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ABSTRACT

The Thylakoid Formation Protein 1 (THF1), a nuclear-encoded plastid-localized protein, has
been identified in various plant species. It has been shown previously that the THF1 is
involved in thylakoid membrane differentiation, in plant-fungal and plant-bacterial
interactions and sugar signalling with its preferrential localization to plastids. Our
immunofluorescence localization analyses revealed that in addition to plastids, the THF1
protein localizes also to the plasma membrane and plasmodesmata in developing Cuscuta
europaea haustorium, most abundantly in the digitate cells of the endophyte primordium.
These results are supported with Western blot analysis in which we observed the highest
levels of THF1 protein in Cuscuta stem attached to the host, the haustorium and tobacco
stems attacked by Cuscuta. In 7-day-old dodder seedlings and dodder flowers, THF1 protein
was not detected. Here we report a simple procedure for A. tumefaciens—mediated stable
transformation of C. europaea.
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UvVoD

Parazitické rastliny maji Specialny absorpény organ — haustérium, pomocou ktorého
prenikaju pletivami hostitel'a a napdjaju sa na xylém ¢i floém. Rastliny rodu Cuscuta sa vo
vSeobecnosti povazuju za holoparazity a od svojho hostitel'a prijimajid vodu aj organické
latky. C. grandiflora, C. odorata, Specidlne v rastovych vrcholoch mladych kli¢encov,
obsahuju detegovate'n¢ mnozstva chlorofylov, enzymu Rubisco (Panda et Choudhury, 1992,
Dawson et al., 1994, Lee et al., 2005) a plastidy so slabo diferencovanymi tylakoidmi (van der
Kooij et al., 2000). Bolo dokéazané, ze C. reflexa si zachovala viacero génov kdédujucich
proteiny fotosyntetického apardtu s preukaznou homoldgiou s génmi identifikovanymi vo
vysS$ich rastlinach (Haberhausen et Zetsche,1994). Z literatury vyplyva, Ze prave C. europaea
je najviac prispdsobena na holoparazitizmus (Machado et Zetsche, 1990) s velkymi deléciami
génov kodujicich proteiny fotosyntetického aparatu (Freyer et al., 1995, Stefanovi¢ et
Olmstead, 2005).

V Arabidopsis thaliana bolo identifikovanych viacero jadrom- a plastidom-kédovanych
génov, ktorych produkty mo6zu ovplyvnit’ vyvin chloroplastov ako aj formovanie tylakoidov.
Thylakoid Formation Protein 1 (THF1) bol identifikovany v mnohych rastlinnych druhoch
(Peltier et al., 2004, Wang et al., 2004, Peltier et al., 2006, Zhang et al., 2009). V literatare sa
stretavame s viacerymi pomenovaniami tohto proteinu — THF1 (Wang et al., 2004, Huang et
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al.,, 2006), ToxA-binding protein (Manning et al., 2007), Psb29 (Keren et al., 2005). Je
zname, ze sa lokalizuje do plastidovej membrany, stromy a do stromulov (Huang et al., 2006).
Podl'a Wang et al. (2004) je THF1 protein zapojeny do procesu diferenciacie tylakoidov,
podiel’a sa na stresovej odpovedi rastliny napadnutej patogénom (Wangdi et al., 2010) a podl'a
Huang et al. (2006), ako interakény partner a-podjednotky G-proteinu (GPA1), zohrava ulohu
pri metabolizme cukrov.

Nami ziskané vysledky ako, nizke koncentracie fotosynteticky aktivnych pigmentov, relativne
nizka fotochemickd aktivita PSII ako aj nizka akumulacia Studovanych, pre fotosyntézu
nevyhnutnych proteinov naznacuju, Ze fotosyntéza nie je primarnym procesom v plastidoch
haustoria C. europaea. Tento predpoklad potvrdzuje aj mimo-plastidova lokalizacia THF1
proteinu v cytoplazmatickej membrane a plazmodezmach predovSetkym v tychto bunkach.

MATERIAL A METODY

Rastlinny material a podmienky Kkultivacie: Ako rastlinny material sme v naSich
experimetoch pouzili kuku€inu (C. europaea) aako hostitel'ski rastlinu tabak (N.
benthamiana). Semena kukuCiny boli pred vysevom opracované koncentrovanou H,SO4 po
dobu 15 min., povrchovo sterilizované 2% chlérnanom sodnym po dobu 15 min. a vysiaté na
agarom spevnené MS (Murashige et Skoog, 1962) médium, s pridavkom kinetinu (1 mg.1™).
Sedem-diiové klicence boli narezané na 1 cm Casti a prenesené na MS médium s pridavkom
2,4-D (2 mg.1") akinetinu (1 mg.I") ako explantaty pre odvodenie kalusovych kultir. Na
odvodenie systému hostitel-parazit v podmienkach in vitro sme okolo baz 8-tyzdinovych
tabakov ockovali povrchovo sterilizované semend kukuciny. Materidl bol pestovany
v kultiva¢nej komore, pri fotoperidde dlhého dia (16h svetlo/8h tma), pri teplote 23 + 2°C
a intenzite osvetlenia 40 pmol.m™.s™ fotosynteticky aktivneho Ziarenia.

Western blot analyza: S pouzitim polyklonalnych protildtok sme zistovali pritomnost
a akumulaciu THF1 proteinu a vybratych proteinov fotosyntetického aparatu (GluTR, FLP,
D1, LHCI, RbcL) v pletivach kukuciny a tabaku.

Analyza obsahu fotosyntetickych pigmentov: Chlorofyly a karotenoidy boli extrahované do
80% vychladeného acetonu (4°C) a merané spektrofotometricky (Jenway 6400, London, UK)
a prepocitané podl'a Lichtenthalera (1987).

Meranie fluorescencie chlorofylov: Fluorescencia chlorofylov (efektivny - Fy/Fu
a maximalny - @pgy; kvantovy vytazok PSII) vo vyhonkoch a kvetoch kukuéiny a v stonkéch
kuku€iny prichytenej na hostitela bola merand pomocou pristroja Fluorcam FC1000 LC
(Photon Systems Instruments). Saturaény pulz (4000 pmol m” s PAR, doba trvania 800-ms ,
A = 620 nm), aktinické svetlo (100 pmol m? s PAR, A = 620 nm).

Immunolokalizacia THF1 proteinu: Pletiva C. europaea a aj hostitel'a boli fixované 2%
gluteraldehydom a zaliate do Steedmanovho vosku. 10 um rezy boli znacené Specifickou
protilatkou anti-THF1:1gG-FITC.

Mikroskopia: Vzorky kukuciny boli Studované¢ pomocou fluorescenénej mikroskopie
(Axioskop 2 plus, Zeiss - 485/20 nm excitacny filter, 510 nm beamsplitter and 515 nm LP
bariérovy filter (filter Zeiss set 16, 25) a s pomocou konfokalneho mikroskopu (Olympus BX
61 CLSM Olympus Fluoview FV 1000).
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Nepriama transformacia kalusov a stoniek kukuciny: Stonky a kalusy boli nepriamo
trensformovane pomocou 4. tumefaciens, kmen LBA4404 s binarnym vekrorom pBIN-m-
gfp5-ER. Selekciu transgénnych buniek a pletiv sme robili na MS médiu s pridavkom
kanamycinu (100 mg.I"), streptomycinu (100 mg.I'") a cefotaximu (200 mg.1"). Na vizualnu
selekciu GFP pozitivnych kalusov a stoniek sme pouzili fluorescencny mikroskop.

Izolacia DNA, RNA, RT-PCR: Celkova DNA bola izolovana pomocou DNazol (Invitrogen),
celkova RNA pomocou Spectrum'™ Plant Total RNA kit (SIGMA-ALDRICH, USA). Prvé
vlakno c¢DNA sa syntetizovalo pomocou ImProm-II' Reverse Transcription System
(Promega, USA) s pouzitim Specifickych primerov (F:5 ' TTGGGATCTTTCGAAAGGGC 3/,
R: 5" ACCCAGATCATATGAAGCGG 3"). Program cyklera: pociatocna denaturacia - 94°C,
5 min (1x), denaturacia — 94°C, 1 min (35x), anelacia primerov — 54 °C, 1 min (35x%),
elongécia — 72°C, 1 min (35x), kone¢na elongéacia — 72°C, 7 min (1x), 4°C oo.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Priblizne 30 dni po naockovani stonkovych explantatov kuku¢iny na MS médium s 2,4-D (2
mg.I") akinetinom (1 mg.l") sme prevazne na reznych plochach pozorovali proliferaciu
kalusu. Z kalusov dlhodobo (7-8 tyznov) kultivovanych na uvedenom médiu, resp. po ich
prenose na bezhorménové MS médium, spontanne regenerovali stonkové primordid (Obr. 1 —
A). Zo semien kukuciny, vysiatych okolo 8-tyzdiovych rastlin tabakov, vyrastli mladé
rastliny, ktoré sa po 20 dnoch kultivacie prichytili na svojho hostitel'a (Obr. 1 — B). Aj ked’
sa C. europaea povazuje za striktného holoparazita, predovsetkym mladé stonky a kvety su
schopné akumulovat’ chlorofyly, pricom najvyssi obsah tychto pigmentov sme namerali v 7-
ditovych klicencoch (Obr. 2 — A2). Statisticky signifikantny pokles Chl (a+b) sme
zaznamenali v 30-diovych stonkach kukuciny, kde sme potvrdili len stopové mnozstva
uvedenych pigmentov (Obr. 2 — A3). Detegovatel'né mnozstva chlorofylov uvadzaji aj Panda
et Choudhury (1992), Dawson et al. (1994) a Lee et al. (2005) v rastovych vrcholoch mladych
klicencov C. grandiflora, C. odorata. StarSie stonky a kvety C. europaea naopak akumuluju
vysSie koncentracie karotenoidov (Obr. 2 — B1,3) kym v pripade 7-diiovych klicencov
kukuéiny sme zaznamenali podstatne niz$i obsah karotenoidov (Obr. 2 — B2). Tieto vysledky
koreluju aj s hodnotami Fy/Fy; a @pgyy, ktoré potvrdzuju pomerne nizku fotochemicku aktivitu
fotosystému II v kvetoch a stonkach C. europaea (Obr. 3).

B

Obr. 1. In vitro kultiry C. europaea a N. benthamiana. Kalus odvodeny zo 7-diovych klicencov C. europaea
kultivovany na MS médiu s2 mgL"' 2,4-D + 1 mgL" kinetinu (A) C. europaea a N. benthamiana na
bezhorménovom MS médiu (B).
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Obr. 2. Obsah Chl a, Chl b a karotenoidov v C. europaea a N. benthamiana. (1) — kukucina kvet, (2) — 7-dilovy
klicenec kukuéiny, (3) — 30-dnova stonka kukuéiny, (4) — list tabaku, (5) — stonka tabaku. FM — Cerstva
hmotnost’. Data predstavuju (+ stredné chyby) troch nezavislych experimentov. Malé pismenka v grafe (a, b, c,
d) znamenaju S$tatisticky preukazné rodiely na hladine preukaznosti P < 0.05 (¢-test).
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Obr. 3. Meranie fluorescencie chlorofylov (efektivneho a maximalneho kvantového vytazku PSII) v stonkach
(c) a kvetoch (f) C. europaea a stonkach (n) N. benthamiana.

Western blot analyzy potvrdili nizke hladiny proteinov hrajicich vyznamnu ulohu pri
biosyntéze chlorofylu (GluTR, FLP) ale aj LHCI a D1 proteinov. FLP protein nebol v nami
Studovanych vzorkach kukuc¢iny detegovany (Obr. 4). Akumulacia THF1 proteinu, ktory hra
vyznamnu ulohu pri diferencidcii tylakoidov (Wang et al., 2004), bola najvys$sia v haustoriu,
v stonke kukuc€iny prichytenej na hostitel'a ako aj v stonke hostitel'a napadnutého kukucinou.
V 7-diovych klicencoch a kvetoch kuku¢iny THF1 protein nebol detegovany (Obr. 4). Tieto
vysledky koreluja s vysledkami Western blot analyz, kde sme opdt potvrdili vysokua
akumulaciu THF1 proteinu v haustoriach C. europaea atiez v pletivaich napadnutého
hostitel'a (Nicotiana benthamiana). ZvySena hladina THF1 proteinu v napadnutych pletivach
hostitel'a moze byt’ reakciou na stres, vyvolany pritomnost'ou parazita. Vysokt akumulaciu
THF1 proteinu sme pozorovali predovSetkym v mieste vaskuldrneho prepojenia medzi
hostitelom a parazitom (Obr. 5). Amyloplasty v predizenych bunkach haustéria obsahovali
4-5 skrobovych zfn, ktoré zatlacali THF1 pozitivnu stromu do stredu, resp. na okraj plastidu
(Obr.6 G —1). Specialne v pripade tychto buniek, sme pritomnost’ THF1 proteinu potvrdili aj
v plazmatickej membréane a v plazmodezmach (Obr. 6] — L).
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Obr. 4. Western blot analyza THF1, GIuTR, FLP, D1, RbcL a LHCI v C. europaea (1) — 30-diiovych
stonkach, (2) — 30-dnovych stonkach prichytenych na hostitel’a, (4) — haustdriu, (7) 7-diiovych klicencoch, (8) —
kvetoch a v N. benthamiana (3) — stonkach, (5) — stonkach napadnutych kukucinou, (6) — liste.

Obr. 5. Immunolokalizacia THF1 proteinu v mieste vaskularneho prepojenia (h) medzi C. europaea (c) a N.
benthamiana (n). Stonkové segmenty boli zaliate do Steedmanovho vosku, 10 pm hrubé rezy boli pouzité na
anti-THF1:1gG-FITC immunoznacenie, mierka 100 um.
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Obr. 6. Immunoflorescencna lokalizacia THF1 proteinu v predizenych bunkach haustérii C. europaea (G — L).
Sipky znamenaju amyloplasty v bunkach haustoria (G — I), plazmodezmy v bunkach haustorii, mierka 100 um.

Obr. 7. Expresia gfp-ER v kalusoch (A — D) astonke C. europaea (E) po 21 dnoch od transformacie 4.
tumefaciens kmen LBA4404, vektor pBIN-m-gfp5-ER .
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Obr. 8. RT-PCR analyza transgénnych kalusov a stoniek kukuciny ukazuje expresiu gfp. 1 — pozitivna kontrola
(plazmid), 2 — negativna kontrola (netransformovana stonka kukuciny), 3 — stonka kukuciny 14 dni po
transformacii, 4 — stonka kukuciny 21 dni po transformacii, 5 — kalus kuku€iny 21 dni po transformacii.
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Cielom naSich dal§ich experimentov bude Studovat’ nielen lokalizaciu, ale predovSetkym
funkciu THF1 proteinu v parazitickych rastlinach kukuciny. Preto sme vypracovali techniku
nepriamej transformacii tychto rastlin, kde chceme vyuzit' gén (gfp) pre zeleny fluorescencny
protein, expresia ktorého mo6ze byt’ vizualizovand a kvantitativne merana v zijiicich pletivach
(HraSka et al., 2006). Po transformacii kalusov a stonkovych explantdtov kukuciny pomocou
A. tumefaciens s konStruktom pBIN GFP ER sme explantaty kazdych 7 dni pozorovali pod
fluorescencnym mikroskopom. Aj po 21 dnoch sme potvrdili expresiu GFP proteinu
v kalusoch (Obr. 7A — D) aj stonkovych explantatoch (Obr. 7E) kukuciny. Expresiu gfp génu
v stabilne transgénnych pletivach potvrdili aj vysledky RT- PCR analyzy (Obr. 8 ).

ZAVERY

Aj ked’ sa C. europea povazuje za holoparaziticky druh bez detegovate'ného mnoZzstva
chlorofylov, zistili sme, ze mladé vyvinové Stadia akumuluji relativne vysoké hladiny Chl
(a+b). Nase vysledky potvrdzuju nizku fotochemicku aktivitu PSII ako aj nizku akumulaciu
Studovanych proteinov fotosyntetického aparatu. Z uvedeného vyplyva, ze fotosyntéza nie je
primarny proces v plastidoch C. europaea. Na zaklade plastidovej ale hlavne extra-plastidovej
lokalizacie THF1 proteinu v bunkéch haustoria predpokladame signaliza¢ni funkciu tohto
proteinu. Vysoky obsah Skrobu v amyloplastoch v bunkéach haustorii spolu s lokalizaciou
THF1 proteinu do plazmodeziem tychto Specialnych buniek podporuje fakt, ze THF1 protein
by mohol byt zapojeny do medzibunkovej komunikacie a signalizdcie medzi parazitom
a hostitel'skou rastlinou.
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