ci MAPKKK18 przez SA, JA 1 ET nie wyklucza, ze MAPKKK18 jest zaangazowana
w rozne sciezki odpowiedzi na stres. Otrzymane wyniki pozwalaja przypuszczacd, ze aktywno$¢
MAPKKK18 w odpowiedzi na stres odbywa si¢ poprzez $ciezki sygnalizacyjne regulowane
przez ABA. Hipoteze t¢ zdajg si¢ potwierdza¢ wyniki opublikowane przez Li i wsp. (2017),
ktore wskazuja, ze funkcje jakie MAPKKKI18 petni w odpowiedzi na stres osmotyczny
sg regulowane przez $ciezke sygnalizacyjng zalezng od ABA (Li i wsp., 2017).
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6.1.1 Rola ABA w regulacji lokalizacji subkomorkowej MAPKKK18

Kinazy MAP po aktywacji sa zdolne do translokacji pomiedzy kompartmentami
komoérkowymi (Adachi 1 wsp., 1999). Poniewaz aktywno$§¢ MAPKKKI18 jest specyficznie
indukowana przez ABA, postanowiono sprawdzi¢, czy ABA reguluje lokalizacje
subkomérkowa MAPKKK 18. W tym celu zbadano lokalizacj¢ wariantow biatka MAPKKK 18
o zmienionej aktywnosci katalitycznej oraz lokalizacj¢ niezmutowanego biatka MAPKKK18
pod wplywem ABA. Zaré6wno wariant nieaktywny biatka MAPKKKI18 (wariant niosacy
mutacje K32M), jak i wariant o statej aktywnoéci (MAPKKK18™7E) Jokalizuje si¢ nie tylko
na obszarze jadra komorkowego, ale takze na terenie cytoplazmy (Rys. 12). Dzika forma biatka
MAPKKKI18 wystepuje jedynie w jadrze komoérkowym (Rys. 12). Jednak w wyniku
traktowania egzogennym ABA udokumentowano pojawienie si¢ biatka poza obszarem jadra
komoérkowego (Rys. 13). Wynik ten wskazuje, ze ABA wplywa zaré6wno na aktywnos$¢
kinazowa MAPKKKI18, jak i reguluje funkcjonowanie MAPKKK18 w rdéznych
kompartmentach komdrkowych.

Aby uzyska¢ wigcej informacji na temat translokacji MAPKKKI8 pomigdzy
kompartmentami  komdrkowymi, przeprowadzono dodatkowe analizy. Jednoczesne
traktowanie transformowanych protoplastow ABA 1 inhibitorem eksportyn jadrowych
wykazato, ze MAPKKKI18 jest z jadra komoérkowego aktywnie usuwana przez por jadrowy
(Rys. 15). Natomiast obserwacje pojedynczych protoplastow w waskim oknie czasowym
(30 minut) pozwolily okresli¢, ze proces eksportu MAPKKKI18 z jadra jest dynamiczny —
MAPKKK18 obserwowano na obszarze cytoplazmy juz w 20 minut od rozpoczegcia

traktowania ABA (Rys. 14).

Wiyniki dotychczas opublikowanych badan wykazuja, ze kinazy MAP majg zdolnos¢
do dynamicznych zmian lokalizacji pomigdzy jadrem i cytoplazma (Adachi 1 wsp., 2000), a ich
lokalizacja komérkowa moze zmienia¢ si¢ wraz z aktywacja danej kinazy (Ben-Levy i wsp.,
1998; Adachi i wsp., 1999; Turjanski i wsp., 2007; Wood i wsp., 2009). MAPKKK18 w wyniku
aktywacji przemieszcza si¢ jednak w przeciwnym kierunku - z jadra do cytoplazmy.
W literaturze opisano wczesniej podobny mechanizm translokacji kinaz MAP w wyniku
indukcji. W 2014 roku Ovecka i wsp. opisali transport dwoch kinaz MAP aktywowanych
stresem solnym, SIMK i SIMKK, z jadra do cytoplazmy po indukcji 250 mM NaCl. SIMKK
fosforyluje i aktywuje SIMK, tworzac kaskade zdolng do aktywacji kinaz MPK6 i MPK3

u Arabidopsis (Ovecka i wsp., 2014). Najnowsze badania wskazujg jednocze$nie na
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podobienstwo funkcjonalne pomigdzy silnie zaangazowang w odpowiedz na NaCl kinaza
MAPKKK16, a innymi kinazami MAPKKK podgrupy MEKK - MAPKKK14/15
i MAPKKK17/18 u Arabidopsis (Choi i wsp., 2017). Moze to oznaczaé, ze eksport kinaz
MEKK z jadra do cytoplazmy jest charakterystyczny dla kinaz MAPKKK tej podgrupy, jednak
dla potwierdzenia tej hipotezy w obecnej chwili brak jest szczegotowych badan dotyczacych
lokalizacji kinaz MEKK.

Eksport bialek z jadra komoérkowego odbywa si¢ u Arabidopsis poprzez dwie
eksportyny, XPOla i XPO1lb (Haasen i wsp., 1999). Obie eksportyny posiadaja w swej
sekwencji konserwatywna reszte cysteiny modyfikowang przez leptomycyng B (Kudo i wsp.
1999). Zablokowanie przez leptomycyng eksportu MAPKKK 18 z jadra komoérkowego (RYs.
15) moze oznaczac, ze to wiasnie eksportyny XPOla/b odpowiadaja za eksport MAPKKK 18
z jadra do cytoplazmy. Eksportyny XPO1la/b rozpoznaja w sekwencjach bialek bogata w lizyng
sekwencj¢ NES. Analiza bioinformatyczna sekwencji biatkowej MAPKKK18 nie wykazuje
jednak jednoznacznie wystgpowania w niej motywu NES. Serwer NetNES (Cour 1 wsp., 2004)
przewiduje z niskim prawdopodobienstwem wystepowanie motywu NES w pozycji 114-123
sekwencji. Serwer ValidNES szacuje prawdopodobienstwo wystepowania motywu NES na
wartos$¢ 0,2 w skali od 0 do 1 (Cour 1 wsp., 2004). Rowniez serwer LocNES (Xu 1 wsp., 2015)
wyszukuje motyw NES w sekwencji MAPKKKI18 z niskim prawdopodobienstwem. Brak
wykrywania motywu NES w sekwencji MAPKKK18 przez programy bioinformatyczne nie
wyklucza oddzialywania MAPKKKI18 z eksportynami jadrowymi. Na dostepnos¢
i rozpoznawalno$¢ motywu NES wptywa wiele czynnikdw, w tym ukrywanie i odkrywanie
motywu NES (Li i wsp., 1998; Stommel i wsp., 1999; Seimiya i wsp., 2000; Heerklotz i wsp.,
2001; Kobayashi i wsp., 2001; Craig i wsp., 2002), tworzenie mostkow disiarczkowych (Yan
i wsp., 1998; Kudo i wsp., 1999; Kuge i wsp., 2001) oraz, co niezwykle istotne, poziom
ufosforylowania biatka (Engel 1 wsp., 1998; Ohno i wsp., 2000; McKinsey i wsp., 2001; Zhang
1 Xiong, 2001; Brunet i wsp., 2002). Na tym etapie badan mozna przypuszczaé, ze w wyniku
aktywacji i fosforylacji MAPKKK18 dochodzi do odstoniecia lub utworzenia przestrzennego
motywu NES umozliwiajacego oddziatywanie z eksportynami. Jak pokazano na rysunku 14
proces translokacji MAPKKK18 z jadra do cytoplazmy przebiega dynamicznie. MAPKKK18
pojawia si¢ poza jadrem komorkowym juz 20 minut od rozpoczecia traktowania (Rys. 14).
W literaturze udokumentowano, ze procesy importu i eksportu jadrowego przebiegaja bardzo
szybko. Ssacza kinaza MAP ERK2 indukcji antygenem importowana do jadra, a nast¢pnie

eksportowana do cytoplazmy i usuwana z jadra w czasie do 20 minut od indukcji (Furuno
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I wsp., 2001). ERK2, podobnie jak MAPKKK18, nie posiada w swej sekwencji motywu NLS,
ani motywu NES (Jaaro i wsp., 1997).

Powyzsze wyniki pozwalajg przypuszczaé, ze translokacja MAPKKK 18 moze stanowic
mechanizm regulacji $ciezki sygnalizacyjnej. Na ten moment nie mozna jednoznacznie okresli¢
znaczenia funkcjonalnego translokacji MAPKKK 18 z jadra do cytoplazmy, ale mechanizm ten
jest z pewnos$cig istotny dla aktywno$ci i1 funkcjonowania MAPKKKI18 w $ciezce
sygnalizacyjnej. W niniejszej pracy przeprowadzono takze badania wskazujace,
ze do oddziatywan MAPKKKI18 z SnRK2.6/OST i MKK3 dochodzi na obszarze jadra
i cytoplazmy komorkowej (Rys. 17, Rys. 22). Mozna wiec postawi¢ hipoteze, ze translokacja
MAPKKKI18 stanowi mechanizm regulacji §ciezki sygnalizacyjnej ABA, a MAPKKKI18
oddziatujac z substratami pelni specyficzne funkcje na obszarze réznych kompartmentow

komorkowych.

6.1.2 MAPKKK18 jest zaangazowana w procesy regulowane przez sygnalizacje ABA

Poniewaz dostepne dane literaturowe wskazuja, ze transkrypcja genu MAPKKK18,
w odpowiedzi na ABA, jest uruchamiana na w organach kwiatowych, aparatach szparkowych
1 merystemach wierzchotkowych korzeni (Mituta i wsp., 2015) sprawdzano czy MAPKKK18
kieruje procesem kietkowania nasion 1 uczestniczy w regulacji apertury aparatow szparkowych.
Oba procesy fizjologiczne regulowane sg gtownie przez ABA (Kang i wsp., 2015). W toku
badan wykazano, ze nadekspresja genu MAPKKK18 prowadzi do zmniejszonej wrazliwo$ci
nasion na ABA (Rys. 10), natomiast wytaczenie aktywno$ci genu MAPKKK18 prowadzi
do nieznacznie zwigkszonej wrazliwosci na ABA 1 ostabienia sity kietkowania nasion (Rys.
10). Z kolei analiza ruchow szparek wykazata, ze wylaczenie aktywnosci genu MAPKKK18
prowadzi do ostabienia zamykania aparatéw szparkowych pod wptywem ABA (Rys. 11),
natomiast szparki linii Arabidopsis z nadekspresja genu MAPKKK18 sa bardziej wrazliwe
na ABA (Rys. 11).

Aktywnos¢ genu MAPKKK18 wplywa wiec na dwa procesy fizjologiczne silnie
powigzane z sygnalizacja ABA, co pozwala ustanowi¢ MAPKKK18 jako efektor i element
funkcjonalny sygnalizacji ABA u Arabidopsis. Dotychczas w literaturze nie opisano wptywu
MAPKKK18 na proces kietkowania nasion, jednak obserwuje si¢ zwigkszenie ekspresji genu
MAPKKK18 na pdzniejszych etapach rozwoju nasion, w fazach koncowego dojrzewania (EFP

browser, dane na dzien 28.11.2017). Wyniki badan Matsuoka 1 wsp. (2015) wskazuja,
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ze MAPKKKI18 bierze udziat w procesach zwigzanych ze starzeniem tkanek. Natomiast Li
1 wsp. w 2016 roku udokumentowali udziat MAPKKKI18 w odpowiedzi na stres suszy.
Nadekspresja genu MAPKKK18 prowadzi do zwigkszonej odpornosci, a wylaczenie genu do
wiekszej wrazliwos$ci na stres suszy. Zespot zaobserwowat takze zwiekszong aperture aparatow
szparkowych u ro$lin typu nokaut w genie MAPKKK18, co jest zgodne z wynikami
prezentowanymi w niniejszej pracy (Li i wsp., 2016).

Na obecng chwile brak jest jednak informacji, ktore z kinaz MAPK bedacych
elementami kaskady rozpoczynajacej si¢ od MAPKKK 18 mogg by¢ zaangazowane w regulacje
procesow kietkowania i zamykania aparatow szparkowych. Udokumentowano udziat MPK1,
MPK2, MPK7 i MPK14 w sygnalizacji ABA — kinazy te ulegajg aktywacji w wyniku indukcji
ABA i oddziatuja z MKK3 w kaskadzie kinaz MAP aktywowanej przez ABA (Menges i wsp.,
2008; Ortiz-Masia i wsp., 2007; Umezawa i wsp., 2013; Matsuoka i wsp, 2015; Danquah i wsp.,
2015). Jednak do tej pory nie powigzano zadnej z tych kinaz z procesami kietkowania nasion
1 zamykania aparatow szparkowych. Analizy ruchow aparatéw szparkowych i zbadanie sity
kietkowania nasion linii nokautow w genach kinaz MAPK1/2/7/14 pozwola wskazaé, ktéra
konkretna MAPK bierze udziat w regulacji zamykania aparatow szparkowych pod wplywem

ABA w kaskadzie rozpoczynajacej si¢ od MAPKKK18.

6.2 MAPKKKI18 oddzialuje z elementami rdzeniowej sygnalizacji ABA

W celu identyfikacji mechanizméw odpowiadajacych za regulacje aktywnosci
MAPKKKZ18 w niniejszej pracy postanowiono sprawdzi¢ czy elementy rdzeniowej sygnalizacji
ABA (PYR/PYL/RCAR-PP2C-SnRK?2) reguluja funkcjonowanie MAPKKKI18. ABI1 jest
gléwnym negatywnym regulatorem sygnalizacji ABA 1 nadzoruje szereg procesOw
rozwojowych i elementoéw odpowiedzi na stresy biotyczne i abiotyczne (Schweighofer i wsp.,
2007, Ludwikow 1 wsp., 2009). Kinazy SnRK2 stanowig natomiast pozytywne regulatory
sygnalizacji ABA. Jako przedstawiciela kinaz SnRK2 do analiz oddziatywan z MAPKKK18
wybrano SnRK2.6/0OST1.

Przeprowadzone analizy wykazaty, ze MAPKKK 18 oddziatuje specyficznie z fosfataza
ABI1, a do interakcji pomiedzy biatkami dochodzi na obszarze na obszarze jadra komorkowego
(Rys. 16). Pomimo duzego podobienstwa sekwencji pomiedzy ABI1 i ABI2 - fosfatazy
te zazwyczaj pelnig podobne funkcje 1 s3 zaangazowane w regulacje tych samych proceséw

komérkowych (Rodriguez i wsp., 1999; Pantin i wsp., 2013; Kim i wsp., 2016) nie
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zaobserwowano oddzialywania migdzy MAPKKK18, a ABI2 PP2C (Rys. 16). Stwierdzono
natomiast, ze MAPKKKI18 oddzialuje takze z kinazag SnRK2.6/OST1. Do oddziatywania
pomiedzy MAPKKKI18 i SnRK2.6/OST1 dochodzi na obszarze jadra komodrkowego
i cytoplazmy (Rys. 17). Na podstawie tych wynikow mozna okreslic, ze MAPKKKI18
oddziatuje z elementami rdzeniowej sygnalizacji ABA, zaréwno z negatywnymi

I pozytywnymi regulatorami sygnalizacji ABA.

Znaczenie oddzialywania miedzy MAPKKK 18 i ABI1 wydaje si¢ by¢ sprecyzowane.
Weczesniejsze doniesienia wskazuja, ze ABI1 pehni istotng funkcje w regulacji aktywnosci
MAPKKKI18. Stwierdzono, ze ABI1 defosforyluje MAPKKK18, co skutkuje obnizeniem jej
aktywnosci kinazowej. Ponadto, ABII reguluje stabilnos¢ MAPKKK18 1 kieruje kinaz¢ do
degradacji przez proteasom 26S (Mituta i wsp, 2015a). Niemniej jednak znaczenie
oddziatywania pomigdzy MAPKKK 18 a SnRK2.6/0OST]1 jest aktualnie nieznane. Stwierdzono,
ze kinaza SnRK2.6/0OST1 nie aktywuje aktywnosci MAPKKKI18 (Mituta i wsp., 2015a).
Z kolei z uwagi na fakt, ze rekombinowana MAPKKK 18 nie ulega autoaktywacji (Mituta
i wsp, 2015a), analiza potencjalnej regulacji aktywnosci SnRK2.6/0OST1 przez MAPKKK18
jest obecnie utrudniona. Nalezy doda¢, ze w zespole badawczym, ktorego jestem cztonkiem nie
udalo si¢ uzyska¢ rekombinowanej stale aktywnej formy kinazy MAPKKK18 (forma biatka
niosgca mutacj¢ T167E w domenie kinazowej). Ponadto, Danquah i wsp. (2015) w swej pracy
stawiaja hipoteze, ze za aktywacje transkrypcji genu MAPKKK18 moga odpowiadaé kinazy
SnRK2. Autorzy przypuszczaja, ze SnRK2.6/0OST1 fosforyluje nieznany czynnik
transkrypcyjny, ktory reguluje aktywnos¢ genu MAPKKK18. Fakt ten moze ttumaczy¢ brak
aktywnosci kinazowej MAPKKK 18 u mutanta snrk2.6 (Mituta i wsp., 2015a).

Pozostaje zatem pytanie 0 funkcje biologiczng kompleksow
MAPKKK18/ABI1/SnRK2.6. Zarowno MAPKKK18 jak i ABI1 oraz SnRK2.6/0ST1
uczestniczg w regulacji zamykania aparatow szparkowych, a takze w kietkowaniu (Assmann
I wsp., 2000; Fujita i wsp., 2009; Brandt i wsp., 2012). Aktywno$¢ kinazowa MAPKKK18
i SnRK2.6 jest hamowana przez fosfataze ABI1 (Mituta i wsp., 2015a, Tajdel i wsp., 2016).
Mozna  zatem  wnioskowa¢, Ze  udokumentowane oddzialywania  pomig¢dzy
MAPKKK18/SnRK2.6 oraz ABII stanowig istotny element mechanizmu regulujacego

kietkowanie jak i proces zamykania aparatéw szparkowych pod wplywem ABA.

Przedstawione wyzej wyniki $§wiadcza o silnym powigzaniu MAPKKKI8
z sygnalizacjag ABA. Oznacza to, ze aktywno$§¢ MAPKKK18 jest regulowana przez elementy
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rdzeniowej sygnalizacji ABA nie tylko na poziomie transkrypcyjnym (Ludwikow i wsp., 2009;
Danquah i wsp., 2015), ale réwniez na poziomie biatka. Wskazuje to na niezwykle
skomplikowany 1 precyzyjny system regulacji aktywnosci MAPKKKI8 w regulacji
sygnalizacji ABA.

- ABA + ABA

Receptory ABA :
PYL/PYR/RCAR

¢ o
E
e @
N/

Brak odpowiedzi na ABA Odpowiedz na ABA

Rysunek 23. Schemat dzialania rdzeniowej sygnalizacji ABA, uwzgledniajacy istnienie

kaskady MAPKKK18-MKK3-MPK1/2/7/14

A) Przy niskim st¢zeniu ABA w komorce receptory PYL/PYR/RCAR nie sg aktywne, a fosfatazy biatkowe 2C
grupy A hamujg aktywnos¢ kinazowa SnRK2 i MAPKKKI18. (B) Zwiazanie czasteczki ABA przez receptory
PYL/PYR/RCAR prowadzi do inhibicji PP2C z grupy A i transdukcji sygnatu ABA, z udziatem kinaz SnRK2.
Jednoczes$nie uruchomiona zostaje kaskada MAPKKK18-MKK3-MPK1/2/7/14. SnRK2 fosforyluja szereg
biatek, w tym czynniki transkrypcyjne ABF, ktére rozpoznaja elementy ABRE w sekwencji promotoréw i moga
regulowacd transkrypcje MAPKKK18. Czynniki transkrypcyjne kaskady zaleznej od MAPKKK18 sg nieznane.

Opracowanie wlasne.

88



6.3 MAPKKKI18 oddzialuje z MKK3 wewnatrz kaskady kinaz MAP

Transdukcja sygnatu poprzez kaskady kinaz opiera si¢ na aktywacji kolejnych kinaz
MAP, rozpoczynajac od MAPKKK, przez MAPKK i konczac na MAPK. Podstawowa kaskada
MAP rozpoczyna si¢ od aktywacji MAPKKK, ktore nast¢pnie fosforylujg reszty seryny
i treoniny kinaz MAPKK. Aby okresli¢ potencjalnych partneréw dla MAPKKK 18 wewnatrz
kaskady kinaz MAP, przeprowadzono analiz¢ oddzialywan MAPKKKI18 z wybranymi
kinazami MAPKK. Aby zidentyfikowac substraty MAPKKK 18 wérod kinaz MAPKK uzyto
technik¢ BiFC. Wczesdniejsze analizy oddzialywan z wykorzystaniem drozdzowego systemu
dwuhybrydowego przeprowadzone w Zaktadzie Biotechnologii UAM wskazaly MKK3 jako
potencjalny substrat MAPKKK18 (Tajdel, nieopublikowane; Jagodzik, praca magisterska,
2011). Poniewaz w literaturze znajduja si¢ doniesienia wskazujace na udzial kinaz MKKS5
i MKK7 w regulacji funkcji i rozwoju aparatéw szparkowych (Lampard i wsp, 2009; Li i wsp,
2016), w niniejszej pracy analizowano roéwniez mozliwo$¢ oddziatywania pomiedzy

MAPKKK18 a MKKS5 i MKK?7.

Z uzyciem metody BiFC stwierdzono, ze nie dochodzi do oddziatywania pomigdzy
MAPKKK18, a MKKS5 i MKK7. Udokumentowano natomiast oddzialywanie MAPKKK18
z MKK3. Do oddzialywania pomiedzy badanymi biatkami dochodzi na obszarze jadra
komorkowego i cytoplazmy (Rys. 22). Udokumentowanie oddziatywania poza obszarem jadra
komorkowego zdaje si¢ mie¢ znaczenie biologiczne i1 nie by¢ artefaktem obrazowania.
MAPKKK18 jest zdolna do translokacji z jadra do cytoplazmy komorkowej, a MKK3
oddziatuje z biatkami na obszarze obu tych kompartmentéw komorkowych (Jalmi i Sinha,
2016; Choi 1 wsp., 2017). Doniesienia literaturowe potwierdzajg rowniez, ze MAPKKK18
oddziatuje z MKK3 wewnatrz kaskady kinaz MAP odpowiedzialnej za transdukcje sygnatlu
ABA (Matsuoka i wsp., 2015; Danquah i wsp., 2015). Doniesienia Matsuoka i wsp. (2015)
potwierdzajg jednocze$nie brak oddziatywania pomigdzy MAPKKKI18 i MKKS5. Zebrane
wyniki wskazuja, ze w kaskadach kinaz MAP jedynym partnerem oddzialywan dla
MAPKKK18 jest kinaza MKK3. Obserwacja ta jest istotna ze wzgledu
na fakt, ze aktywno§¢ MKK3, podobnie jak MAPKKK18, wiaze si¢ nie tylko z odpowiedzia
na ABA (Matsuoka i wsp., 2015; Danquah i wsp., 2015), ale rowniez z odpowiedzig na kwas
jasmonowy (Takahashi i wsp., 2007). MAPKKKI18 funkcjonuje takze w $ciezkach
sygnatowych zaleznych od RFT (Hummel i wsp., 2003). Opisanie modutu MAPKKKI18-

MKK3 ma wigc istotne znaczenie dla zrozumienia mechanizméw komunikacji ré6znych §ciezek
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sygnalizacyjnych i tego, w jaki sposdb wspoldziataja one w adaptacji roslin do warunkéw

stresu.

6.4 MAPKKKI18 zaangazowana jest w regulacje podzialéw komérek linii rozwojowej
aparatow szparkowych

MAPKKK18 jest silnie zaangazowana w transdukcje sygnatu ABA - gen MAPKKK18
ulega ekspresji w aparatach szparkowych nawet na wczesnych etapach rozwoju, a MAPKKK18
jest zaangazowane w przetamywanie spoczynku nasion (Rys. 10) i zamykanie aparatéw
szparkowych (Rys. 11). Aktywnos¢ MAPKKK 18 zdaje si¢ by¢ silnie powigzana z komorkami
szparkowymi, a ABA od wielu lat jest uznawany za kluczowy hormon regulujacy proces
zamykania aparatow szparkowych (Wstep 1.3). Wspodlcze$nie wskazuje si¢ na coraz wigksza
role ABA réwniez w regulacji procesu tworzenia szparek. Na tej podstawie postanowiono
zbada¢ potencjalng role MAPKKKI18 w regulacji rozwoju aparatdw szparkowych.
Przeprowadzona analiza wykazata, ze wylaczenie genu MAPKKK18 prowadzi do obnizenia
ogo6lnej liczby komorek w epidermie, zarowno liczby aparatow szparkowych, jak i pozostatych
komorek epidermalnych (Rys. 19, 21). Natomiast nadekspresja MAPKKK18 prowadzi do
fenotypu odwrotnego, czyli zwigkszenia liczby aparatéw szparkowych, przy podobnej liczbie
innych komorek epidermalnych (Rys 19, 21). Jednocze$nie nadekspresja genu MAPKKK18 nie
prowadzi do znaczacego zwigkszenia ilosci komodrek epidermalnych niebgdacych aparatami

szparkowymi (Rys. 19, 21).

Danquah 1 wsp. (2015) wskazuja, ze MAPKKKI17 jest blisko spokrewniona
z MAPKKK18 i réwniez oddziatuje z MKK3 w kaskadzie kinaz MAP, a ekspresja tego biatka
jest aktywowana przez ABA (Danquah i wsp., 2015). Nie okreslono jednak wplywu
MAPKKKZ17 na proces tworzenia aparatow szparkowych. Analiza przebiegu rozwoju aparatow
szparkowych u nokauta w genie MAPKKK17 oraz podwdjnego nokauta w genach MAPKKK18
I MAPKKK17 pozwoli jednoznacznie wykaza¢ wptyw MAPKKKI17 na proces regulacji
tworzenia aparatow szparkowych.

Wspotczesnie przypisuje si¢ coraz wieksza role ABA w procesie rozwoju struktury
epidermy i tworzenia szparek. Od lat opisuje si¢ wptyw warunkow stresu suszy oraz ABA
na regulacje rozwoju aparatdéw szparkowych w epidermie, gdzie wskazuje si¢ negatywny
wplyw ABA na tworzenie szparek w skorce (Lake i Woodward, 2008; Pantin i wsp., 2013).
Badania zespotu Tanaka i wsp. w 2013 r. umocnily znaczenie ABA jako regulatora rozwoju

aparatow szparkowych. W swej pracy zespot wskazuje, ze ABA blokuje inicjacj¢ tworzenia

90



aparatow szparkowych i na podstawie wynikéw z analiz qPCR sugeruje, ze aktywno$¢ ABA
reguluje ten proces powyzej aktywnosci czynnikow MUTE i FAMA. Najprawdopodobniej
ABA bezposrednio reguluje aktywnos$¢ czynnika transkrypcyjnego SPCH. Mozna wigc
postawi¢ hipoteze, ze ABA reguluje proces rozwoju aparatow szparkowych poprzez kaskade
zalezna od MAPKKKI18, a efektorem tej kaskady jest czynnik transkrypcyjny SPCH.
Proponowang hipoteze potwierdzaja wyniki Tanaka i wsp. (2013). W swojej pracy zespot
opisuje fenotyp podwdjnego mutanta mute abi2-2, u ktérego obserwuje si¢ wystepowanie
merystemoidow nawet na dalszych etapach rozwoju liscieni. Podobng obserwacje

udokumentowano w obrazie epidermy linit MAPKKK180e (Rys. 20).

Przedstawione powyzej wyniki pozwalaja okresli¢, ze MAPKKKI18 jest aktywna
na wczesnych etapach rozwoju aparatow szparkowych. Mozna w tym miejscu postawic
hipoteze, ze MAPKKK 18 pozytywnie reguluje aktywno$¢ czynnika SPCH. Czynnik SPCH jest
uruchamiany na wczesnych etapach réznicowania komoérek linii tworzenia szparek i swoja
aktywno$cia prowadzi do tworzenia merystemoidow z komorek macierzystych
merystemoidow (MMC) (Lau i wsp., 2014; Wstep 1.2). MAPKKK 18 moze stanowi¢ istotny
efektor sygnalizacji ABA w regulacji tworzenia szparek w epidermie Arabidopsis.

6.4.1 MAPKKKI1S8 reguluje rozwodj aparatow szparkowych niezaleznie od kaskady
YODA-(MKKA4/5)/(MKK?7/9)-MPK4/MPK6

Poniewaz udowodniono role MAPKKKI18 w regulacji procesu tworzenia szparek,
postanowiono takze zbadac, czy kaskada kinaz MAP rozpoczynajaca si¢ od MAPKKK 18 moze
komunikowa¢ z inng kaskada kinaz MAP regulujaca ten proces — YODA-
(MKK4/5)/(MKK7/9)-MPK4/MPK6. W tym celu przeprowadzono analizg struktury epidermy
liscieni Arabidopsis i zbadano liczbe aparatéw szparkowych oraz pozostatych komorek

epidermalnych u mutantow Arabidopsis mkk7 oraz mkk7mapkkk18.

W toku prac zaobserwowano bardzo wyrazne zmiany struktury epidermy linii mkk7.
Na wczesnych etapach rozwoju epidermy wylaczenie aktywnosci genu MKK7 prowadzi do
podwyzszenia ogo6lnej liczby komorek epidermalnych, a w szczegdlnosci komorek
niebedgcych aparatami szparkowymi (Rys. 18, 19). Jednoczesnie na wczesnych etapach
rozwoju, w porownaniu z linig WT, u mutantow mkk7mapkkk18-1 obserwuje si¢ zwigkszenie
liczby innych komorek epidermy, jednak az o 30% mniejsze niz dla linii mkk7. Rowniez liczba

aparatow szparkowych w epidermie linii mkk7mapkkk18-1 jest wigksza niz w przypadku linii
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WT, jednak jedynie o 4%. Na dalszych etapach rozwoju obserwuje si¢ natomiast wigcej
komorek epidermy i aparatow szparkowych, niz w linii pojedynczego mutanta mkk7 i warto$¢
SI nizszg niz dla linii mkk7. Otrzymane wyniki wskazujg, ze MAPKKK 18 jest pozytywnym
regulatorem rozwoju aparatow szparkowych dziatajagcym na wczesnym etapie rozwoju szparek,
dziatajacym niezaleznie od kaskady YODA-(MKK4/5)/(MKK7/9)-MPK4/MPKG6. Zebrane
wyniki potwierdzaja bardzo wazng rolg MKK7 w regulacji rozwoju aparatow szparkowych
1 wskazuja, ze MAPKKK18 dziata przeciwstawnie do MKK7 na wczesnych etapach rozwoju

szparek.

Wiadomo, ze MKK7 jest negatywnym regulatorem rozwoju szparek na wczesnym
etapie rozwoju (aktywno$¢ czynnika SPCH) 1 pozytywnym regulatorem na pdznych etapach
(aktywnos¢ czynnika FAMA) (Lampard i wsp, 2009). Zgodnie z tymi danymi, na wczesnych
etapach rozwoju epidermy wylaczenie aktywnosci genu MKK7 prowadzi do podwyzszenia
ogolnej liczby komodrek epidermalnych, a w szczegolnosci komoérek niebedacych aparatami
szparkowymi. Obserwowane zblizenie struktury epidermy mkk7 do linii WT na pdzniejszych
etapach rozwoju moze by¢ efektem ograniczenia aktywnos$ci czynnika FAMA, co prowadzi
do dojrzewania powstalych komorek macierzystych szparek (GMC) 1 maksymalizacji liczby
aparatow szparkowych w epidermie. Wytaczenie aktywnosci drugiego genu, MAPKKK18,
prowadzi u Arabidopsis do ostabienia opisanego dla mkk7 fenotypu. Wytaczenie aktywnosci
genu MAPKKK18 prowadzi do obnizenia liczby aparatow szparkowych, niezaleznej od braku
aktywnosci mkk7. Wytlumaczenie tego zjawiska moze by¢ nastepujgce. Mutant
mkk7mapkkk18-1 na wczesnych etapach rozwoju w wyniku braku aktywnosci genu
MAPKKK18 charakteryzuje si¢ mniejsza liczbg komorek macierzystych merystemoidow
(MMC). Na pdzniejszych etapach brak aktywnosci MKK7 prowadzi jednak do zwigkszenia
ostatecznej liczby szparek w epidermie (Rys. 20, 21). Efekt ten jest stabszy w linii podwdjnego
mutanta mkk7mapkkk18-1 niz u pojedynczego mutanta mkk7. Jednoczesnie ogdlna liczba
komorek epidermalnych jest mniejsza u mutanta podwojnego mkk7mapkkk18-1, w poréwnaniu
z linig mkk7, co moze by¢ efektem mniejszej liczby asymetrycznych podziatow komorek
merystemoidalnych niz w przypadku pojedynczego mutanta mkk7. Podsumowujac, na
wczesnym etapie rozwoju wylaczenie aktywnosci genu MKKY7 prowadzi do zwigkszenia
ogoblnej liczby komorek w epidermie liscieni, a wytaczenie genu MAPKKK18 do ograniczenia
podziatéw komorek linii rozwojowej szparek. Obserwowany fenotyp linii mkk7mapkkk18-1

jest fenotypem posrednim pomiedzy fenotypami pojedynczych mutantow, tzn. brak aktywnosci
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genu mapkkk18 hamuje w pewnym stopniu efekty braku aktywnosci genu MKK7 w postaci

zwigkszenia liczby komorek epidermalnych.

MKKT7 nie jest jedyng MAPKK bedaca elementem kaskady MAP rozpoczynajacej si¢
od YODA. Lampard i wsp. w pracy z 2014 r. wskazuja, ze pary kinaz MKK4-MKKS5 oraz
MKK7-MKK9 pelnig zamienne funkcje w procesie tworzenia aparatow szparkowych
(Lampard 1 wsp., 2014). Poniewaz w niniejszej pracy nie udokumentowano oddzialywania
pomiedzy MAPKKKI18 i MKKS5/MKK?7, pozwala to postawi¢ hipoteze, ze MAPKKK18
nie oddziatuje rowniez z kinazami MKK4 i MKK9. Oznaczatoby to, z2 MAPKKKI18 nie
oddziatuje z elementami kaskady YODA, ktéra to jest jednym z gléwnych regulatorow procesu
tworzenia aparatow szparkowych. Postawiong hipotez¢ potwierdza analiza fenotypowa linii
podwodjnego mutanta mkk7mapkkk18-1 - obraz epidermy badanej linii wskazuje
na przeciwstawne dzialanie dwoch opisywanych wczesniej kaskad kinaz MAP,
rozpoczynajacych si¢ od MAPKKKI8 i YODA. Zebrane dane wskazuja, ze kinazy
MAPKKKI18 i MKK?7 zdaja si¢ mie¢ przeciwstawng rol¢ w regulacji podziatow komorek linii
roznicowania szparek, gdzie na wczesnym etapie rozwoju MAPKKKI18 pehni role
pozytywnego regulatora, a MKK7 negatywnego regulatora tego procesu. Najprawdopodobniej
aktywnos¢ MAPKKK18 skupia si¢ na regulacji aktywnosci czynnika SPCH, odpowiadajacego
za 1inicjacj¢ przejscia komorek protodermalnych w komorki matczyne merystemoidow.
Schemat regulacji aktywnosci czynnika SPCH przez kaskady MAP przedstawiono na
rysunku 24.
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Rysunek 24. Schemat procesu powstawania aparatéw szparkowych w epidermie

z uwzglednieniem MAPKKK18

Kaskada kinaz MAP MAPKKK18-MKK3-MPK1/2/7/14 pozytywnie reguluje proces powstawania aparatow
szparkowych prawdopodobnie na etapie aktywno$ci czynnika SPCH, niezaleznie od kaskady YODA.-
MKK4/5/7/9-MPK3/6. Opracowanie wlasne na podstawie Liu i wsp., 2010.
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7. Podsumowanie

Kaskady kinaz MAP tworza skomplikowane sieci interakcji pomigdzy wieloma
sciezkami sygnalizacyjnymi. Kwas abscysynowy jest glownych fitohormonem wigzanym
z odpowiedzig na stres suszy i do tej pory sposrod kinaz MAP zidentyfikowano wiele efektorow
sygnalizacji ABA. MAPKKKI18 stanowi jednak pierwszg sposréd kinaz MAP
rozpoczynajacych kaskadg, ktorg powigzano z odpowiedzig na ABA. Celem niniejszej pracy
byto nie tylko opisanie MAPKKK18 jako efektora sygnalizacji ABA, ale rowniez okreslenie
mechanizmow regulacji MAPKKK18.

Aktywno$§¢ MAPKKKI18 reguluje procesy komorkowe powigzane z adaptacja
do warunkow stresu suszy — znoszenie spoczynku nasion oraz ruchy aparatow szparkowych.
Od MAPKKKI18 zalezy rowniez odpowiednie zageszczenie aparatow szparkowych
w epidermie, co ma istotne znaczenie dla regulacji procesoéw transpiracji. MAPKKK18 jest
aktywowana przez ABA, a MAPKKK18 oddziatuje bezposrednio z elementami sygnalizacji
ABA. Wyniki przedstawione w niniejszej pracy ukazuja jak istotny mechanizm regulacji
transdukcji sygnatu u Arabidopsis stanowig zjawiska fosforylacji i defosforylacji. Kaskada
kinaz MAP MAPKKK18 rozpoczynajaca si¢ od MAPKKK 18, w sktad ktorej wchodzi roéwniez
MKK3, moze stanowi¢ nie tylko jedna z gtownych S$ciezek transdukcji sygnalu ABA
w komorkach roslinnych, ale rowniez modut w ktorym krzyzujg sie rozne Sciezki odpowiedzi
na warunki stresu. Podsumowujac dane zebrane w niniejszej rozprawie, mozna stwierdzic,
ze kinaza MAPKKKI18 jest zaangazowana w szybka odpowiedZ na ABA, jak i w regulacje

procesow rozwojowych kontrolowanych przez $ciezki sygnalizacyjne ABA.

Wyniki przedstawione w tej pracy stanowig wktad w poszerzenie wiedzy na temat
funkcjonowania kaskad kinaz MAP w transdukcji sygnatu ABA. Szczegdétowe poznanie
$ciezek sygnalizacji ABA, wzajemnych wewnatrz nich oraz mechanizméw ich interakcji
pozwoli w przysztosci na lepsze poznanie molekularnych podstaw odpowiedzi na stres

u ro$lin.
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Rysunek 19. MAPKKK18 reguluje proces tworzenia aparatow szparkowych w epidermie

6-dniowych liscieni Arabidopsis

Rysunek 20. Aktywnos¢ genu MAPKKK18 wplywa na zageszczenie aparatow szparkowych
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