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CIiLE PRACE

TEORETICKA CAST

Zpracovani literarni reSerSe zabyvajici se problematikou odpovédi rostlinnych

bunék na abiotické stresy zprosttedkované signalnimi funkcemi MAPK, zvlasté

se zaméfenim na stres z t€zkych kovl a souvisejici transport iontd tézkych kovi

pfes membrany u rostlin.

PRAKTICKA CAST

1) Optimalizace kultiva¢nich podminek rostlin in vitro pro fizenou aplikaci
stresovych faktora.

2) Charakteristika fenotypovych zmén rostlin kultivovanych ve stresovych
podminkach, kvalitativni a kvantitativni vyhodnoceni rlstovych parametrii
kofene.

3) Dokumentace reakci kofenovych bun€k po ovlivnéni rostlin abiotickymi

stresy pomoci modernich fluorescencnich lokaliza¢nich mikroskopickych
metod.

3a) Mikroskopické studium zmén dynamickych procesi a dokumentace
pribéhu endocytdézy V zivych bunkach kofene po pulsobeni zvySenych
koncentraci tézkych kovi.

3b) Imunohistochemicka detekce vybranych proteinti v kofenovych
bunkach rostlin po ovlivnéni toxickymi koncentracemi tézkych kovt.

3¢) Optimalizace podminek pro vyuziti specidlni mikroskopické metody
(light-sheet), ktera umoziiuje neinvazivni studium rastu  kofene

experimentalnich rostlin.



1. UVOD

Rostliny jsou sesilni organismy, neschopné uniku z nepiiznivého prostiedi, coz vedlo
k wvyvoji efektivnich mechanizmt, které slouzi krychlé adaptaci na zmény
environmentalnich podminek (Samaj et al., 2004). V ramci vnimani stresovych signalt
a odpovédi na né& musi rostliny modifikovat a koordinovat rtzné fyziologické
a biochemické procesy, genovou expresi, a také zmény na urovni proteint
a metabolickych regulaci (Thapa et al., 2012). V laboratofich oddéleni bunééné biologie
Centra regionu Hana se jiz nékolik let studuje mechanizmus signalizace prostfednictvim
mitogen-aktivovanych protein kinas (MAPK, MPK) v souvislosti s odpovéd'mi rostlin
na bioticky a abioticky stres. Schopnost rostlin pfezit v nepiiznivych (stresovych)
podminkach zavisi na aktivaci vzajemné propojenych signalnich systému, mezi které
patii MAPK kaskady, umoziujici rychlé vnimani a ptenos signalt z vnéjsiho prostiedi
do bunky (Colcombet a Hirt, 2008). Aktivace této drahy ovliviiuje kromé reakci
na bioticky a abioticky stres i vyvojové procesy, bunéénou proliferaci a hormonalni
fyziologii rostlin (Nakagami et al., 2005). Transdukce signalu je spousténa aktivaci
receptoru stresovym podnétem na membrané buiky, ndsledn¢ je vramci MAPK
kaskady uvedena do ¢innosti prvni kinasa, MAPK kinasa kinasa (MAP3K, MEKK nebo
MAPKKK), ktera aktivuje podfazenou MAPK kinasu (MAP2K, MKK nebo MAPKK),
a ta nasledné fosforylaci aktivuje posledni kinasu MAPK (Ichimura et al., 2002).

Diky antropogennim aktivitam jako jsou hornictvi, spalovani fosilnich paliv, primysl
tézkych kovli, pouzivani fosfatovych hnojiv atd. dochazi k emisi tézkych kovi
a k akumulaci téchto slozek v ekosystému. Ve snaze vytvoiit nové strategie pro
fytoremediaci a pro zvySovani tolerance rostlin vuéi tézkym kovim je zapotiebi
studovat a pochopit zakladni mechanizmy, jak t€zké kovy S rostlinou interaguji a jaké
ucinky maji na bunééné, tkanové a organové trovni. Koncentrace kovovych iontt musi
byt v rostlinném tele udrzovana v relativné tzkém rozsahu, aby nedoslo k intoxikaci.
UdrZovani homeostaze kovovych iontll je dosaZzeno kombinaci riznych mechanizm,
mezi které patii i aktivita specifickych membranovych pfenasect, pump a transportéra.
Tyto proteiny kontroluji transport kovovych iontd pies plasmatickou membranu,
tonoplast a dalsi endomembrany (Kenderesova et al., 2012). Podileji se tim na regulaci
a koordinaci rovnovahy mezi piijmem (influxem) kovi do cytoplasmy, jejich
intracelularni redistribuci a vydejem (efluxem) ven ze symplastu. Doposud je znamo

pomérné¢ malo o MAPK, které se podileji v rostlinaich na odpovédi na tézké kovy.



I kdyzZ je znamo, ze MAPK kaskady se aktivuji pfi odpovédi nékolika druhu rostlin na
tézké kovy (Yeh et al., 2004; Huang a Huang, 2008; Wang et al., 2010; Ye et al., 2013),
ve vysledku méme pomérné malo informaci o podilu MAPK na signalizaci tohoto typu
stresu. Disledkem dlouhodobé expozice zvySenych koncentraci kovovych iontit dochazi
Vv rostlinnych bunkach k zasadnim zménam, jako je rozpad membran, peroxidace lipidd,
degradace DNA/RNA a eventualné bunééna smrt (Hall, 2002). Aktivni podil MAPK

Vv zprostfedkovani téchto signalli neni tudiz viibec piekvapivy.
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2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 MAPK signalni kaskady a jeji aktivace
Centralnim prvkem signalni kaskady mitogen-aktivovanych protein Kkinas je
sofistikovany multienzymovy komplex, ktery je vysoce konzervovany u eukaryot a ma
dilezitou roli i v adaptivnich procesech u rostlin (Colcombet a Hirt, 2008; Rodriguez
et al., 2010). MAPK patii mezi nejlépe charakterizované rodiny signalnich proteind ve
vyssich rostlinach (Samaj et al., 2004). Fosforylace je jednim z hlavnich mechanizmt
aktivace proteint, slouzici ke kontrole mnoha bunéénych procestt u eukaryotickych
organismi. Rostliny maji vyvinuty komplexni signalni a obranny mechanizmus
zalozeny na aktivaci MAPK kaskad, ktery se ucastni i v odpovédich na bioticky
a abioticky stres (Obr. 1). Aktivace MAPK kaskady vede k regulaci zmén v expresi
gent, ovliviluje cytoplasmatickou infrastrukturu a funkce buiky nejen pii reakci na
externi stresové faktory, ale i pii regulaci bunéného déleni a diferenciaci (Samaj et al.,
2002). Utinnost signalni drahy je zabezpetena uspofadanim MAP3K, MAP2K
a MAPK do funk¢nich moduld. Kinasy v ramci MAPK modulu jsou funkéné propojené
a pfi aktivaci fosforylaci i fyzicky asociované (Samaj et al., 2004). Aktivace MAPK
modulu probihd prostfednictvim reverzibilni fosforylace, coz je pouze post-translac¢ni
zména. Po piijeti signalu na plasmatické membrané dochazi k aktivaci MAP3K. Tyto
prvni kinasy v MAPK kaskadé jsou Ser/Thr kinasy, které fosforyluji Ser/Thr zbytky
v S/T-Xs-5-S/T motivu v aktivaéni smyc¢ce MAP2K. MAP2K jsou dvojité specifické
Thr/Tyr kinasy aktivujici MAPK fosforylaci Tyr a Ser/Thr zbytku v T-X-Y motivu
(Thr-X-Tyr, X je aminokyselina) v aktiva¢ni smy¢ce MAPK (Chang a Karin, 2001).
Takto aktivovana MAPK (Ser/Thr kinasa) reguluje prostiednictvim fosforylace funkci
transkripcnich faktori (Ishihama a Yoshioka, 2012), cytoskeletarnich proteint
(Samajova et al., 2013) a jinych protein kinas (Popescu et al., 2009). V nékterych
pfipadech je MAPK modul rozsifen o aktivatory MAP3K zndmé jako MAP4K
(MAPKKKK, Keshet a Seger, 2010). V genomu Arabidopsis bylo nalezeno celkem 20
MAPK, 10 MAP2K a 80 MAP3K (Ichimura et al., 2002). Na aktivaci signalnich
MAPK drah se mohou podilet sekundarni poslové, jako jsou ROS, Ca®*, NO
a fosfolipidy (Xiong et al., 2002), ale i hormony ABA, JA, ethylen, auxin
a brasinosteroidy (Devoto a Turner, 2003), které maji dulezité role v ristu, vyvoji

a ontogenezi rostlin.
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Obr. 1 Schematické znazornéni vztahi mezi MAPK kaskddami, hormony a sekundarnimi posly
pfi signalizaci abiotickych strest u Arabidopsis thaliana (pievzato z: Smékalova et al., 2014).

2.1.1 MAPK, MPK
V genomu Arabidopsis bylo nalezeno celkem 20 MAPK. Tyto MAPK jsou déleny
celkem do 4 skupin (I - IV). MAPK ze skupin | — Il obsahuji v aktiva¢ni smy¢ce motiv
TEY (Thr-Glu-Tyr), ve skupiné IV je to TDY (Thr-Asn-Tyr) motiv. MAPK jsou
Ser/Thr kinasy, které mohou fosforylovat Siroké mnozstvi substrati (Ichimura et al.,
2002; Hamel et al., 2006).

MAPK ze skupiny I se ucastni signalnich drah zapojenych do odpovédi na
environmentalni a hormonalni stimuly. Do této skupiny patii mimo jiné kinasy MPK6
a MPK3 u Arabidopsis, SIPK (salicylic acid-induced protein kinase) a WIPK
(wound-induced protein kinase) u tabaku, piipadné SIMK (salt-stress inducible protein
kinase) a SAMK (stress-induced protein kinase) u vojtésky (Ichimura et al., 2002).
AtMPKG6 a AtMPK3 jsou aktivovany mnoha environmentalnimi stresy, napt. H,O,, Os,
PAMP (pathogen-associated molecular patterns), osmotickym Sokem, ethylenem, ABA
(u MPK3) a JA (u MPK®6) (Asai et al., 2002; Droillard et al., 2002; Teige et al., 2004;
Ahlfors et al., 2004; Gudesblat et al., 2007; Takahashi et al., 2007; Yoo et al., 2008).
Tabakova WIPK ma vysokou sekvenéni podobnost s MPK3 u Arabidopsis a je aktivni
v odpovédi na stres z poranéni. Druhd MAPK u tabaku, SIPK, je aktivovana SA a podili
se na signalni transdukci v ptipadé biotického i abiotického stresu (Ichimura et al.,
2002). SAMK u vojtésky je aktivovana stresem ze sucha, poranénim, tézkymi kovy
a chladem (Jonak et al., 2004).

Il skupina MAPK je méné prostudovana. MAPK z této skupiny se podili na procesu
bunééného déleni a jsou zapojeny v transdukci signali jak u biotického, tak

i abiotického stresu. Do této skupiny patii MPK4 u Arabidopsis, MMK3 u vojtésky
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a Ntf6 u tabaku, které jsou lokalizovany pfi telofazi ve fragmoplastu (Ichimura et al.,
2002). Kinasa MPK4 je aktivovana V piipadé abiotického i biotického stresu, je to
regulator odpovédi na napadeni patogeny, negativné reguluje akumulaci SA, naopak
pozitivné¢ reguluje signalni drahy zavislé na JA. Je také aktivovana pii chladovém
stresu, stresu ze sucha a hyperosmotickém stresu (Ichimura et al., 2000; Petersen et al.,
2000; Desikan et al., 2001; Droillard et al., 2004; Teige et al., 2004;).

O I skupin¢ MAPK je v souvislosti s odpovéd'mi na stres v rostlinach znamo jen
velmi malo. Do této skupiny patii napiiklad MPK7 u Arabidopsis (Cheong et al.,
2010).

Posledni, IV skupina MAPK, je typicka tim, ze v porovnani s MAPK z piedchozich
skupin obsahuje v T-smyéce TDY motiv. MAPK této skupiny postradaji C-terminalni
CD doménu, kterou disponuji ¢lenové jinych MAPK skupin. Do této skupiny patii
MPKS8, MPK9 a MPK15 u Arabidopsis, BWMK1 (blast/wound-induced MAP kinase 1)
uryze a TDY1 u vojtésky (Ichimura et al., 2002).

2.1.2 MAPKK
MAPKK jsou podle sekven¢niho uspoiadani klasifikovany do 4 skupin (A-D). Zastupci
skupin C a D u Arabidopsis neobsahuji introny (Ichimura et al., 2002).

Do skupiny A patii MKK1 (diive MEK1) a MKK2 u Arabidopsis, které jsou znamy
jako aktivatory MPK4. MKKI1 je aktivovana chladem, suchem, poranénim, oxidativnim
stresem a bakterialnimi elicitory (Matsuoka et al., 2002; Teige et al., 2004). MKK2
ptitom aktivuje i MPKG6 a spousti signalizaci v odpovédich na chlad a sil. Tato kinasa je
aktivovana MEKK1 (Teige et al., 2004). Do skupiny B patii MKK6 a MKK3
u Arabidopsis, a NPK2 (nukleus/phragmoplast-localized protein kinase 2) u tabaku.
AtMKKG je zapojena v procesu cytokineze (Soyano et al., 2003; Melikant et al., 2004).
AtMKK3 a NtNPK2 maji NTF2 doménu v C-terminalni oblasti (Ichimura et al., 2002).
Do skupiny C patii napt. SIMKK (salt-stress inducible protein kinase kinase)
u vojtésky. Tato kinasa je aktivni v pfitomnosti t€zkych kovil a je zapojena v ethylenové
signalizaci, hyperoosmotickém stresu a je aktivni v pfitomnosti houbovych elicitorii
(Kiegerl et al., 2000; Cardinale et al., 2002; Ouaked et al., 2003; Jonak et al., 2004).
Podrobngjsi studie o MAPKK bohuzel nejsou dosud k dispozici.
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2.1.3 MAPKKK
MAPKKK tvofi nejvétsi skupinu v ramci zastupci MAPK kaskad. MAPKKK jsou
déleny do 2 podrodin (Ichimura et al., 2002): MEKK proteinové kinasy (12
u Arabidopsis) a Raf protein kinasy (48 u Arabidopsis).

Do skupiny MEKK proteinovych kinas patii OMTKI1 (oxidative stress-activated
MAP triple-kinase 1) u vojtésky, MEKKI1, ANP1/2/3 (NPKI-like protein kinase)
a YODA u Arabidopsis a NPK1 utabaku. MsOMTKI1 je aktivovana oxidativnim
stresem (Nakagami et al., 2004). AtMEKKI1 je aktivator MKKI1-2 a MKK4-5
v odpoveédi rostlin na patogeny a chladovy a solny stres (Mizoguchi et al., 1996; Asai et
al., 2002; Teige et al., 2004). Kinasy AtANP1/2/3 jsou aktivovany oxidativnim stresem
a jsou zapojeny Vv procesu cytokineze a v auxinové signalizaci (Kovtun et al., 2000;
Krysan et al., 2002). AtYODA se podili na vyvoji pruduchii, embryonalnim zalozenim
rostlinného téla a post-embryonalnim vyvoji rostliny (Bergmann et al., 2004; Lukowitz
et al., 2004).

Do Raf-like proteinovych kinas patii EDR1 (enhanced disease susceptibility)
a CRT1 (constitutive triple reponse 1) u Arabidopsis, EDR1 u ryze a CTRI u rajéete.
AtCTR1 je negativni regulator v ethylenové signalizaci (Gao et al., 2003; Huang et al.,
2003). EDRI1 je negativni regulator v odpovédich na patogeny (Frye et al., 2001; Tang
a Innes 2002).

2.2 Odpovédi rostlin na abioticky stres
Po vystaveni rostlin abiotickému stresu dochazi k aktivaci riznych MAPK. V reakcich
rostlin Arabidopsis, které jsou indukovany abiotickymi stresy, maji vyznamnou funkci
zejména kinasy MPK3, MPK4 a MPK6. Na Obr. 1 jsou schématicky znazornény znamé
stres, stres z poranéni, stres z téZkych kovii, oxidativni a osmoticky stres, stres ze
sucha), vcetné¢ aktivovanych sekundéarnich posli na zacatku signalizacni dréhy
a nekterych cilovych proteind na konci aktivované MAPK drahy (Smékalova et al.,
2014). U vétsiny z nich dochazi k tvorbé ROS. Tento proces (oxidativni stres) je spojen
zejména S intoxikaci tézkymi kovy (Liu et al., 2010), otravou ozonem (Miles et al.,
2009) a osmotickym stresem (Kim et al., 2011). Napft. tézké kovy zpusobuji naruSeni
kontroly redoxniho stavu bunék, co vede ke zvySené hladiné ROS prostiednictvim

autooxidace a Fentonové reakce (tato reakce je typicka pro stres vyvolany Fe a Cu).
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Tento proces ovliviiuje distribuci Ca?* a aktivitu Ca’*-vazebnych proteinti, G-protein,
signalnich procest, které zahrnuji fosfoinositoly, a v neposledni fadé i MAPK kaskadu
(Schiitzendiibel a Polle, 2002). ROS jsou béznymi produkty aerobniho metabolizmu,
jsou to vysoce reaktivni molekuly, které interaguji s riznymi bunéénymi komponenty,
co vede k poskozeni dulezitych makromolekul (nukleové kyseliny, proteiny, cukry,
lipidy). Piispivaji tim K procesim, které zpusobuji bunénou smrt. K obrané proti
oxida¢nimu stresu maji rostliny vyvinuty rozsahly antioxidacni systém slouzici
k detoxifikaci ROS. V tomto systému jsou zahrnuty antioxida¢ni enzymy, napt. SOD
(superoxid dismutasa), CAT (katalasa), APX (askorbat peroxidasa) a GR (glutation
reduktasa), jejichz ptitomnost, koncentrace a aktivace urcuje miru antioxidac¢ni obrany
Vv rostlinnych buiikach.

Jednim z nejcastéjSich strest u rostlin je mechanické poranéni. Pii tomto stresu
dochazi k rychlé produkci rostlinnych hormont (napf. JA), tvoti se ROS, nastartuje se
docasny (transientni) vtok iontd Ca** do cytoplasmy a aktivuje se fosforylace proteint
véetné aktivace MAPK kaskad (Takahashi et al., 2011). Diky neustalému zvySovani
globalni teploty a dezertifikaci ptidy dochazi k poklesu vodniho potencialu. S vyjimkou
rostlin tolerantnich na sucho, je vétSina suchozemskych rostlin na dostupnost vody
citliva. Dilezitym mechanizmem, kterym se rostliny suchu brani, je uzavirani praduchu.
Rostliny tim ¢asteéné dosahuji snizeni ztrdt vody. Kdyz je vliv sucha na rostliny
dlouhodoby, dochdzi ke zméndm v expresi gend.

Vysoké koncentrace NaCl, nebo jinych soli v piidé maji nepfiznivé Ucinky na rast
a vyvoj rostlin. Vyvolavaji solny stres. ZvySovani koncentrace soli v pid¢ miize byt
zpiisobeno hlavné evaporaci padniho roztoku, precipitaci rozpustnych iontl
a zvétravanim hornin, pficemz se ionty soli uvoliuji (Mahajan a Tuteja, 2005). Obranna
reakce rostlin proti zvySenym koncentracim soli v cytoplasmé zahrnuje aktivni
odstranéni Na® z buné&k prostiednictvim antiportu Na® s H* nebo sekvestraci nadbytku
iont do vakuol, coz zabezpeCuje antiporter NHX1 na tonoplastu (Munns a Tester,
2008). Solny a hyperosmoticky stres spousti nékolik signaliza¢nich drah, a jsou
provazeny tvorbou ROS (Miller et al., 2010), produkci signalnich fosfoinositold
(Bargmann et al., 2009), zvysenim hladiny Ca?* (Laohavisit et al., 2012) a akumulaci
NO (Khan et al., 2012).

Rostliny mirného pésu, v porovnani s rostlinnymi druhy aklimatizovanymi na nizké
nebo vysoké teploty v jiznich nebo severnich castech planety, se musi vypotadat

s nahlymi vykyvy teplot. Dilezitym dusledkem extrémnich teplot je zména vlastnosti
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plasmatické membrany. Teplo zvysuje jeji fluiditu, zatimco chlad ji méni v rigidnéjsi
strukturu (Wang et al., 2003; Mittler et al., 2012). Nizka teplota (chladovy stres)
vyvolava fyziologické odpovédi, které jsou, jako vétSina odpovédi na stres, vV kone¢ném
disledku vyvolany zménami v genové expresi. | vV tomto typu stresu se ucastni MAPK
kaskady aktivace téchto geni (Mishra et al., 2006; Huang et al., 2012). Ptesné
mechanizmy zodpovédné za vnimani chladovych podminek nebyly doposud popsany.
Pii signalni odpovédi na teplotni stres pravdépodobné dochazi prvotné k mobilizaci
Ca?", k aktivaci histidinkinas, k tvorb& PA a PI. Signaliza¢ni drahy téchto sekundarnich
posli aktivuji jak calcium-dependentni protein kinasy, tak MAPK kaskady (Sangwan et
al., 2002; Delage et al., 2012; Nongpiur et al., 2012; Arisz et al., 2013; Zhu et al.,
2013). Vreakci na tepelny stres se rostliny prednostné snazi spoustét obranné
mechanizmy, které zabrani dezintegraci membran a degradaci proteini v téchto
podminkach.

V nésledujici kapitole teoretického uvodu se budu vénovat odpovédi rostlin na stres

vyvolany tézkymi kovy.

2.3 Stres z tézkych kovu
Tézké kovy jsou definovany jako kovy, které maji hustotu vyssi nez 5 g.cm‘3. 53290
piirozené se vyskytujicich prvki jsou tézké kovy, ale ne vSechny z nich jsou biologicky
dalezité. Pro zivé organismy a ekosystémy je dilezitych celkem 17 tézkych kovi. Patii
mezi né¢ mikronutrienty Fe, Mo a Mn, stopové prvky Zn, Ni, Cu, V, Co, W a Cr, zbylé
dal§i maji nezndmou funkci jako nutriety. TéZké kovy maji nekompletné zaplnény
d-orbital a za fyziologickych podminek se vyskytuji jako kationty. Esencialni pfechodné
kovy jsou dilezité k aktivité velkého poétu enzymu a proteint, jejich koncentrace je
ptisné kontrolovdna prostfednictvim mechanizmil ustanovujici jejich homeostazi. Cela
fada enzymi obsahuje ve své strukturni podobé vazané kovy, a to v pozici, kterd je
dilezita k jejich aktivité.

Dle databaze TAIR existuje velké mnozstvi proteinii funkéné asociovanych se
zinkem (1272), médi (108), zelezem (106), manganem (12) a niklem (4) (Kramer et al.,
2007). Zelezo je soucasti hemovych proteini jako cytochromy, Fe-S proteiny,
ferredoxin a dalSi enzymy. Méd' je slozkou elektronovych pifenaseCovych proteina

zapojenych v procesech fotosyntézy (napi. plastocyanin), respirace (napi. cytochrom
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¢ oxidasa). Zinek je redoxné neaktivni, ale ma dilezitou katalytickou funkci v mnoha
proteinech a enzymech (alkoholdehydrogenasa, karboxypeptidasa, DNA polymerasa).

V pudach jsou volné kovové ionty v rozsahu sub-mikromolarnich aZz nanomolarnich
koncentraci. Pokud jde o jejich akumulaci, na nadbytek reaguji rostliny obrannymi
mechanizmy. Doposud je zndmo pomérné malo o MAPK podilejicich se v rostlinach na
odpovédi na tézké kovy. Je vsak evidentni, Ze MAPK signalni drahy se v pripad¢ stresu
z tézkych kovu u rostlin aktivuji (Yeh et al., 2004; Huang a Huang, 2008; Wang et al.,
2010; Ye et al., 2013). Napiiklad v semenacécich Medicago sativa dochazi v ptitomnosti
Cu a Cd k aktivaci ¢tyt MAPK: SIMK, MMK2, MMK3 a SAMK. Kinetika téchto
aktivaci je vSak rozdilna. SIMKK, nadfazena MAP2K, specificky spousti aktivaci
SIMK a SAMK, avs$ak nepodili se na aktivaci MMK2 a MMK3 (Jonak et al., 2004).
Bylo prokazano, ze troven transkripce MAPK v A. thaliana se zvySuje v zavislosti na
Case po vystaveni rostlin Cd a Cu stresu (Opdenakker et al., 2012). Cd v rostlinach
Arabidopsis zpisobuje akumulaci ROS, coz vede k aktivaci MPK3 a MPK6 v kofenech
(Liu et al, 2010). Aktivace MAPK signalni drahy vede Kk aktivaci nékolik
transkripénich faktorti: MYC, bZIP (basic region-leucine zaper), MYB (myeloblastosis
family of transcription factors) (Roelofs et al., 2008). Transkripéni faktory WRKY?22,
WRKY25 a WRKY29 jsou nadmérné exprimovany pii kratkodobé expozici rostlin
zvySsenym koncentracim Cu. V ptipadé dlouhodobgjsiho pusobeni Cd (24 h) jsou
exprimovany jen posledni dva transkripéni faktory. V ptipad¢ transkripéniho faktoru
ZATI12 (zinc finger transcription factor 12) dlouhodoba expozice rostlin k Cd
neovliviluje jeho transkripci v kotenech, ale pifi kratkodobé expozici dochézi
K podobnému ovlivnéni jako v ptipadé predeslych transkripénich faktort (Opdenakker
etal., 2012).

2.3.1 Obecny mechanizmus prijmu latek
Ruzné latky z pldniho roztoku jsou rostlinami ptijimany bud pasivné (po sméru
koncentra¢niho gradientu), nebo aktivné (proti sméru koncentraéniho gradientu).
V ptipad¢ piijmu latek proti sméru koncentracniho gradientu je potfebné, aby byla
vynaloZzena urcita metabolickd energie. V kofenech jsou Ziviny transportovany
prostiednictvim apoplastu nebo symplastu. Symplasticky transport je zalozen na aktivité
bilkovinnych pfenasect, které zprostiedkovavaji transport pies plasmatickou

membranu. Mezibunéénym transportem na kratké vzdalenosti jsou v kofenu latky
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dopravovany do xylému, kterym se dostavaji do nadzemnich ¢asti rostlin. V listech
dochazi k vstupu latek do symplastu mezofylovych bun¢k, pficemz se zde znovu
uplatnuji membranové transportéry. Transportni mechanizmy mohou byt rozdéleny do 2
hlavnich skupin. Prvni je nespecificky transport zahrnujici prostou a zprostiedkovanou
(pasivni) difuzi, a druhy je zprostfedkovany transport, do kterého spadd primarni
a sekundarni aktivni transport.

Pti prosté difuzi dochazi k priichodu latek na zakladé koncentracniho spadu bez
spotieby energie, je vyuzivano pouze kinetické energie. Molekuly jsou transportovany
Z mista vyssi koncentrace do mista koncentrace nizsi. Timto zplisobem jsou piendseny
hlavn¢é malo polarni molekuly a plyny. Na usnadnéné difuzi pfes membrany se podileji
transportni molekuly. Tento pasivni pienos zprostfedkovavaji selektivni kandly, ptes
které mohou ionty volné difundovat. Latky se pfes membrany pohybuji ve sméru
koncentra¢niho gradientu a bez spotieby energie. Timto typem transportu jsou
pfenaseny malé molekuly, ionty a voda. Aktivni transport probiha proti koncentraénimu
spadu a to bud’ jednim smérem, nebo mlze byt spjat s transportem jiné latky. Dochézi
ke spotiebé energie ve formé ATP a prendSenymi latkami jsou vétsi molekuly, jako
cukry, aminokyseliny atd. Na transportu se podileji pienasece, které maji jedno, nebo
vice specifickych vazebnych mist. V aktivnim transportu je zahrnuty uniport (pfendsena
jedna molekula), symport (pfenaSeny soubézné 2 rizné molekuly nebo ionty stejnym
smérem) a antiport (pfendSeny soubézné 2 rozdilné molekuly opacnym smérem). Jako
primarni aktivni transport se oznacuje proces, ktery je spfazen s hydrolyzou ATP (napf.
pii aktivité Na'/K*-ATPasy). Sekundarni transport je spfazen s exergonickym pfenosem

jiné latky (napf. glukosa transportovand spolu s Na*) (Prochazka et al., 1998).

2.3.2 Hyperakumulace tézkych kovi v rostlinach
Hyperakumulace kovu je fyziologicky proces vyuzivany nékterymi rostlinami, které
jsou schopny ristu a reprodukce na pidach obsahujici vysoké, potencialné toxické
hladiny pfechodnych kovovych iontl. Ke studiim akumulace tézkych kovi v rostlinach
je vyuzivano rostlin se schopnosti hyperakumulace tézkych kovi. Mezi tyto
hyperakumulatory patii Arabidopsis halleri a Noccaea caerulescens (diive Thlaspi
caerulescens) z ¢eledi Brassicaceae (brukvovité), které jsou schopné nejen tolerovat,
ale i hyperakumulovat Zn, Cd a Ni (Talke et al., 2006). Hyperakumulatory jsou obecné

charakterizovany toleranci k t¢zkym koviim, akumuluji kovy pfedevsim v listech bez
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symptomi toxicity a udrzuji nizkou koncentraci kovli v kofenech. Tyto druhy
transportuji t€zké kovy do apoplastu a/nebo je kompartmentuji a sekvestruji do vakuol
(Krédmer, 2010).

Razné rostlinné druhy vyuZzivaji rizné strategie, jak se vyporadat se zvySenou
koncentraci tézkych kovi v pide. Rostliny mizeme rozdélit do 4 skupin: (a) druhy
senzitivni na kovy (kovy jsou transportovany do vyhonk a rostliny podléhaji toxickym
efektim kovt), (b) druhy rezistentni na kovy (jsou schopny udrzet kovy mimo koieny
a v piipadé vstupu toxickych kovi do kofenovych bunék jsou schopné jejich rychlého
exportu), (c) tolerujici druhy, které ale kovy cilené nehromadi (povoluji vstup kovi do
kotenovych bunék, kovy zde jsou sekvestrovany do vakuol, ¢imz rostlina ptedchazi
translokaci do vyhonkt), (d) rostlinné hyperakumulatory (rostliny jsou na kovy
tolerantni, kovy jsou ptes kotfeny dale rozvadény v rostliné a ve vyhoncich jsou
sekvestrovany do vakuol). Kazda skupina ma rizné molekularni mechanizmy, které
rostliné zabezpecuji toleranci/rezistenci ktézkym kovim nebo snizuji negativni
disledky toxicity kovli. Obecné jsou odpovédi rostlin na tézké kovy na molekularni

urovni regulovany v procesu udrzovani homeostaze kova (Lin a Aarts, 2012).

2.3.3 Detoxifikace tézkych kovii

Na bunééné urovni vyuzivaji vyssi rostliny nékolik mechanizmi, které jim napomahaji
se vyporadat se zvySenymi koncentracemi tézkych kovid. Jednad se o kontrolu vstupu
kovii do bungk (influx), redukci biodostupnosti kovil, chelaci kovii, podporu vylu¢ovani
(efluxu) kovi, kompartmentalizaci a sekvestraci kovi ve vakuole, detoxifikaci ROS.
Vyznamnou roli zde maji membranové transportni systémy, které jsou dilezité
v homeostazi a toleranci tézkych kovii (Jonak et al., 2004). Schopnost regulovat toxicitu
tézkych kovu kotfeny rostlin zavisi na elektro-fyziologickych parametrech plasmatické
membrany (Kenderesova et al., 2012).

Kompartmentalizace kovt v bunice je nutnou a efektivni cestou k jejich separaci
od aktivnich bunétnych metabolickych sloucenin a slouzi k udrzeni cytoplasmatické
koncentrace prvkii jako Zn** na tak nizké urovni, jak je nutno. Mechanizmus
kompartmentalizace zahrnuje regulaci pfijmu a vydeje kovi, ktera rozhoduje
0 translokaci kovovych iontl bud v bufice, nebo pfi transportu z buiikky do bunky
smérem k cilové tkdni nebo orgdnu a pfi finalni sekvestraci ve vakuole, kterd se tak

stavda hlavnim uloziStém k inaktivaci tézkych kovil. Sekvestrace kovi v rostlinné
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vakuole mize byt upiednostiovanym mechanizmem ochrany vici tézkym kovam,
vyznamny podil kovovych ionti se ale mize akumulovat 1 v bunécné sténé. Toxicita
kovii na plasmatické membrané mutze stimulovat peroxidaci lipidi a naslednou
nerovnovahu iontl v cytoplasmé, zpiisobenou ztratou vysoce mobilnich ionti jako K*
(Kenderesova et al., 2012). Tyto poruchy funkce plasmatické membrany zahrnuji
nerovnovahu v pfijmu a transportu iontd, zpusobujici zmény v membranovém
potencialu (Eym) a zvySuji ztraty vody v rostlin¢ (Chaoui et al., 1997; Madhava a Stresty,
2000; Llamas et al., 2008). Zn** v riiznych koncentracich vyvolavé rychlé membranové
zmény, které se projevuji jako primarni hyperpolarizace a naslednd depolarizace ve
zralych kotenovych kortikalnich bunikdch. Depolarizace plasmatické membrany muze
byt vyvoldna transmembranovym pohybem riznych iontd (vstupem H*, K, ca®t
a vydejem Cl nebo K*) nebo jako diisledek snizeni aktivity H'-ATPasy (Kenderesova et
al.,, 2012). V piipadé¢, ze rostliny nejsou schopny se branit vstupu iontd kovi nebo
nedokazou zvysit jejich vydej, musi nastartovat sekvestraci kovi do bezpecnych mist
(vakuol), které poskytuji dobte kontrolovatelny skladovaci prostor pro deaktivované
formy kovt. Na tonoplastu vakuol se nachazi n¢kolik transportéri prenasejicich kovové
ionty, o kterych bude pojednano pozdéji. Rostliny jako slouceniny chelatujici kovy

vyuzivaji napt. nikotinamid, glutation, fytochelatiny nebo metalothioniny.

2.4 Transport piechodnych kovii
Transport kovii a jejich regulace musi byt fizen SVvysokou preciznosti a specifitou.
Riizné transportéry maji casto odliSnou afinitu k riznym tézkym kovim. Nejvyssi
aktivita transportnich proteinii je u tolerantnich a hyperakumulatorovych rostlin.
Odlisné chemické vlastnosti piechodnych prvklt vyzaduji odliSné molekularni
mechanizmy Kk jejich transportu pfes membrany. Nejvyznamnéj$i proteiny, které
zprostfedkovavaji transport pfechodnych prvka v rostling, jsou zobrazeny na Obr. 2
a budou shrnuty v nasledujicich podkapitolach. Patii do nasledujicich rodin: ZIP (ZRT,
IRT-like protein), CDF (cation difusion facilitator family), P1g-typ superrodiny P-typu
ATPas, Nramp (Natural resistence associated macrophage protein), YSL (yellow-stripe-
1-like), COPT (copper transporter family), CCC1 (Ca®*-sensitive cross complementer
1), IREG (iron-regulated protein family), CAX (cation exchanger family), ABC (ATP-
binding cassette transporters) a domnélé transportéry AtFRD3 (ferric reduktase

defective 3), AtZIF1 (Zinc induced facilitator 1) (Krdmer, 2007).
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Obr 2: Schematické znazornéni membranovych transportnich proteinti pro té€zké kovy a jejich
lokalizace v riznych endomembranach v buiikach rostlin (ptevzato: Hall a Williams, 2003). GA
— Golgiho aparat, ER — endoplasmatické retikulum.

2.4.1 P1g-ATPasy
Skupina P-typ ATPas je superrodina pienaseCl transportujicich esencialni, ale i
potencialné toxické kovy pres bunééné membrany za vyuZiti energie z hydrolyzy ATP.
Tyto transportéry hraji nezastupitelnou roli v transportu esencidlnich prvkil a jsou
zapojeny V zéakladnich bunéénych procesech prostiednictvim vytvafeni a udrzovani
elektrochemického gradientu. Tato superrodina je klasifikovana celkem do 5 rodin (I az
V), kazdd znich je dé€lena do 2 a vice podrodin podle jejich transportni specifity
(Colangelo a Guerinot, 2006). Mezi n& u Arabidopsis patii napf. P,g-ATPasy (Ca®'-
ATPasy), Psa-ATPasy (H'-ATPasy) a Pig-ATPasy (HMA-heavy metal transporter
ATPasy). Podle toho, jakou maji P1g-ATPasy specifitu k iontu kovu, se u Arabidopsis
déli na skupiny prenasejici bud’ monovalentni (Cu’/Ag’) nebo divalentni
(Zn**ICo* /Cd**/Pb*") ionty t&zkych kovi. Do prvni skupiny patii AtHMAS, PAAI
(P-typ ATPase Arabidopsis), RAN1 (responsive to antagonist 1) a AtHMAS8. Do
skupiny transportujici divalentni kovové ionty patii AtHMA1, AtHMA2, AtHMAS a
AtHMAA4. P1g-ATPasy maji 8 TM (transmembranovych) domén, CPx motiv slouZici
k translokaci ionti kovu a kov-vazajici doménu na C- nebo N-konci (Axelsen a

Palmgren, 2001). AtHMAZ je Zn-dependentni ATPasa, ktera je aktivovana pifitomnosti
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Cd, méné¢ i jinymi kovy (Pb, Co, Ni, Cu) (Eren a Argiiello, 2004). AtHMAA4 je dulezita
k translokaci Zn, Cd a Pb (Verret et al., 2005). RAN1 (AtHMA7) transportuje Cu pies
membranu Golgiho aparatu. Zajimavosti je, ze mutace v genu ranl-3 vedla ke
konstitutivni aktivaci ethylenové signalni drahy (Woeste a Kieber, 2000). Na transportu
Cu do chloroplastu se podileji prenasece AtHMAIL, PAA1 (AtHMAG6) a PAA2
(AtHMAB) (Shikanai et al., 2003; Abdel-Ghany et al., 2005; Seigneurin-Berny et al.,
2005).

2.4.2 ZIP (ZRT, IRT-like proteins) rodina

Rodina ZIP membranovych pfenaseci ustanovuje homeostazi iontd kovu
prostiednictvim transportu kationtd (Zn, Cd, Fe, Mn) do cytoplasmy. ZIP transportéry
maji 8 TM domén a smycku bohatou na His mezi TM-3 a TM-4. Podobné oblast byla
popsana i u CDF transportéri (Maser et al., 2001). U nékterych transportérii z této
rodiny byla zaznamenana velmi vysoka troven exprese v podminkach, kdy ma rostlina
nedostatek Zn, zatimco jejich exprese siln¢ klesala, kdyz byl Zn pfidan do okoliho
prostiedi (Talke et al., 2006). Exprese ZIP gend je v odpovédi na snizenou hladinu Zn
u Arabidopsis pod kontrolou bZIP transkripénich faktort, konkrétné bZIP19 a bZIP23
(Assuncdo et al., 2010).

2.4.3 Nramp (Natural resistance associated macrophage protein) rodina
Nramp je rodina vysoce konzervovanych integralnich membranovych proteint
nachazejicich se v plasmatické membrané, ktera slouzi k transportu Sirokého mnozstvi
kovovych iontll u mnoha organismil véetné bakterii, hub, rostlin a Zivo€ichii. Doposud
bylo funkéné -charakterizovano jen malo Nramp proteini. V kvasinkdch byly
identifikovany proteiny SMF 1-3, které transportuji Mn?*, Cu**, Cd?*, Co*" a Fe?* (Liu
et al., 1997; Supek et al., 1997; Chen et al., 1999). Rostlinné Nramp se déli do 2
podrodin: prvni podrodina zahrnuje AtNrampl, AtNramp6 a OsNrampl, OsNramp 3, a
druha podrodina zahrnuje AtNramp2-5 a OsNramp2 (Curie et al., 2000).

Nrampl funguje u Arabidopsis jako transportér Mn ve fyziologickych podminkach,
je lokalizovany na plasmatické membrané bun¢k (Cailliatte et al.,, 2010) a mimo
zminény transport Mn se podili i na pfenosu Fe. V ptipadé AtNramp2 nebyla zjisténa
zvySena exprese nebo regulace proteinu v odpovédi na zvySené koncentrace Fe (Curie et

al., 2000). AtNramp3 transportuje Fe z vakuol u Arabidopsis (Thomine et al. 2000,
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Thomine et al., 2003). Stejné jako AtNramp3 se i AtNramp4 nachazi na tonoplastu a
podili na akumulaci Fe ve vakuole (Lanquar et al., 2005). AtNramp6 je intracelularni
transportér kovl, ktery se vyrazné podili na distribuci a na snizovani dostupnosti

volnych iontti Cd v bunce (Cailliate et al., 2009).

2.4.4 CDF (cation diffusion facilitator) rodina

Clenové rodiny CDF se podileji na pi{jmu a na vydeji t&Zkych kovi. Jsou lokalizovani
na plasmatické membrané a v membranach rtznych bunéénych organel. Ptenos
kovovych iont prostfednictvim téchto transportéri je zprostfedkovan proti
koncentraénimu gradientu s vyuzitim iontd H* nebo K*. Celkem je CDF délena do 3
skupin podle jejich substratové specifity. Jsou to skupiny transportujici Zn (I), Zn a Fe
(IT) a Mn (III). Zastupci kazdé ze skupin dokaZzi transportovat i dalsi pfechodné prvky,
ovSem s riznou mirou specifity. Napf. Zn transportéry jsou vysoce specifické pro Zn,
ale transportuji i Co, Cd a Ni. V rostlinnych bunkach se CDF nazyvaji MTP (metal
tolerance protein, Montanini et al., 2007). CDF proteiny maji 6 TM domén
S N-terminalnimi sekvencemi a C-terminalni doménu vazajici kationty. Eukaryotické
buniky obsahuji CDF proteiny s doménou bohatou na His, kterd se nachazi na
cytoplasmatické stran¢ v oblasti mezi TM-4 a TM-5 (Paulsen a Saier, 1997).

Nékolik CDF transportéri bylo identifikovano i u kvasinek. U Schizosaccharomyces
pombe byl nalezen gen pro ZHF (zinc homeostasis factor). Tento protein je lokalizovan
na membrané endoplasmatického retikula (Clemens et al., 2002). Saccharomyces
cerevisiae obsahuje na tonolastu transportéry ZRCI1 (zinc resistance conferring 1)
a COT1 (cobalt toxicity 1) podilejici se na vakuolarni akumulaci iontd Zn a Cd
(Blaudez et al., 2003). U rostlin jsou transportéry této rodiny intenzivné studovany.
Hyperakumulatorovy druh Thlaspi caerulescens obsahuje transportéry ZTP1 (zinc
tolerance protein 1) a ZTP2. Geny pro tyto transportéry jsou exprimovany piedevsim
Vv kofenech, gen ZIP1 se exprimuje i Vv listech. U nehyperakumulatorového druhu
Thlaspi arvense dochazi k expresi gent pro tyto transportéry vyhradné v podminkach
limitnich koncentraci Zn. ZvysSend exprese ZTP1 se vyskytuje v kalaminovych piidach,
tj. ptidach bohatych na Zn, Cd a Pd. Naopak v pidich bohatych na Ni je ZTP1
exprimovan mnohem méné (Assungdo et al., 2001). U Arabidopsis bylo popsano
celkem 12 transportéri MTP. Jako prvni byl charakterizovany gen ZAT (pozdéji

pfejmenovan na AtMTP1), ktery se exprimuje ve vSech organech rostliny. Transportér
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je lokalizovany na tonoplastu a jeho aktivace vede ke zvySené akumulaci Zn v kotfenech
(van der Zaal et al., 1999). Podobny transportér byl nalezen i u Oryza sativa, ktery
mimo Zn transportuje i Co, Fe, Cd, ovSem s niz$i afinitou (Menguer et al., 2013).
U Arabidopsis byly dale popsany funkce i jinych transportért této rodiny, napt. MTP3,
ktery transportuje Zn pies tonoplast (Arrivault et al., 2006), nebo MTPI11, ktery
transportuje Mn (Delhaize et al., 2007).
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material a metody

3.1.1 Laboratorni pristroje
Laboratorni ptedvazky S1502, BEL (Italie); analytické vahy XA110/2X, Radwag
(Polsko); pH metr Cyberscan 310, Eurotech Instruments (Singapur); laminarni box,
Biohazard (Italie); vortex, Labnet (USA); Image Scanner III, Epson (Japonsko),
vykyvna tfepacka MR-12, Biosan (LotySsko); elektromagneticka michacka MSH-420,
Boeco (Némecko); membranova vyvéva, Vacuubrand (Némecko); trepacka
s nastavitelnou teplotou inkubace ES-20, Biosan (Loty$sko); fytotronova komora, Weiss

Gallenkamp (Némecko).

3.1.2 Mikroskopické vybaveni laboratore
- binokularni lupa M165FC, Leica (Némecko) s CCD kamerou, Leica Microsystem
(Némecko).
- konfokalni laserovy skenovaci mikroskop LSM 710, Zeiss (Némecko).
- light-sheet fluorescen¢ni mikroskop 7.1, Zeiss (Némecko).
Veskeré mikroskopy jsou fizeny analytickymi programy Zeiss built-in Zen 2012 Blue
a Black software. Pro analyzu obrazu byl také vyuzit volné dostupny program Image J

(http://imagej.nih.gov/ij/).

3.1.3 Chemikalie
Desert Biological: ~ Meicelasa
Duchefa Biochemie: Murashige & Skoog medium (M0O221.0050)
Invitrogen: Alexa Fluor 488 sekundarni protilatka (goat anti rat), Alexa Fluor

546  sekundarni protilatka (goat anti rabbit), N-(3-

triethylammoniumpropyl)-4-(8-(4-

(diethylamino)fenyl)hexytrienyl)pyridinium dibromid (FM4-64)
Sigma Aldrich: 4’ 6-diamin-2-fenylindol (DAPI), dihydrogenfosfore¢nan

draselny (KH,PO,), dihydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného
(Na;HPO42H,0), hydroxid draselny (KOH), heptahydrat siranu
hofeCnatého  (MgSO4.7H20),  chlorid  draselny  (KCl),
dimethylsulfoxid (DMSQ), piperazin-N,N’-bis(2-ethansulfonova
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kyselina) (PIPES), ethylenglykol-bis-(2-
aminoethylether)tetraoctova  kyselina ~ (EGTA),  glycerol,
glutaraldehyd, heptahydrat siranu zinec¢natého (ZnSO,4.7 H,0),
hovézi sérovy albumin (BSA), hydroxid sodny (NaOH),
hypochlorid sodny (NaClO), chlorid sodny (NaCl), primarni
protilatka anti-MPK3 (rabbit), primarni protilatka anti-MPK6
(rabbit), Nonidet P-40, paraformaldehyd, phytagel, sacharosa,

tetrahydroboritan sodny (NaBH,), Tween®, parafenylendiamin.

Serotec: Primarni protilatka anti-a-tubulin (rat)
Serva: Celulasa, macerosym, Toluidinova modi O
Zeiss: Imerzni olej 518F

3.1.4 Rostlinny material

- divoky typ Arabidopsis thaliana ekotyp Columbia (Col-0).

- rostliny Arabidopsis thaliana stabilné exprimujici chiméricky gen pro cytoplasmaticky
fazni protein sGFP (Mano et al., 1999). Rostliny jsou dale v textu oznaceny jako
PMAT-GFP.

- rostliny Arabidopsis thaliana stabilné exprimujici GFP protein (Ovecka et al., 2014).
Rostliny jsou dale v textu oznaceny jako GFPS5.

- rostliny Arabidopsis thaliana stabiln¢ exprimujici SIMKK protein fazovany s YFP
proteinem (C-terminalni fize) — rostliny jsou dale v textu oznaceny jako samotné linie
SIMKK-YFP#4 a SIMKK-YFP#11, u kterych byla zjiSténa rozdilna Groven exprese
transgenu (Ovecka et al., 2014).

3.1.5 Metody

3.1.5.1 Povrchova sterilizace semen

Steriliza¢ni roztok: 1% hypochlorid sodny ve sterilni dH,0, 0,05% Tween®

¥ MS médium (navazky uvedeny na 1 1 média ptipraveného v dH,0O): 10 g sacharosy,
6 g phytagelu (pro pevné médium, pro tekut¢é médium se phytagel neptidava), 4,3 g
M0221.0050; pH=5,8, upraveno pomoci 0,1 mol.I* a 1 mol.I"* KOH.
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Semena rostlin byla pfenesena do Cisté Eppendorf zkumavky (pomér semen ku
sterilizacnimu médiu by nemél presdhnout 1:50). Semena byla promyta 1ml 70%
ethanolu, po 2 min byl ethanol odpipetovan. Byl pfidan 1 ml steriliza¢niho roztoku, po 8
min byl roztok odpipetovan a nasledné byla semena 3 x 5 min promyta sterilni dH,0.
Pti kazdém kroku byly semena pravidelné protfepavany. Sterilni semena byla pipetou
pfenesena na 2 MS médium bez vitaminl. Prace byla provadéna ve sterilnich
podminkach. Petriho misky s vysetymi semeny byly inkubovany 2 d ve vodorovné
poloze pii 4°C. Po chladové stratifikaci byly misky se semeny pfeneseny do fytotronu,
kde byly kultivovany pfi standartnich podminkéach (22°C, vlhkost 71%, denni rezim
16/8 h).

3.1.5.2 Fenotypova analyza

K analyze fenotypu rostlin byla vyuzita semena divokého typu A. thaliana Col-0 a
transgennich linii pMAT-GFP, GFP5, SIMKK-YFP#4 a SIMKK-YFP#11. Petriho
misky byly po sterilizaci a stabilizaci pii 4°C postaveny bud’ do vertikalni polohy ve
sméru rastu kofene, nebo do vodorovné polohy, a ve fytotronu kultivovany pfi
konstantnich podminkach (22°C, vlhkost 71%, denni rezim 16/8 h). V ptipad¢ stresu
z té¢zkych kovi byl jako indikator stresu piidan do 2 MS média bez vitaminl
ZnS04.7H,0 v koncentracich 200 umol.l'l, 500 ],Lmol.l'l, 1 mmol.I* a5 mmol.I%

Pti mikroskopické analyze, pozorovani ristu kofene a tvorby boc¢nich kotent byly
semenacky 2 d po jejich vykliceni s ohledem na to, aby nedoslo k jejich poskozeni,
preloZzeny na 2 MS média s Zn** a dale kultivovany ve fytotronu pii konstantnich
podminkach (22°C, vlhkost 71%, denni rezim 16/8 h). Byla sledovana rychlost rtistu
kotfene a tvorba boc¢nich kotfeni vSech linii. Pro vyhodnoceni rastu kofene rostlin byly
rostliny na Petriho miskach skenovany v pritbé¢hu 5 d v programu EPSON Scan a rst
kofene byl kvantitativné vyhodnocen v programu Imagel. K fenotypovému studiu
semenackl ovlivnénych Zn?* byla vyuzita binokularni lupa. K vyhodnoceni analyzy
rozptylu (ANOVA) byl vyuzit Fisheriv LSD test (STATISTICA 12), prostfednictvim
kterého byly zjiStény statisticky vyznamné rozdily pifi hladinach vyznamnosti P<0,05
pii méfeni délky kotfenti a bo¢nich kofent jednotlivych linii a variant experimentu.

K analyze kli¢ivosti semenackli byla sterilni semena pfenesena na 2 MS médium
bez vitaminti nebo 2 MS médium bez vitamini obsahujici Zn** v koncentracich

200 pmol.I", 500 pmol.I*, 1 mmol.I* a 5 mmol.I". Po stabilizaci byly Petriho misky
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kultivovany ve fytotronu ve vodorovné poloze pfi konstantnich podminkéch (22°C,
vlhkost 71%, denni rezim 16/8 h). Kli¢ivost byla pocitana s vyuzitim binokularni lupy
po dobu 3 d vzdy pfesné po 24 h a kvantitativné vyhodnocena.

Pro barveni kofenového systému semenacku toluidonovou modii byla sterilni
semena pienesena na 2 MS médium bez vitaminti nebo 2 MS médium bez vitamint s
500 pmol.I* Zn*. 9 d po vykli¢eni ve vodorovné poloze byly rostliny barveny
Vv roztoku toluidinové modii (1% roztok (w/v) v PBS) po dobu 30 min. Reakce byla
zastavena prenesenim semenackl z toluidinové modii do 2 MS tekutého média a

nasledné byly semenacky fotografovany.

3.1.5.3 Mikroskopické pozorovani rostlin Arabidopsis in vivo na bunécné
urovni po pisobeni solného stresu a stresu ze zinku

2 d staré semenacky transgennich linii GFP5, SIMKK-YFP#4 a SIMKK-YFP#11 byly
po dobu 24 h stabilizovany v mikroskopické komtirce (Ovecka et al., 2005) v 2 MS
tekutém médiu bez vitamint (kontrolni podminky), 2 MS tekutém médiu bez vitamint
s 500 pmol.I"* Zn?* nebo % MS tekutém médiu bez vitamind s 250 mmol.I™* NaCl. Poté
byly rostliny bud’ pfimo mikroskopovény, nebo byly perfuzi promyty 5 mmol.I"* zZn?*
(v piipadé stabilizace v 500 pmol.I* Zn?*) nebo 500 mmol.I* NaCl (v piipadé
stabilizace v 250 mmol.I" NaCl). Semenagky byly mikroskopovany konfokalnim
laserovym skenovacim mikroskopem Zeiss LSM 710 pfi nastavenych parametrech pro
detekci GFP s excitaci pfi 488 nm v emisnim spektru 493-579 nm, a pro detekci YFP s

excitaci pfi 514 nm v emisnim spektru 519-621 nm.

3.1.5.4 Mikroskopicka detekce endocytozy a lokalizace endozomalnich
kompartmentii po piisobeni zinku

Ke sledovani endocytozy a endozomalnich kompartmentt bylo vyuzito barveni s FM4-
64. 2 d od vykliceni byly semenafky transgennich linii GFP5, SIMKK-YFP#4 a
SIMKK-YFP#11 nejprve stabilizovany v 2 MS tekutém médiu bez vitamint nebo
15 MS tekutém médiu bez vitaminii s 500 pmol.I™ Zn®*. Poté byl perfuzi na rostlinné
preparaty postupné aplikovan objem 100ul (10pl/10min) roztoku FM4-64 (fedéno s %2
MS tekutym médiem bez vitaminii v poméru 1:400, koneéna koncentrace 4 pmol.1™).
Semenacky byly mikroskopovany konfokalnim laserovym skenovacim mikroskopem

Zeiss LSM 710 pti nastavenych parametrech pro simultanni detekci GFP a FM4-64 s
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excitaci pii 488 nm v emisnim spektru 493-579 nm pro GFP a 622-759 nm pro FM4-64.
Pro simultanni detekci YFP a FM4-64 byla pouzita excitace pii 514 nm a detekce byla
snimana v emisnim spektru 519-590 nm pro YFP a 637-759 nm pro FM4-64.

3.1.5.5 Whole-mount immunolokalizace MPK3, MPK6 a mikrotubula
PBS (v dH,0): 0,14 mol.I'* NaCl, 2,7 mmol.I* KCI, 6,5 mmol.I"* Na,HPO,.2H,0,
1,5 mmol.I"* KH2PO4, pH=7,3 upraveno pomoci 0,1 mol.I"* a 1 mol.I" KOH.
MTSB (v dH,0): 50 mmol.I* PIPES, 5 mmol.I* MgS0..7H,0, 5 mmol.I'* EGTA,
pH=6,9.

EGTA (0,5 mol.I* zasobni roztok): 3,8 g EGTA doplnit do 20 ml dH,O; pH=8,0
pomoci pecicek KOH

Fixa¢ni roztok: 1.5 % (v/v) paraformaldehyd, 0,5 % (v/v) glutaraldehyd v 2 MTSB;
pH=7,4

Redukéni roztok: 0,1 % (v/v) NaBH,4 v 1x PBS (vzdy musi byt pfipraven Cerstve)

Permeabiliza¢ni roztok: 10% (v/v) DMSO, 2% (v/v) Nonidet P-40 v 1x PBS.

DAPI (zésobni roztok): 10 mmol.I"* DAPI v DMSO.

Mounting médium: 9,2 mmol.I* parafenylendiamin, 0,66 % (v/v) DMSO, 10 % (v/v) 1x
PBS, 90 % (v/v) glycerol.

Enzymovy koktejl: 1 % (v/v) meicelasa, 2 % (v/v) celulasa, 1 % (v/v) macerosym v 1x
PBS.

Blokovaci roztok: 3 % (v/v) BSA v 1x PBS.

Semena divokého typu A. thaliana Col-0 a transgennich linii SIMKK-YFP#4 a
SIMKK-YFP#11 byla po sterilizaci a stabilizaci kultivovana ve vertikalni poloze ve
fytotronu za konstantnich podminek (22°C, vlhkost 71%, denni rezim 16/8 h). Po 3 d od
vykli¢eni semenacki bylo aplikovano po dobu 30 min 10 ml %2 MS tekutého média (bez
phytagelu), % MS tekutého média s 5 mmol.I" ZnS0O4.7H,0 a nebo byly semenacky
odebrany ptimo z Petriho misek do fixacniho roztoku. Semenacky byly za vyuZziti vakua
zafixovany ve fixacnim roztoku po dobu 1 h (pokojova teplota), nasledné byly rostliny

promyty 10 min v 2 MTSB a 2 x 10min v PBS. K redukci aldehydovych skupin bylo
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pouzito redukéniho roztoku (15 min, pokojova teplota) a nasledné byly semenacky
promyty 3 x 5 min v PBS. Plsobenim enzymového koktejlu byla rozrusena bunécna
sténa (30 min, 37°C), poté byly semenacky 2 x 10 min promyty v PBS a 1 h pii
pokojové teploté inkubovany v permeabilizacnim roztoku. Nasledné byly rostliny 4 x
10 min promyty v PBS a 1 h blokovany v blokovacim roztoku pii pokojové teploté.
Poté byly semenacky inkubovany s primarnimi protildtkami rozfedénymi v 3% BSA
v PBS pii 4°C pies noc. Byly pouzity nasledujici protilatky: anti-a-tubulin (fedéni
1:350), anti-MPK3 (fedéni 1:350) a anti-MPK6 (fedéni 1:750). Semenacky byly 6 x po
10 min promyty PBS s3% BSA a nasledn¢ inkubovany se sekundarni protilatkou
rozfedénou v 3% BSA (fedéni: Alexa Fluor 488 1:500, Alexa Fluor 546 1:500) v PBS
po dobu 1,5 h pti 37°C a dalsi 1,5 h pii pokojové teploté. Jadra semendcki byla
obarvena DAPI roztokem (fedéno 1:1000) pii pokojové teploté po dobu 15 min.
Nakonec byly rostliny pfeneseny na podlozni sklicka s montovacim médiem a zakryty
krycimi sklicky a uzavieny lakem na nehty. Vzorky byly mikroskopovany konfokalnim
laserovym skenovacim mikroskopem Zeiss LSM 710 pii nastavenych parametrech pro
detekci DAPI s excitaci pfi 405 nm v emisnim spektru 410-495 nm, pro detekci
komplexi mikrotubultt (MT) s protilatkou Alexa Fluor 488 s excitaci pii 488 nm
v emisnim spektru 494-552 nm a pro detekci komplexit MAPK s protilatkou Alexa

Fluor 546 s excitaci pii 561 nm v emisnim spektru 566-680 nm.

3.1.5.6 Optimalizace p¥ipravy preparati pro light-sheet mikroskopii
Semena transgennich linii SIMKK-YFP#4 a SIMKK-YFP#11 byla vysazena na 2 MS
médium bez vitamint. 2 d po vykli¢eni s ohledem na to, aby nedoslo k jejich poskozeni,
byly semenacky vpraveny pomoci pistu do malych kapilarek. Takto pfipravené
preparaty byly instalovany do mikroskopu a snimany pomoci osvétleni light-sheet v /5
MS tekutém médiu po dobu 60-120 min pii excitaci 514 nm a s detekci v emisnim

spektru pro YFP.
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4. VYSLEDKY

4.1 Charakteristika riistovych a vyvojovych zmén rostlin testovanych linii ve

stresovych podminkach

4.1.1 Vyvoj rostlin v podminkach osmotického, solné¢ho a oxidativniho stresu
Vliv riiznych abiotickych stresti na riist a celkovou morfologii rostlin byl testovan na
rostlinach A. thaliana ekotypu Col-0 a na transgennich liniich SIMKK-YFP#4
a SIMKK-YFP#11. Rostliny kli¢ici 2 d na kontrolnim > MS médiu byly pieneseny na
14, MS média s obsahem 0,1 pmol.I"* paraquatu k indukci oxidativniho stresu, s obsahem
200 mmol.I"* sorbitolu k indukeci osmotického stresu a s obsahem 100 mmol.I”* NaCl
k indukci solného a osmotického stresu.

Rostliny vykazovaly 14 DPP (dni po pielozeni) signifikantni znaky inhibice rtstu a
vyvinu, typické pro jednotlivé typy stresti. Porovnani rostlin vSech linii v kontrolnich
podminkach neodhalilo zdsadni zmény ve vyvoji kofenového systému, nebo nadzemni
Casti, i kdyZ nadzemni ¢ast linie SIMKK-YFP#4 nevyprodukovala takovou biomasu,
jako linie SIMKK-YFP#11, nebo Col-0 (Obr. 3). Oxidativni stres indukoval masivni
inhibici ristu kofenti v mife, ktera byla porovnatelna u vSech testovanych linii (Obr. 3).
Vyvoj nadzemni casti u vSech linii byl timto typem stresu inhibovdn v porovnéani
sosmotickym a solnym stresem vyrazn¢ méné¢ (Obr. 3). Délka kofenid vSech
porovnavanych linii divokého typu Col-0 i transgennich linii SIMKK-YFP#4
a SIMKK-YFP#11 byla znatné redukovéna ptitomnosti 200 mmol.I™ sorbitolu, nebo
100 mmol.I'* NaCl v kultiva¢nim médiu v porovnani s kontrolnim médiem (Obr. 3).
Celkova délka hlavniho kofene 1 postrannich kofent byla vyrazné potlacena pfitomnosti
téchto stresovych faktort.

Z celkového fenotypu rostlin je zfetelny rozdil v tom, jak rostliny reaguji na
osmoticky a solny stres. Pfitomnost vysoké koncentrace sorbitolu v kultivaénim médiu
vedla k tvorbé kotenového systému s efektivnéjsim prodluzovanim postrannich kotfent,
které ale rostly Vv tésné blizkosti hlavniho kotene (Obr. 3). Na médiu s obsahem NaCl
bylo typické prorstani postrannich kotfenti do stran zachovéano (Obr. 3). Zajimavé bylo
1 porovnani nadzemnich c¢asti rostlin, u kterych byl vyvoj silnéji ovlivnén solnym
stresem nez osmotickym stresem (Obr. 3). Vysledky experimentu ukazuji, ze rast
primdrnich kofenti pfi osmotickém a solném stresu byl u transgennich linii

exprimujicich SIMKK-YFP méné redukovan nez u kontrolnich rostlin (Obr. 3).
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Obr. 3 Kvalitativni porovnani rustu a vyvoje rostlin Col-0, SIMKK-YFP#4 a SIMKK-YFP#11
pod vlivem osmotického, oxidativniho a solného stresu. Rostliny 14 DPP na kontrolnim
médium a médii s obsahem 0,1 pmol.I™* paraquatu, 200 mmol.I"* sorbitolu a 200 mmol.I™ NaCl.
Meéritko 4 cm.

4.1.2 Vliv zinku na kli¢ivost rostlin
Mozné efekty zvysenych koncentraci Zn?* na kligeni rostlin byly testovany na Col-0, na
kontrolni transgenni linii s expresi pPMAT-GFP a na transgennich liniich s expresi
SIMKK-YFP (linie SIMKK-YFP#4 a SIMKK-YFP#11). Semena byla vysazena na
kontrolni 2 MS médium a na 2 MS média obsahujici 200 I,Lmol.l'l , 500 umol.l'l,
1 mmol.I* a 5 mmol.I"* Zn*. Kliteni semen bylo kvantitativnd vyhodnoceno v 24 h
intervalech v prubéhu 3 d.

Po 24 h tohoto testu bylo pozorovano, ze nejvyssi frekvenci kliceni dosahovala linie
SIMKK-YFP#11, a to jak v kontrolnich podminkéch, tak i po ovlivnéni Zn®*. U Col-0
vykazovaly hodnoty kli¢ivosti pfiblizn€ stejné vysledky na kontrolnim médiu a na
médiu s obsahem 200 pmol.I™* Zn?*, dochazelo ale ke zna&nému snizeni kli¢ivosti na
médiu s obsahem 5 mmol.I" Zn?*. Kligivost semen Col-0 na médiich s obsahem
500 umol.I™ a 1 mmol.I"* Zn?* byla sniZena piiblizn& o 10%. Linie SIMKK-YFP#4
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kli¢ila nejpomaleji a v porovnani s kontrolnimi podminkami se klicivost jesté snizovala
na médiich se zvy§enymi koncentracemi Zn®* (Obr. 4A).

Po 48 h byly rozdily v kli¢ivosti testovanych linii p¥i roznych koncentracich Zn®*
stale patrné. Koncentrace 5 mmol.I* Zn?* snizovala kli¢ivost viech linii. Nejvice
rezistentni na tuto koncentraci byla SIMKK-YFP#11, naopak nejméné, a to se znacnym
rozdilem, linie SIMKK-YFP#4. Tendence nizké klicivosti a téz pomalejsiho kliceni
u této linie byla pozorovana ve vsech piipadech. ZvySujici se koncentrace Zn** Klicivost
linie pMAT-GFP postupné snizovala, co bylo pozorovano i u Col-0. Rozdil mezi t€émito
dvéma liniemi byl pozorovan pii nejvyssich pouzitych koncentracich (1 mmol.I* zn*
a 5 mmol.I*t Zn2+), pticemz Col-0 byla vice rezistentni k témto koncentracim nez
PMAT-GFP (Obr. 4B).

Po 72 h vyklicila téméf vSechna semena u Col-0 a SIMKK-YFP#11 v kontrolnich
podminkach a témé& na vsech koncentracich Zn®*, mimo nejvyssi testovanou
koncentraci (5 mmol.I"* Zn?). U pMAT-GFP se podet vyklienych semen snizoval na
médiich s 500 pmol.I Zn?* a 1 mmol.I* Zn?*. Linie SIMKK-YFP#4 byla v kontrolnich
podminkach vykli¢ena piiblizné na 75% a na médiich se zvysujici se koncentraci zZn?*

se jeji schopnost kli¢it postupné snizovala (Obr. 4C).

A rove B ...
Klicivostpo 24 hod Klicivostpo 48 hod
120 ‘ 120
a 100 ‘ a 100
«» w
+l 80 ‘ + 80
g 60 | Z 0
2 40 | £ 40
=% =
S 20 S 20 -
O ‘ 0 .
kontrola 200 umol.I"! 500 umol.I? 1 mmol.I! Smmol 1! kontrola 200 pumol.l! 500 umol.1! 1 mmol.I! Smmol It
koncentrace Zn* koncentrace Zn*

C  Kli¢ivostpo 72 hod

0Col-0
BpMAT-GFP

@ SIMKK-YFP 4
@ SIMKK-YFP 11

% kli¢ivosti (£ SD)

kontrola 200 pumol.I" 500 umol.I' 1 mmol.I! 5mmol It

koncentrace Zn**

Obr. 4 Kvantitativni vyhodnoceni kli¢ivosti semen linii Col-0, pMAT-GFP, SIMKK-YFP#4 a
SIMKK-YFP#11 na médiich s riznym obsahem Zn®* po 24h (A), 48h (B) a 72h (C). Data
reprezentuji pramér = SD z 3 samostatnych biologickych opakovani.
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4.1.3 Vliv zinku na vyvoj a rist rostlin
Ovlivnéni riistu a vyvoje rostlin riznymi koncentracemi Zn** bylo studovéno na
rostlinach divokého typu Col-0 a transgennich liniich pMAT-GFP, SIMKK-YFP#4 a
SIMKK-YFP#11. Rostliny kli¢ili na kontrolnim 2 MS médiu a na 2 MS médiich
s obsahem 200 pmol.I", 500 pmol.I*, 1 mmol.I* a 5 mmol.I* Zn*".

V pitomnosti zvysujicich se koncentraci Zn®* dochéazelo k postupnému sniZovani
rustu kofene 1 nadzemni cCasti rostlin (Obr. 5). Vysoké koncentrace Zn** maji zasadni
vliv na celkovy rast a vyvoj rostlin. Uz pifi koncentraci 500 pmol.l'1 Zn** doslo
k viditelnému ubytku biomasy viech linii. Koncentrace 1 mmoll™ Zn** znatng
inhibovala celkovy rist rostlin, ale do takové miry, kdy byly rostliny jesté schopné
riistu. V pritomnosti maximélni koncentrace Zn®* (5 mmol.I™) se riistova aktivita rostlin
zastavila jiz po vykli¢eni semenackt (Obr. 5).

Nejvyssi odolnost ke zvySenym koncentracim Zn?* vykazovali transgenni linie
PMAT-GFP a SIMKK-YFP#11. Rozdil v naristé biomasy na médiich s 500 pmol.I* a
1 mmol.I* zn®** 11 d po vykliCeni rostlin je priikazny mezi transgennimi liniemi
SIMKK-YFP#4 a SIMKK-YFP#11 (Obr. 5). U rastu na 200 pumoll® Zn?* bylo
pozorovéano, ze rast rostlin v pfitomnosti této koncentrace nebyl nijak omezen
pii porovnani s kontrolou. Tato skute¢nost ovSem nebyla patrnd pii pocatecnich
pozorovanich. V ranych fazich vyvoje a rlstu rostlin (Obr. 4), byl inhibi¢ni efekt Zn**
pozorovan na médiu s 200 pmol.I"", vyrazng&ji pak na médiu s 500 pmol.I"', predevsim
po 7 d kultivace (Obr. 6). V této fazi vyvoje bylo mozné pozorovat rezistentnéjsi rist
linii pMAT-GFP a SIMKK-YFP#11 (Obr. 6C). Druhy den po vykliceni rostlin bylo
ztetelné, Ze transgenni linie SIMKK-YFP#4 a SIMKK-YFP#11 jsou v této faze rustu

odolngjsi viaci Zn*" stresu (Obr. 6B).

kontrola 200 pmol 1! Zn?* | 500 pumol 1! Zn?+ 1 mmol 1! Zn?* | 5mmoll! Zn?*

€

R AN O
SIMKK-YFP#11 | SIMKK-YFP#4

\
\ D

. A, ) Rl Y
SIMKK-YFP#11 | SIMKK-YFP#4 |SIMKK-YFP#11 | SIMKK-YFP#4 | SIMKK-YFP#1 1| SIMKK-YFP#4

Obr. 5 Porovnani prubéhu ristu rostlin Col-0, pMAT-GFP, SIMKK-YFP#4 a SIMKK-YFP#11
na médiich s obsahem vyznacenych koncentraci Zn®* 11 dnii po vykliceni.
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Obr. 6 Dokumentace rustu semenackd rostlin Col-0, pMAT-GFP, SIMKK-YFP#4 a SIMKK-
YFP#11 na médiich s obsahem vyzna¢enych koncentraci Zn®* 2 d po vykligeni (A), 4 d po
vykli¢eni (B) a 7 d po vykli¢eni (C). Mé&ftitko 4,5 cm.

4.1.4 Vliv zinku na morfologii kofenového systému
Vétveni priméarniho kofene a morfologie kofenového systému byly charakterizovany na
9 d starych rostlinach linii GFP5, SIMKK-YFP#4, SIMKK-YFP#11. Rostliny rostouci
ve vodorovné poloze na kontrolnim % MS médiu a na % MS médiu s 500 pmol.I* Zn?*
byly barveny v roztoku toluidinové modii a fotograficky dokumentovany (Obr. 7).
Rostliny linii GFPS a SIMKK-YFP#4 mély v kontrolnich podminkach 1épe vyvinuté
postranni koteny, které v nékterych piipadech dokonce piesahovaly délku primarniho
kofene. Rostliny linie SIMKK-YFP#11 méli vyvinuty jednodussi kofenovy systém s
dominantnim primarnim kofenem (Obr. 7). Naopak, Vpodminkach zvySené

koncentrace Zn®* (500 pmol.I* Zn**) byl u rostlin SIMKK-YFP#11 pozorovan vt
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pocet bo¢nich kotfend Vv porovnani s rostlinami linii SIMKK-YFP#4 a GFP5. Rostliny

této linie méli také 1épe vyvinutou nadzemni ¢ast rostliny (Obr. 7).

SIMKK-YFP#4 SIMKK-YFP#11

kontrola

A

+
cl

GFP5 e SIMKK-YFP#4 %
=
&

& —

r
Obr. 7 Morfologie kofenovho systému rostlin GFP5, SIMKK-YFP#4, SIMKK-YFP#11
v kontrolnich podminkach a po ovlivnéni Zn®*. Délka primarniho kofene a tvorba bo&nich
kofentl byla zasadnim zptisobem ovlivnéna Zn®*. Na médiu s obsahem Zn®* jsou boéni kofeny

oznaceny Sipkou a nadzemni Casti jsou oznaceny hvézdickou. Koteny rostlin 9 d starych byly
barveny toluidinovou modii.

4.1.5 Vliv zinku na formovani a rist koirenovych vlaski

Detailngj$i analyzy rostlin ovlivnénych Zn** zahrnovali i vyvojovou charakteristiku
kotenovych vlaski, které maji vyznam pro rozsifeni sorpéni plochy kotene, pii piijmu
vody a iontti. Formuji se v diferenciacni zoné kotene a jsou velmi citlivé na jakékoliv
chemické, nebo mechanické zmény v okoli kofene. Analyza byla provedena s rostlinami
Col-0, SIMKK-YFP#4 a SIMKK-YFP#11, které¢ rostly nejprve na kontrolnim %2 MS
médiu a 2 d po vykli¢eni byly pteloZzena na 2 MS média obsahujici 200 pmol.l‘l,
500 pmol.I", 1 mmol.I" a5 mmol.I* Zn*. Pro vylougeni moznych vlivii mechanického
stresu pfi experimentu byly pifelozeny i kontrolni rostliny. Kofenové vlasky, jejich
vyskyt a morfologie po ovlivnéni §kalou koncentraci Zn** byly dokumentovany pomoci
binokularni lupy (Obr. 8).

Koncentrace 200 umol.l'1 Zn** neméla v porovnani s kontrolou zasadni vliv na
formovani a rst kofenovych vlaska. U rostlin ovlivnénych vy$simi koncentracemi Zn**
(500 pmol.I* a 1 mmol.I* Zn?*) byl rist kofenovych vlaskil redukovan, coz vedlo
k tomu, Ze byly podstatn& kratsi nez u kontroly. Na médiu s 1 mmol.I"* Zn®* bylo mozné

pozorovat rozdil v citlivosti porovnavanych linii, protoze redukce formovani a ristu
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kotfenovych vlaskti byla u linii sexpresi SIMKK-YFP vyrazné¢ nisS§i. Vysoka
koncentrace Zn”* (5 mmol.I™") zasadng redukovala formovani a riist kofenovych vlaski,

takZe v pritomnosti této vysoké koncentrace Zn?* kofen vlasky viibec nevytvarel (Obr.
8).

kontrola 200 pmol I'' Zn** |500 pmol 1! Zn?* |1 mmol.1! Zn?* |5 mmol 1! Zn?*

Col-0

SIMKK-YFP#4

SIMKK-YFP#11

Obr. 8 Mikroskopicka dokumentace formovani a ristu kofenovych vlaski v diferencované ¢asti
kofene linii Col-0, SIMKK-YFP#4 a SIMKK-YFP#11 na médiich s obsahem 200 pmol.l?,
500 pmol.l'l, 1 mmol.I'* a 5 mmol.I"t Zn?*. ZvySovani koncentrace 7Zn%" v kultivaénim médiu
vedlo k postupnému sniZzovani rlstu kotfenovych vlaski, az k aplnému zastaveni jejich tvorby.
Meéritko 200 pm.

4.1.6 Kvantitativni zmény riistovych parametri kofene v odpovédi na stres
vyvolany zinkem

Kvantitativni hodnoceni parametrti (celkova délka primarniho kofene a pocet boc¢nich
kofenl) bylo provedeno na rostlinach Col-0, pMAT-GFP, SIMKK-YFP#4
a SIMKK-YFP#11. Semenacky 2 d po vykli¢eni na kontrolnim % MS médiu byly
pielozeny na kontrolni 2 MS médium, nebo na 2 MS média obsahujici 200 umol.l'l,
500 umol.I*, 1 mmolI* a 5 mmolI* zn*. Rostliny byly pravideln& skenovany v
prub¢hu 5 d a nasledné byla vyhodnocena rychlost rastu primarniho kofene a pocet

bocnich koteni. Celkova délka kotena byla méfena v programu ImageJ. K vyhodnoceni
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byl pouzit statisticky test analyzy rozptylu (ANOVA) s naslednym Fisherovym LSD
testem.

Zvysujici se koncentrace Zn** v kultivaénim médiu meély zasadni vliv na celkovou
délku kofend rostlin viech linii (Obr. 9). Pii koncentraci 1 mmol.I* zn** bylo
pozorovano znacné ovlivnéni ristu primarniho kofene a po plsobeni koncentrace
5 mmol.I" Zn®* bylo dokonce pozorovano tplné zastaveni riistu korenii (Obr. 9, 10, 11).
Koncentrace 200 umol.l'1 Zn** méla zpocatku inhibi¢ni vliv na rist kofenti, v pribéhu
experimentu (5 d) dochazelo ale k postupné adaptaci rostlin na tyto stresové podminky
(Obr. 10). Transgenni linie s expresi SIMKK-YFP rostly v kontrolnich podminkach
rychleji a vysledky naznagili, Ze byly rezistentn&jsi ke zvyienym koncentracim Zn?*
(Obr. 11). Tento fakt byl oviem statisticky potvrzen jen u nejvyss§i koncentrace Zn**
(Tab. 2). Nahladin¢ vyznamnosti P<0,05 se prokazal tento fakt u linie SIMKK-
YFP#11. Statisticky vyznamné rozdily byly potvrzeny i mezi liniemi Col-0 a
SIMKK-YFP#4 a mezi liniemi pMAT-GFP a SIMKK-YFP#4 (Tab. 2). Statisticky
vyznamné rozdily byly zaznamenany mezi kontrolni variantou a koncentraci 5 mmol.I"*
Zn?*, mezi 200 pmol.I* Zn?* a 5 mmol.I* Zn** (u viech linii), a mezi kontrolou a
1 mmol.I" Zn?* u viech transgennich linii (Tab. 1).

Tvorba bocnich kofenid byla ovlivnéna zvySenymi koncentracemi Zn?", jejich pocet
se zvySoval v zavislosti na zvySujici se koncentraci Zn?* (Obr. 12). U rostlin
ovlivnénych 5 mmol.I* Zn®* nedochazelo v prib&hu pozorovani k tvorbé bocnich
kofenii. Po ovlivnéni koncentraci 1 mmol.I"* Zn®* nejvice boc¢nich kotfent tvoftily linie
s expresi SIMKK-YFP (Obr. 13), u kterych byl naznak, ze budou obecné v tvorbé
bo¢nich kofenii po puisobeni Zn®* efektivngjsi. Na hlading statistické vyznamnosti
P<0,05 se ale tento pfedpoklad nepotvrdil (Tab. 4). V kontrolnich podminkéach se
nejvice bo¢nich kotfentl tvofilo u rostlin linie pPMAT-GFP. Statisticky vyznamné rozdily
na hlading vyznamnosti P<0,05 pii srovnani riiznych koncentraci Zn?* a u jednotlivych

testovanych linii v§ak shledany nebyly (Tab. 3).
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pMAT-GFP SIMKK-YFP#4 SIMKK-YFP#11

kontrola

500 pmol.1-! Zn?+

1 mmol 1! Zn?*

5 mmol.I't Zn*

Obr. 9 Morfologie rostlin Col-0, pMAT-GFP, SIMKK-YFP#4 a SIMKK-YFP#11 4 d po
preloZeni rostlin na média kontrolni a obsahujici 200 pmol.I"*, 500 pmol.1*, 1 mmol.I*a 5
pmol.I* Zn**. Méfitko 2 cm.
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Obr. 10 Kvantitativni porovnani délky primarniho kofene rostlin Col-0, pMAT-GFP, SIMKK-

DPP

YFP#4 a SIMKK-YFP#11 po 5 d kultivaci na médiich se zvysujici se koncentraci Zn*"

den po pieloZeni rostlin. Data reprezentuji praimér + SD z 3 nezavislych biologickych

opakovani.
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Obr. 11 Kvantitativni porovnani délky primarniho kofene rostlin Col-0, pMAT-GFP,
SIMKK-YFP#4 a SIMKK-YFP#11 po 5 d kultivaci na médiich se zvyujici se koncentraci Zn*".
DPP, den po prelozeni rostlin. Data reprezentuji primér £ SD z 3 nezavislych biologickych
opakovani.
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Tab. 1 Fishertiv LSD test pro vyhodnoceni statisticky vyznamnych rozdilt v délce primarnich
kofentl u jednotlivych linii po ovlivnéni Zn?". Analyza rozptylu porovnani riiznych koncentraci
u jednotlivych linii. Cervené jsou oznac¢eny rozdilné hodnoty s hladinou vyznamnosti P<0,05.

kontrola 200 pmol.I* Zn** 500 umol.I*Zn** 1 mmol.I*zn* 5 mmol.I" Zn**

Col-0

kontrola 0,60060 0,10949 0,05405 0,01359
20(2) pmol.1™ 0,60060 0,26650 0,14547 0,04186
Zn**

500 pmol.1™ 0,10949 0,26650 0,71402 0,31477
Zn?

1 mmol.I* zn?* 0,05405 0,14547 0,71402 0,51711
5 mmol.I*Zn** 0,01359  0,04186 0,31477 0,51711

PMAT-GFP

kontrola 0,83281 0,18319 0,03318 0,00653
200 pmol.I™* 0,83281 0,25777 0,05122 0,01054
Zn2+

50(2) pmol.I* 0,18319 0,25777 0,37418 0,11320
Zn**

1 mmol.I* zn?* 0,03318 0,05122 0,37418 0,46339
5 mmol.I* Zn** 0,00653 0,01054 0,11320 0,46339

SIMKK-YFP#4

kontrola 0,59667 0,09027 0,01854 0,00672
20(2) pmol.1™ 0,59667 0,22851 0,05637 0,02193
Zn**

50(2) pmol.I* 0,09027  0,22851 0,44267 0,22838
Zn**

1 mmol.I*zZn?* 0,01854  0,05637 0,44267 0,6509
5 mmol.I*Zn** 0,006724 0,02193 0,22838 0,65090
SIMKK-YFP#11

kontrola 0,71494 0,12081 0,03292 0,00737
200 pmol.I* 0,71500 0,22576 0,06909 0,01671
Zn

50(2) pmol.I* 0,12081 0,22575 0,50980 0,18851
Zn**

1 mmol.I?zn?" 0,03292  0,06909 0,50980 0,49793
5 mmol.I*zn** 0,00737 0,01671 0,18851 0,49793
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Tab. 2 Fisheruv LSD test pro vyhodnoceni statisticky vyznamnych rozdild v délce primarnich
kofentl u jednotlivych linii po ovlivnéni Zn?*. Analyza rozptylu porovnani jednotlivych linii pfi
riznych koncentracich Zn®*. Cervené jsou oznateny rozdilné hodnoty s hladinou
vyznamnosti P<0,05.

Col-0 pPMAT-GFP SIMKK-YFP#4 SIMKK-YFP#11
kontrola
Col-0 0,54884 0,49722 0,60186
pPMAT-GFP 0,54884 0,93355 0,93708
SIMKK-YFP#4 0,49722 0,93355 0,87301
SIMKK-YFP#11 0,60186 0,93708 0,87301
200 pmol.I* Zn**
Col-0 0,47949 0,57407 0,59699
PMAT-GFP 0,47949 0,88246 0,85587
SIMKK-YFP#4 0,57407 0,88246 0,97302
SIMKK-YFP#11 0,59699 0,85587 0,97302
500 pmol.l* Zn*
Col-0 0,17296 0,41459 0,44926
pPMAT-GFP 0,17296 0,56419 0,52442
SIMKK-YFP#4 0,41459 0,56419 0,95138
SIMKK-YFP#11 0,44926 0,52442 0,95138
1 mmol.I"t Zn?*
Col-0 0,45686 0,99291 0,81856
pPMAT-GFP 0,45686 0,40206 0,60387
SIMKK-YFP#4 0,92291 0,40206 0,74455
SIMKK-YFP#11 0,81856 0,60387 0,74455
5 mmol.I"* zn?*
Col-0 0,32475 0,03002 0,00000
pPMAT-GFP 0,32475 0,00368 0,00000
SIMKK-YFP#4 0,03002 0,00368 0,00000
SIMKK-YFP#11 0,00000 0,00000 0,00000
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Obr. 12 Kvantitativni porovnani poétu bo¢nich kofent u rostlin Col-0, pMAT-GFP, SIMKK-
YFP#4 a SIMKK-YFP#11 po 5 d kultivaci na médiich se zvysujici se koncentraci Zn?*. Nejvice
boénich kofeni se tvotilo v kontrolnich podminkach, nejméné po ovlivnéni 1 mmol.I'* Zn**. Po
ovlivnéni 5 mmol.I" Zn*" se boé¢ni kofeny netvofili. DPP, den po pieloZzeni rostlin. Data
reprezentuji primér + SD z 3 nezavislych biologickych opakovani.
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Obr. 13 Kvantitativni porovnani poétu bo¢nich kotfent u rostlin Col-0, pMAT-GFP, SIMKK-
YFP#4 a SIMKK-YFP#11 po 5 d kultivaci na médiich se zvy3ujici se koncentraci Zn**. Nejvice
boc¢nich kotfent v kontrolnich podminkach se formovalo u linie pMAT-GFP, nejméné u Col-0.
DPP, den po pteloZeni rostlin. Data reprezentuji primer + SD z 3 nezavislych biologickych
opakovani.
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Tab. 3 Fisheriv LSD test pro vyhodnoceni statisticky vyznamnych rozdili ve formovani
boénich kofent u jednotlivych linii po ovlivnéni Zn?*. Analyza rozptylu jednotlivych linii pfi
riiznych koncentracich Zn?* pti hladinach vyznamnosti P<0,05.

kontrola 200 pmol1* Zn** 500 pmol.I*Zn** 1 mmol.I" Zn*

Col-0

kontrola 0,81573 0,19055 0,12816
200 pmol.I* 0,81573 0,27513 0,19034
Zn?

500 pmol.1™ 0,19055 0,27513 0,81522
Zn?

1 mmol.I'Zn?* 0,12816 0,19034 0,81522

PMAT-GFP
kontrola 0,43907 0,12214 0,07328
200 pmol.I™* 0,43907 0,41397 0,27778
Zn2+

500 pmol.1™ 0,12214  0,41397 0,77943
Zn

1 mmol.I*zn?* 0,07326 0,27778 0,77943

SIMKK-YFP#4
kontrola 0,56283 0,25246 0,06549
20(2) pmol.1™ 0,56283 0,55931 0,18461
Zn**

50(2) pmol.1™ 0,25246  0,55931 0,44098
Zn**

1 mmol.I* zn?* 0,06549 0,18461 0,440978

SIMKK-YFP#11

kontrola 0,73725 0,19840 0,06996
200 pmol.I* 0,73725 0,33202 0,12902
Zn

50(2) pmol.I* 0,19840 0,33202 0,55676
Zn**

1 mmol.I*zn** 0,6996  0,12902 0,55676
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Tab. 4 Fisheriv LSD test pro vyhodnoceni statisticky vyznamnych rozdili ve formovani
boénich kofentl po ovlivnéni Zn®*. Analyza rozptylu riiznych koncentraci Zn®* u jednotlivych
linii pti hladinach vyznamnosti P<0,05.

Col-0 pPMAT-GFP SIMKK-YFP#4 SIMKK-YFP#11
kontrola
Col-0 0,50733 0,49056 0,60998
pPMAT-GFP 0,50733 0,97846 0,87649
SIMKK-YFP#4 0,49056 0,97846 0,85528
SIMKK-YFP#11 0,60998 0,87649 0,85528
200 pmol.I* Zn**
Col-0 0,73513 0,53685 0,52474
pPMAT-GFP 0,73513 0,77788 0,76354
SIMKK-YFP#4 0,53685 0,77788 0,98498
SIMKK-YFP#11 0,52474 0,76354 0,98498
500 pmol.l* Zn*
Col-0 0,68282 0,08978 0,27395
PMAT-GFP 0,68282 0,18363 0,48387
SIMKK-YFP#4 0,08978 0,18363 0,51053
SIMKK-YFP#11 0,27395 0,48387 0,51053
1 mmol.I"* zn?*
Col-0 0,88001 0,54812 0,54812
pPMAT-GFP 0,88001 0,65158 0,65158
SIMKK-YFP#4 0,54812 0,65158 1
SIMKK-YFP#11 0,54812 0,65158 1

4.2 Distribuce SIMKK-YFP v buiikach koiene a zmény v lokalizaci vyvolané
abiotickymi stresy

Lokalizace proteinu SIMKK v kontrolnich podminkach a po ovlivnéni abiotickymi
stresy (solny stres a stres z nadbytku Zn®") byla provedena v rostlinach A. thaliana
stabilné¢ exprimujicich SIMKK-YFP pod kontrolou konstitutivné exprimujiciho
promotoru 35SCaMV. V experimentech byly pouzity dvé linie s rozdilnou trovni
nadprodukce fuzniho proteinu, oznacované jako SIMKK-YFP#4 a SIMKK-YFP#11.
Jako kontrola byla pouzita transgenni linie A. thaliana stabilné exprimujici GFP pod
kontrolou konstitutivniho promotoru 35SCaMV, oznacovana jako GFP5. Semenacky
rostlin, které klic¢ily na pevnych mediich, byly 2 d po vykliceni piekladany do
mikroskopickych komirek, ve kterych byly stabilizovany po dobu 24 h v 2 MS
tekutém médiu bez vitamind, které obsahovalo bud 500 pmoll® Zn** nebo
250 mmol.I" NaCl. Naslednd byly semenalky, které byly stabilizovany v

500 ;,Lmol.l'1 zZn**, ovlivnény perfuzni aplikaci 2 MS tekutého média s obsahem 1
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mmol.I" Zn*, 2 mmol.I" Zn** nebo 5 mmol.I* Zn**. Semenatky v komiirkach,
stabilizované v 250 mmol.1™ NaCl, byly perfuzni aplikaci ovlivnény % MS tekutym
médiem s obsahem 500 mmol.I* NaCl. Po ovlivnéni byly semenacky mikroskopovany
in vivo konfokalnim laserovym skenovacim mikroskopem s nastavenymi parametry pro
detekci GFP a YFP.

Distribuce sledovanych proteinii byla studovana ve vrcholu primérnich kotfent linii
GFP5, SIMKK-YFP#4 a SIMKK-YFP#11 v kontrolnich podminkach (Obr. 14, 15) a po
ovlivnéni vysokou koncentraci NaCl (Obr. 16, 17). U kontrolni transgenni linie
s nadprodukci GFP byl tento protein v kontrolnich podminkéch lokalizovéan v jadfe a v
cytoplasmé (Obr. 14A, 15A). V transgennich liniich s nadprodukci SIMKK-YFP byla
pozorovana podobna lokalizace, tedy pfitomnost SIMKK-YFP v jadfe a v cytoplasmé
(Obr. 14B, C; 15B, C). Vysoka koncentrace NaCl po perfizi (500 mmol.I"") zpiisobila
plazmolyzu vSech bunék kofene jak u kontrolni (Obr. 16A), tak u testovanych
transgennich linii (Obr. 16B, C). Tento solny a osmoticky stres navic zpusobil
castecnou relokaci SIMKK-YFP zjadra do cytoplasmy, coZ je mozné pozorovat na
zékladé snizovani fluorescence v jadfe a jejim zvySovanim v cytoplasmé (Obr. 17B).
SIMKK-YFP se navic po relokaci akumulovala v cytoplasmé ve formé spott (Obr. 17B,
C). Tato tendence byla zfetelna u linie SIMKK-YFP#11 (Obr. 17B). Maximalni tvorba
téchto spoti byla pozorovana po 30 min pisobeni, poté se uz pocet spotl
s lokalizovanou SIMKK-YFP nezvysoval. U linie SIMKK-YFP#4 tato tendence nebyla
tak napadni a u kontrolni linie GFP5 nedochazelo ani k relokaci a ani k akumulaci
fluorescence ve formé spotti (Obr. 17B, C). K plazmolyze bunék, k relokaci a ani
k akumulaci fluorescence SIMKK-YFP nedochéazelo ani v kontrolnich podminkach
a ani pfi stabilizaci rostlin v 250 mmol.I" NaCl (Obr. 14, 15, 17A).

Zvysené koncentrace Zn** zpisobovaly kofeniim rostlin stres, ktery vedl k tvorbé
obdobnych fluorescen¢nich spotti jako v pfipadé NaCl. Nedochazelo k plazmolyze
bunck, avSak relokace SIMKK-YFP a jeji akumulace ve formé spotl byla prokazatelné
pozorovéna v piipadé maximalni pouZité koncentrace 5 mmol.I* Zn?* (Obr. 18D, E).
Mikroskopickou detekci bylo prokazéno, ze se tyto cytoplasmatické spoty objevuji
u obou SIMKK-YFP linii a v prib¢hu ¢asu se jejich pocet navysuje (Obr. 18D, E). Pfi
aplikaci 1 mmol.I* zn** (Obr. 18B) a 2 mmol.I* Zn* (Obr. 18C) nedochézelo
k akumulaci SIMKK-YFP v cytoplasmatickych spotech, stejné jako v pripad¢, kdy byly
semenacky mikroskopovany piimo po stabilizaci v 500 pmol.I* Zn?* (Obr. 18A). Tyto
struktury nebyly pozorovany ani v kontrolni linii GFP5 (Obr. 18D, E).
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SIMKK-YFP#4 SIMKK-YFP#11

Obr. 14 Exprese a lokalizace fluorescen¢nich proteini ve $pickach kofene transgennich linii
GFP5 (A), SIMKK-YFP#4 (B) a SIMKK-YFP#11 (C) v kontrolnich podminkach. Viditelny je
rozdil v intenzité¢ exprese SIMKK-YFP v epidermalnich butikach meristematické zony a bunék
bocni kotenové Cepicky, u kterych je exprese SIMKK-YFP vyssi. M¢titko 100 um.

15 min. 30 min. 60 min.

SIMKK-YFP#4

SIMKK-YFP#11 SIMKK-YFP#i11 SIMKK-YFP#11
< c

30 min.
Obr. 15 Epidermalni bunky kofene transgennich linii GFP5 (A), SIMKK-YFP#4 (B) a

SIMKK-YFP#11 (C) v kontrolnich podminkach po 24 h stabilizaci semenacki v 2 MS médiu.
Kofeny byly snimany 15, 30 a 60 min po umistnéni do mikroskopu. Méfitko 20 pm.
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SIMKK-YFP#4 @ C  SIMKK-YFP#11

Obr. 16 Exprese a lokalizace fluorescen¢nich proteind v plazmolyzovanych bunikach kofene
transgennich linii GFP5 (A), SIMKK-YFP#4 (B) a SIMKK-YFP#11 (C) stabilizovanych 24 h
Vv %2 MS médiu obsahujici 250 mmol.I"* NaCl, které byly nasledné ovlilnény 500 mmol.I™* NaCl.
Rozdil v intenzité¢ exprese fluorescencnich proteind v epidermalnich bunkach meristematické
z6ny a v bunkach bo¢ni kotfenové cepicky je viditelny u vSech linii. Métitko 100 pm.
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SIMKK-YFP#4 ¥

Obr. 17 Epidermalni buriky kofene transgennich linii GFP5, SIMKK-YFP#4 a SIMKK-YFP#11
po ovlivnéni NaCl. Po 24 h stabilizaci semenackd v %4 MS médiu obsahujicim 250 mmol.I™
NaCl buniky kotene linii s expresi SIMKK-YFP nevykazuji zadné viditelné zmény (A). Bunky
byly snimany 50 min po umistnéni do mikroskopu. Po 24 h stabilizaci semenacka v 2 MS
médiu s obsahem 250 mmol.I" NaCl a nasledné perfuzi s 500 mmol.I" NaCl dochazi k
plasmolyze bun¢k a k relokaci SIMKK-YFP z jadra do cytoplasmy (B). Lokalizace SIMKK-
YFP v cytoplasmatickych spotech je znazornéna Sipkami (B, C). Bunky byly snimany 15, 30,
50 a 70 min po perfuzi s 500 mmol.I"* NaCl. M&titko 10 pm.
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Obr. 18 Epidermalni buriky kofene transgennich linii GFP5, SIMKK-YFP#4 a SIMKK-YFP#11
po ovlivnéni se Zn®*. Kofeny po 24 h stabilizaci semenacki v 2 MS médiu obsahujici
500 pmol.I* Zn?* (A) byly nasledné perfuzi ovlivnény s 1 mmol.I* Zn®* (B), 2 mmol.I" Zn* (C)
a 5 mmol.I" Zn?* (D, E). Lokalizace SIMKK-YFP v cytoplasmatickych spotech je znizornéna
Sipkami (D, E). Bunky byly snimany 60 min po umistnéni do mikroskopu (A), 60 min po
perfuzi s 1 a 2 mmol.I* Zn?* (B, C), a 15, 30, 60 a 70 min po perfuzi s 5 mmol.I" Zn** (D, E).
Meéfitko 10 um.
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4.3 Mikroskopicka dokumentace prubéhu endocytézy in vivo v buiikach koiene
transgennich linii po ovlivnéni zinkem

K analyze pribéhu endocytozy a k detekci endozomalnich kompartmenti bylo vyuzito
vitalni lipofilni barvicky FM4-64, kterd se rutinné¢ vyuziva jako marker plasmatické
membrany. K analyze byly vyuzity 3 d staré semenacky kontrolni linie GFPS5, jako
i testovanych linii SIMKK-YFP#4 a SIMKK-YFP#11. Rostliny byly barveny
V kontrolnich podminkach a po ovlivnéni 500 pmol.l'1 Zn**, a nasledng byl Casovy
pribéh znaceni a internalizace membran dokumentovan mikroskopicky pomoci
konfokalniho laserového skenovaciho mikroskopu pii nastaveni optimalnich podminek
pro detekci GFP, YFP a FM4-64.

Piimo po barveni kofent linii GFP5, SIMKK-YFP#4 a SIMKK-YFP#11 s FM4-64
Vv kontrolnich podminkach bylo mozné pozorovat signal pouze v plasmatické membrané
kofenovych bun¢k (Obr. 19). U rostlin, které byly 24 h stabilizovany v kontrolnim Y2
MS tekutém médiu bez vitamint, detailnéj$i analyza casového prubéhu internalizace
barviva prokazala, Ze endozomy u transgennich SIMKK-YFP linii (Obr. 20B, C) se
barvily pomaleji a také v mensim poctu nez v kontrolni linii GFP5 (Obr. 20A). Vizualni
hodnoceni naznacilo, ze rozdily v intenzit¢ barveni mohou byt i mezi SIMKK-YFP
expresnimi liniemi v témze ¢ase navzajem (Obr. 20B, C). U rostlin s expresi SIMKK-
YFP, které byly kultivovany 24 h v %2 MS tekutém médiu bez vitamind s obsahem
500 pmol.I" Zn®* bylo pozorovéano zpomaleni priniku barviva do endozomi (Obr. 21).
Napf. linie SIMKK-YFP#4 (Obr. 21) ani po 80 min barveni nevykazovala takovy pocet
znaCenych endozomu, jako pifi kontrolnich podminkdch po45 min. Linie
SIMKK-YFP#11 také vykazovala sniZzeny pocet znacenych endozoml po ovlivnéni
Zn? pii porovnani s kontrolni situaci (po 45 min barveni), ovS§em 80 min po zacatku
barveni byla intenzita znaCeni endozomt u této linie mirn€ vy$si, nez u linie

SIMKK-YFP#4 (Obr. 21B).
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B*"SIMKK-YFP#4 g C SIMKK-YFP#11

Obr. 19 Kofenové $picky transgennich linii GFP5 (A), SIMKK-YFP#4 (B) a SIMKK-YFP#11
(C) bezprostiedné po barveni s FM4-64 v kontrolnich podminkach. Méfitko 100 pm.
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Obr. 20 Epidermalni bunky kofene transgennich linii GFP5 (A), SIMKK-YFP#4 (B) a SIMKK-
YFP#11 (C), barvené s FM4-64 v kontrolnich podminkach. Boxy vyznacuji detaily postupného
barveni endozomu v buiikach v ¢asové zavislosti. Buiikky byly snimany 5, 20 a 45 min po
barveni s 4 pmol.I" FM4-64. Métitko 10 pm.
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Obr. 21 Epidermalni burniky kofene transgennich linii SIMKK-YFP#4 (A) SIMKK-YFP#11 (B),
barvené s FM4-64 po ovlivnéni 500 pmol.I"" Zn**. Boxy vyznaduji detaily postupného barveni
endozomu v bunikach v ¢asové zavislosti. Bunky byly snimany 20, 45 a 80 min po barveni
s 4 pmol.I"* FM4-64. Méfitko 10 pm.

4.4 Imunohistochemicka detekce MPK3 a MPKG6 V korenovych buiikach po
ovlivnéni vysokou koncentraci zinku

Ke specifické imunodetekci proteinit MPK3 a MPK6 a k jejich lokalizaci v kotenech
rostlin A. thaliana divokého typu (Col-0) a transgennich linii s expresi SIMKK-YFP
byla vyuzita metoda whole mount, tedy imunofluorescen¢niho znaceni proteint v celém
kofenu. K tomuto ucelu byly pfipraveny semendcky rostlin Arabidopsis, které byly
odebirany 3 d po vykli¢eni. Pro dokumentaci kontrolni lokalizace MAPK proteinl byly
rostliny rostouci na povrchu pevného 2 MS média bud’ pifimo fixovany ve fixaénim
médiu (dale oznacované jako fixovana kontrola), nebo byly zality na dobu 30 min

kontrolnim %2 MS tekutym médiem bez vitamini (dale oznaCované jako kontrola).
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Rostliny ovlivnéné stresem z nadbytku Zn?* byly zality % MS tekutym médiem bez
vitamint s obsahem 5 mmol.I"* Zn?* (dale oznaGované jako Zn** stres). Po 30 min
pusobeni a po piipravé vzorka byly na proteiny MPK3 a MPK6 v bunkéch specificky
navazany primarni protilatky proti MPK3 nebo MPKG6. Tato vazba byla posléze
detekovana pomoci fluorescencné znac¢ené sekundérni protilatky s excitanim maximem
546 nm. Celkovda morfologie bunék a jednotlivd stadia bunétného de€leni byla
hodnocena prostiednictvim vizualizace MT. MT byly detekovany pomoci primarni
protilatky proti a-tubulinu a fluorescenéné znacené sekundarni protilatky s excita¢nim
maximem 488 nm. K vizualizaci bunéénych jader bylo vyuzito DNA-specifické
fluorescen¢ni barvivo DAPI s emisnim maximem 461 nm. Trvalé preparaty s timto
trojitym znacenim byly mikroskopicky studovany v konfokdlnim laserovém
skenovacim mikroskopu.

Protokol  pfipravy preparatt na imunofluorescencni  detekci  antigent
V meristematické zoné kofene uzivany Vnasi laboratofi byl pro Arabidopsis
optimalizovan. Poskytuje proto moznost studovat velky pocet epidermalnich bunék
Vv riiznych fazich bunééného cyklu. Zajimavym faktem bylo, Ze zatim co u transgennich
linii SIMKK-YFP#11 (Obr. 26, 27) a SIMKK-YFP#4 (Obr. 24, 25) nebyl pocet délicich
se epidermalnich bungk kofene piisobenim Zn?* ovlivnén, u kontrolni linie Col-0 po
vlivu  zn? bylo mozné pozorovat vice epidermdlnich bunék ve stadiich

buné¢ného déleni nez v kontrolnich podminkach (Obr. 22, 23).
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Obr. 22 Lokalizace mikrotubult a MPK3 v kofenech rostlin Col-0 metodou whole mount
imunofluorescence. Distribuce MPK3 a mikrotubulil v epidermalnich bunkach v kontrolnich
podminkach (A) a po ovlivnéni Zn®* (B). Sipky znazoriiuji fragmoplast, hvézdicky znazoriuji
délici vieténko, trojuhelnik PPB. Méfitko 100 um.
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Obr. 23 Lokalizace mikrotubult a MPK6 v kofenech rostlin Col-0 metodou whole mount
imunofluorescence. Distribuce MPK6 a mikrotubuli v epidermalnich buiikach v kontrolnich
podminkach (A) a po ovlivnéni Zn®* (B). Sipky znazoriiuji fragmoplast, hvézdicky znazoriuji
délici vieténko. Métitko 100 pm.
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Obr. 24 Lokalizace mikrotubulit a MPK3 v kofenech rostlin linie SIMKK-YFP#4 metodou
whole mount imunofluorescence. Distribuce MPK3 a mikrotubull v epidermalnich burikach
v kontrolnich podminkach (A) a po ovlivnéni Zn®* (B). Sipky znazorfuji fragmoplast,
hvézdicky znazornuji délici vieténko. Métitko 100 um.
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Obr. 25 Lokalizace mikrotubuli a MPK6 v kofenech rostlin linie SIMKK-YFP#4 metodou
whole mount imunofluorescence. Distribuce MPK6 a mikrotubull v epidermalnich bunkach
v kontrolnich podminkach (A) a po ovlivndni Zn®* (B). Sipky znazorfuji fragmoplast,
hvézdic¢ky znazoriuji délici vieténko. Méfitko 100 pm.
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Obr. 26 Lokalizace mikrotubuli a MPK3 v kotenech rostlin linie SIMKK-YFP#11 metodou
whole mount imunofluorescence. Distribuce MPK3 a mikrotubull v epidermalnich bunkach
v kontrolnich podminkach (A) a po ovlivnéni Zn®* (B). Sipky znazorfuji fragmoplast,
hvézdi¢ky znazornuji délici vieténko. Méfitko 100 pm.
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Obr. 27 Lokalizace mikrotubuli @ MPK6 Vv kofenech rostlin linie SIMKK-YFP#11 metodou
whole mount imunofluorescence. Distribuce MPK6 a mikrotubull v epidermalnich bunkach
v kontrolnich podminkach (A) a po ovlivndni Zn®* (B). Sipky znazorfuji fragmoplast,
hvézdicky znazornuji délici vieténko. Métitko 100 um.

62



Protein MPK3 byl v interfaznich bunkach kotfene Col-0 Vv piipadé fixované kontroly
(bez zaliti) lokalizovan v jadérku, v jadie a v cytoplasmé (Obr. 28A). V kontrole po
zaliti a po Zn** stresu byl lokalizovan ve vétSich spotech v cytoplasmé, avsak chybél v
jadie a v jadérku (Obr. 28B,C). V bunkach SIMKK-YFP linii se MPK3 protein
nachazel v cytoplasmé interfaznich bun¢k ve spotech v obou kontrolnich variantach
a i po Zn®" stresu, pfi¢emz jadra a jadérka byla negativni (Obr. 29, 30). Po ovlivnéni

Zn** byly navic tyto spoty Vv cytoplasme¢ intenzivnéj$i a vétsi nez u kontrol.

A

&l MPK3

Obr. 28 Lokalizace MPK3 v interfaznich epidermalnich buiikach v meristematické zoné kotene
Col-0. Lokalizace proteinu MPK3 po piimé fixaci rostlin (A), po zaliti rostlin kontrolnim
médiem (B) a po ovlivnéni Zn** (C). Po zaliti rostlin kontrolnim médiem anebo médiem
s obsahem 5 mmol.I" Zn** po dobu 30 min doslo k akumulaci MPK3 do cytoplasmatickych
spott (B, C). M¢titko 10 pm.

Cgs

Obr. 29 Lokalizace MPK3 v interfaznich epidermalnich buiikach v meristematické zoné kofene
linie SIMKK-YFP#4. Lokalizace proteinu MPK3 po piimé fixaci rostlin (A), po zaliti rostlin
kontrolnim médiem (B) a po ovlivnéni Zn”* (C). Sipky oznaluji intenzivné znaéené spoty
Vv cytoplasmé (C). Méfitko 10 um.
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Obr. 30 Lokalizace MPK3 v interfaznich epidermalnich bunikach v meristematické zoné kotene
linie SIMKK-YFP#11. Lokalizace proteinu MPK3 po piimé fixaci rostlin (A), po zaliti rostlin
kontrolnim médiem (B) a po ovlivnéni Zn** (C). Sipky oznaluji intenzivné znadené spoty
Vv cytoplasmé (C). Méfitko 10 um.

V pribéhu mitotického déleni byl MPK3 protein u Col-0 lokalizovan ve spotech
Vv kortikdlni zoné¢ bun€k, a tudiz i v blizkosti PPB na jeho cytoplasmatické strané.
Specificka asociace s mikrotubuly PPB ale pozorovdna nebyla. Tato situace byla
pozorovana i po Zn®" stresu (Obr. 31). Obdobna situace byla zaznamenana u linie
SIMKK-YFP#4 v kontrolnich podminkach (Obr. 32). Bohuzel, v preparatech pro
lokalizaci MPK3 nebyly uz dalsi figury PPB u Zadného kotene nalezeny.

prekryv
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Obr. 31 Detail lokalizace mikrotubuld a MPK3 v epidermalni bufice rostliny Col-0 pied
vstupem do bun&ného déleni po ovlivnéni Zn*. Protein MPK3 (3ipky) je lokalizovan v kortexu
bunky i v mistech, kde se nachazi predprofazni svazek MT (PPB). Métitko 10 pm.
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Obr. 32 Detail lokalizace mikrotubultt a MPK3 v epidermalni bunice rostliny SIMKK-YFP#4
pred vstupem do bunééného déleni v kontrolnich podminkach. Pozice pfedprofazniho svazku
MT (PPB) a MPK3 je vyznacena Sipkou Méftitko 10 pm.

V piipadé lokalizace MPK3 proteinu ptfi formovani déliciho vieténka v pribéhu
anafaze bylo pozorovano, Ze Zn** na distribuci MPK3 nema zésadni vliv. Byl ale
pozorovan rozdil v lokalizaci MPK3 mezi jednotlivymi liniemi. V pifipadé Col-0 (Obr.
33) a SIMKK-YFP#4 (Obr. 34) byl protein MPK3 lokalizovan v kortexu bunék v okoli
mitotického vieténka, u transgenni linie SIMKK-YFP#4 navic ve velkych spotech (Obr.
34). U linie SIMKK-YFP#11 byl protein MPK3 téZ lokalizovan ve spotech, pfipadna
topologicka asociace s periférii mitotického vieténka byla ale méné patrna, predev§im
po ovlivnéni se Zn®* (Obr. 35).

MPK3 prekryv
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Obr. 33 Detail lokalizace mikrotubuli a MPK3 v epidermalnich buiikach rostlin Col-0 ve stadiu
anafaze. Lokalizace proteinu MPK3 v blizkosti mitotického vieténka (hvézdicky) v kontrolnich
podminkach (A) a po ovlivnéni Zn** (B). Métitko 10 pm.
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Obr. 34 Detail lokalizace mikrotubula a MPK3 v epidermalnich buiikach rostlin linie
SIMKK-YFP#4 ve stadiu anafaze. Lokalizace proteinu MPK3 v blizkosti mitotického vieténka
(hvézdi¢ky) v kontrolnich podminkach (A) a po ovlivnéni Zn** (B). Mé&fitko 10 pm.

piekryv

Obr. 35 Detail lokalizace mikrotubult a MPK3 v epidermalnich butikach rostlin linie
SIMKK-YFP#11 ve stadiu anafaze. Lokalizace proteinu MPK3 v blizkosti mitotického vieténka
(hvézdicky) v kontrolnich podminkéach (A) a po ovlivnéni Zn** (B). Méfitko 10 pm.

V pribéhu cytokineze byl protein MPK3 u Col-0 lokalizovan ve spotech, které byly
pfitomné v blizkosti MT fragmoplastu. Kromé vnitfni strany rozSifujiciho se
cirkularniho fragmoplastu byly tyto spoty pozorovany i na periferii v blizkosti (—) koncti

MT fragmoplastu (Obr. 36A, B). Po piisobeni Zn?* se asociace spoti MPK3 s () konci
MT fragmoplastu zintenzivnila (Obr. 36C). V bunkach linii s expresi SIMKK-YFP byla

66



lokalizace MPK3 v pribéhu cytokineze podobna, dochazelo tedy k asociaci MPK3
s periferii fragmoplastu. Lokalizace u SIMKK-YFP#4 vV kontrolnich podminkéch
zavisela od zpusobu pfipravy preparati. V kontrole s pfimou fixaci rostlin byly spoty
MPK3 relativné malé a jejich asociace s MT fragmoplastu byla slaba (Obr. 37A).
V kontrolnich preparatech, které byly pted fixaci zalité kontrolnim médiem, se vyrazné
spoty MPK3 uz ale diferencovali, a jejich asociaci s (-) koncem MT fragmoplastu uz
bylo mozné detekovat (Obr. 37B). Po ovlivnéni Zn** byla prostorova asociace vétSich
spott. MPK3 s periferii fragmoplastu zcela napadna (Obr. 37C). U linie SIMKK-
YFP#11 byly také pozorovany spoty MPK3 v blizkosti fragmoplastu a stejné jako
v ptipad¢ kontrolnich semenackt Col-0, tyto spoty byly po zaliti kontrolnim médiem
intenzivng&jsi v porovnani s piimou fixaci (Obr. 38A, B). Po ovlivnéni Zn?* byla jejich
intenzita jesté vys8i, coz bylo provazeno jejich zvySenou asociaci s periferii

fragmoplastti (Obr. 38C).
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Obr. 36 Detail lokalizace mikrotubult a MPK3 v epidermalnich bunkach rostlin Col-0
v pribéhu cytokineze. Lokalizace proteinu MPK3 nahromadéného v malych spotech v tésné
blizkosti fragmoplastu po pfimé fixaci rostlin (A), po preliti kontrolnim médiem (B) a po
ovlivnéni Zn** (C). Velké a intenzivn znadené spoty v t&sné blizkosti fragmoplastu jsou
oznaceny Sipkou (C). Méftitko 10 um.
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Obr. 37 Detail lokalizace mikrotubuli a MPK3 v epidermalnich butkach rostlin linie
SIMKK-YFP#4 v pribc¢hu cytokineze. Lokalizace proteinu MPK3 nahromadéného v malych
spotech v té€sné blizkosti fragmoplastu po piimé fixaci rostlin (A), po pieliti kontrolnim médiem
(B) a po ovlivnéni Zn?* (C). Velké a intenzivné znadené spoty v tdsné blizkosti fragmoplastu
jsou oznaceny Sipkou (B, C). M¢étitko 10 um.



Obr. 38 Detail lokalizace mikrotubuli a MPK3 v epidermalnich buiikach rostlin linie
SIMKK-YFP#11 v pribéhu cytokineze. Lokalizace proteinu MPK3 nahromadéného v malych
spotech v té€sné blizkosti fragmoplastu po piimé fixaci rostlin (A), po pieliti kontrolnim médiem
(B) a po ovlivnéni Zn?* (C). Velké a intenzivné znadené spoty v tdsné blizkosti fragmoplastu
jsou oznaceny Sipkou (C). Méftitko 10 pm.

Protein MPK6 byl lokalizovan v interfaznich bunikach fixovanych kontrol u vSech
linii v cytoplasmé. V jadfe se vyskytoval jen omezené, jadérko bylo negativni a nebyl
zaznamenan ani vyskyt MPK6 ve spotech v cytoplasmé (Obr. 39A, 40A, 41A).
V buiikach kontrol po zaliti médiem (Obr. 39B, 40B) a po ovlivnéni Zn** (Obr. 39C,
40C) dochazelo k akumulaci MPKG6 ve spotech v cytoplasmé u Col-0 a SIMKK-YFP#4.
Spoty v bunkach Col-0 byly intenzivnéji znaCené, a také vétsi nez u linie
SIMKK-YFP#4. Spoty s akumulaci MPK6 se tvofili i u linie SIMKK-YFP#11, pfi¢emz
po Zn®* stresu nabyvali na velikosti, a objevovala se lokalizace MPK6 v jadérku (Obr.
41C). Uz po zaliti rostlin kontrolnim médiem (Obr. 39B, 40B, 41B), ale hlavné po
stresu se Zn** dochazelo k mirnému zvySovani piitomnosti MPK6 v jadrech (Obr. 39C,
40C, 41C).
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Obr. 39 Lokalizace MPKG6 vV interfaznich epidermalnich buiikach v meristematické zoné kotene
Col-0. Lokalizace proteinu MPK6 po pfimé fixaci rostlin (A), po zaliti rostlin kontrolnim
médiem (B) a po ovlivnéni Zn?* (C). Sipky oznaluji intenzivné znatené spoty v cytoplasmé (C).
Meéritko 10 pm.
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Obr. 40 Lokalizace MPKG6 vV interfaznich epidermalnich buiikich v meristematické zoné kotene
linie SIMKK-YFP#4. Lokalizace proteinu MPK6 po piimé fixaci rostlin (A), po zaliti rostlin
kontrolnim médiem (B) a po ovlivnéni Zn** (C). Po zaliti rostlin kontrolnim médiem anebo
médiem s obsahem 5 mmol.I? Zn** po dobu 30 min doslo kakumulaci MPK6 do
cytoplasmatickych spota (B, C). Méfitko 10 pm.
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Obr. 41 Lokalizace MPKG6 vV interfaznich epidermalnich buiikach v meristematické zoné kotene
linie SIMKK-YFP#11. Lokalizace proteinu MPK6 po piimé fixaci rostlin (A), po zaliti rostlin
kontrolnim médiem (B) a po ovlivnéni Zn®* (C). Sipky oznaluji intenzivné znadené spoty
Vv cytoplasmé a hvézdicka oznacuje znaceni MPK6 v jadérku (C). Métitko 10 pm.

Ve stadiu ptedprofiazy, kdy bylo uz zfetelné¢ formovéano PPB, nebyla specidlni
asociace MPK®6 s touto mikrotubularni strukturou pozorovana (Obr. 42). Lokalizace
MPKG6 v mitotickém vieténku v kontrolnich podminkach nebyla pfili§ vyrazna (Obr.
43A, 44A, 45A), u rostlin ovlivnénych Zn?" se asociace MPKG6 s mitotickym vieténkem
mimo SIMKK-YFP#11(Obr. 45B) vyrazné zvysila (Obr. 43B, 44B). Asociace MPK6
s MT mitotického vieténka po pisobeni Zn®* byla nejsilngjsi u SIMKK-YFP#4 (Obr.
43B).

prekryv

Obr. 42 Detail lokalizace mikrotubuli a MPK6 v epidermalni buiice rostliny Col-0 pied
vstupem do bunécného déleni v kontrolnich podminkach. Pozice piedprofazniho svazku MT
(PPB) je vyznacena Sipkou. Méfitko 10 um.
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Obr. 43 Detail lokalizace mikrotubulii a MPKG6 v epidermalnich buikach rostlin Col-0 ve stadiu
anafaze. Lokalizace proteinu MPK6 v blizkosti mitotického vieténka (hvézdicky) v kontrolnich
podminkach (A) a po ovlivnéni Zn** (B). Méfitko 10 pm.

Obr. 44 Detail lokalizace mikrotubula a MPKG6 Vv epidermalnich buiikach rostlin linie
SIMKK-YFP#4 ve stadiu anafaze. Lokalizace proteinu MPK6 v blizkosti mitotického vieténka
(hvézdiky) v kontrolnich podminkach (A) a po ovlivnéni Zn** (B). Mé&fitko 10 pm.
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Obr. 45 Detail lokalizace mikrotubula a MPKG6 Vv epidermalnich buiikach rostlin linie
SIMKK-YFP#11 ve stadiu anafaze. Lokalizace proteinu MPK6 v blizkosti mitotického vieténka
(hvézdiky) v kontrolnich podminkach (A) a po ovlivnéni Zn** (B). Mé&fitko 10 pm.

Nejvyraznéjsi asociace MPK6 s MT v raznych fazich bunééného déleni byla
zaznamenana ve fragmoplastech. Tato asociace byla zietelnd u vSech linii. Po piimé
fixaci kofent byla sice relativné slaba (Obr. 46A, 47A, 48A), po zaliti kontrolnim
médiem ale tato asociace zesilila (Obr. 46B, 47B, 48B). U rostlin po stresu zplisobeném
Zn** MPK®6 kolokalizovala s MT fragmoplastu po celé jejich délce (Obr. 46C, 47C,
48C). V bunkach transgennich linii sexpresi SIMKK-YFP#4 (Obr. 47)
a SIMKK-YFP#11 (Obr. 48) byla asociace MPK6 s MT fragmoplastu signifikantné

silngjsi, nez u kontrolnich rostlin Col-0 (Obr. 46).
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Obr. 46 Detail lokalizace mikrotubuli a MPK6 V epidermalnich buikach rostlin Col-0
Vv prubéhu cytokineze. Lokalizace proteinu MPKG6 v asociaci s MT fragmoplastu po ptimé fixaci
rostlin (A), po pieliti kontrolnim médiem (B) a po ovlivnéni Zn** (C). Fragmoplast a lokalizace
Kinasy v ném jsou ozaceny Sipkou. Mé&fitko 10 um.
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Obr. 47 Detail lokalizace mikrotubuli a MPKG6 v epidermalnich buikach rostlin linie
SIMKK-YFP#4 v prubéhu cytokineze. Lokalizace proteinu MPKG6 vasociaci s MT
fragmoplastu po piimé fixaci rostlin (A), po preliti kontrolnim médiem (B) a po ovlivnéni Zn**
(C). Fragmoplast a lokalizace kinasy v ném jsou oznaéeny Sipkou. Méfitko 10 um.
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Obr. 48 Detail lokalizace mikrotubulit a MPKG6 vV epidermalnich buikach rostlin linie
SIMKK-YFP#11 v prab&éhu cytokineze. Lokalizace proteinu MPK6 vasociaci s MT
fragmoplastu po piimé fixaci rostlin (A), po preliti kontrolnim médiem (B) a po ovlivnéni Zn**
(C). Fragmoplast a lokalizace kinasy v ném jsou oznacéeny Sipkou. Mé&fitko 10 um.

4.5 Optimalizace pFipravy preparati transgennich rostlin pro light-sheet
mikroskopii

Light-sheet fluorescen¢ni mikroskopie je nova neinvazivni metoda umoznujici Setrné a
dlouhodobé studium celych rostlin v podminkach, které jsou blizké ptirozenému
prostiedi, ve kterém je rostlina zvykla rist. Jedna se o typ mikroskopie s tenkou rovinou
osvétlovani (single plane illumination), s moZnosti 3D zobrazeni preparatt. Pii ptipravé
preparatii pro tuto mikroskopickou metodu byly vyuzity rostliny transgennich linii
SIMKK-YFP#4 a SIMKK-YFP#11, které nejprve rostly 2 d na pevném 2 MS médiu
bez vitamini ve vodorovné poloze. Posléze byly pomoci pistu precizné premistény
z média do tenké kapilary a umistnény v mikroskopu. Parametry v mikroskopu byly
nastaveny k optimalni excitaci a emisi YFP a rostliny byly pozorovany v pribéhu 60-
120 min. Pi1 vpravovani semenaCktt do kapilar bylo nezbytné dbat maximalni

opatrnosti, protoze sebemensi poskozeni rostlin rapidné€ zastavuje ristu kofene a
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kotenovych vlaskl, které jsou obzvlast velmi citlivé k sebemensimu mechanickému
poskozeni.

Rast kotfene linie SIMKK-YFP#11 v pribéhu 120 min pii kontinualnim sniméni
(Obr. 49) dokumentuje vhodnost této metody ke studiu ristovych a vyvojovych procesi
u rostlin. V pribéhu snimané periody doslo k nartstu délky kotfene o 72,214 um (Tab.
5). Rast kofenovych vlaski linie SIMKK-YFP#11 je zobrazen na Obr. 50. Celkovy
narast délky sledovaného kotenového vlasku béhem 70 min pozorovani Cinil 18,925 um
(Tab. 6). Na Obr. 51 je zachycen pohyb jadra v nerostouci kofenové buiice linie
SIMKK-YFP#4 v priibéhu 1 h pozorovani.

100 muin.

Obr. 49 Seckven¢ni série snimkl rostouciho primarniho kofene transgenni linie
SIMKK-YFP#11, pozorovaného V light-sheet mikroskopu. Rist kofene byl sniman v tuhém
médiu v kontrolnich podminkéach v pribéhu 120 min. Cervenou linii je na poslednim obrazku
zobrazena pozice kofene na pocatku pozorovani (v Case 1 min). Métitko 100 um.
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Tab. 5 Prirtstek kotene linie SIMKK-YFP#11, pozorovaného v pribéhu 120 min v kontrolnich
podminkach. PrirGstky byly méfeny v ¢asovych intervalech, zobrazenych na Obr. 49.

min pozorovani prirustek kofene (pm)
1 min 0

50 min 32,541

100 min 26,493

120 min 13,180

Celkovy prirustek kofene po 120 min: 72,214 um.

Obr. 50 Sekvenéni série snimku rostouciho kotenového vlasku (Sipka) linie SIMKK-YFP#11,
pozorovaného v light-sheet mikroskopu. Kofen byl sniman v tuhém médiu v kontrolnich
podminkach v prib&hu 70 min. Métitko 100 pm.
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Tab. 6 Prirustek kotfenového vlasku linie SIMKK-YFP#11, pozorovaného v prubé¢hu 70 min
v kontrolnich podminkach. Prirdstky byly méfeny v ¢asovych intervalech, zobrazenych na Obr.
50.

min pozorovani prirustek kotenového vlasku (um)
1 min 0

10 min 5,436

20 min 1,322

50 min 6,972

60 min 3,422

70 min 1,773

Celkovy piirustek kofenového vlasku po 70 min: 18,925 pm.

Obr. 51 Sekvenéni série snimkt pohybu jadra v epidermalni burice kofene linie SIMKK-YFP#4,
pozorovaného v light-sheet mikroskopu. Bila Sipka znazornuje pozici jadra v buiice v Case 1
min, ¢ervena Sipka zndzornuje pozici jadra v buiice po 60 min pozorovani. Métitko 100 um.
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5. DISKUZE

Uroveti vnimani vnéjich podnétd, pribéh stresovych reakci a zpasob odpovédi na dany
stres je u rostlin zavisly na jejich adaptacnich schopnostech. Pii potenciondlnich
hrozbach, které tézké kovy v prirod¢ predstavuji, je dualezité, aby koncentrace ionti
kovii byla v rostliné udrzovana na relativné nizkych urovnich a v rovnovaze. U raznych
rostlin je schopnost tolerovat plisobeni zvySenych koncentraci tézkych kovl rGzna.
Modelovy druh Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. v padach bohatych na téZké kovy
neroste. U tohoto druhu byla popsana jenom zakladni bun&ena tolerance k Zn?*, zvysené
koncentrace Zn?* netoleruje ani Zn®* neakumuluje (Becher et al., 2004; Arrivault et al.,
2006). V naSich experimentech bylo zjiSténo, ze rustové a vyvojové procesy
testovanych rostlin A. thaliana divokého typu, ale i transgennich linii s expresi
kontrolnich (pMAT-GFP, GFP5) nebo funkénich (SIMKK-YFP) proteinti jsou
zvySenymi koncentracemi Zn®* ovlivnény. Vysoké aplikované koncentrace Zn?*
(1 mmol.I* a 5 mmol.I'") mély zasadni dopad na rist primarniho kofene (Obr. 10),
formovani a rist bo¢nich kotenii (Obr. 12) a kofenovych vlaskt (Obr. 8). Tyto vysledky
koresponduji s publikovanymi zavéry, e takto vysoké koncentrace Zn** maji vyznamny
vliv na rist a vyvoj semenacku A. thaliana (Kenderesova et al., 2012).

Pii signalizaci riiznych stresovych faktord, ve stresovych reakcich rostlin a pfi
modulaci riznych vyvojovych procesi, ma dilezitou roli signalni kaskada mitogen-
aktivovanych protein kinas. V ramci dobie charakterizované signalni kaskady
u Medicago sativa L. bylo zjisténo, ze SIMKK je specificky aktivator SIMK v odpovédi
na solny stres (Kiegerl et al., 2000). S aktivaci kinasového modulu tizce souvisi i zmény
lokalizace v bunice. V kontrolnich podminkdch se SIMKK nachazi v jadie
a v cytoplasmé (Obr. 15), v souladu s nejnovéjsimi publikovanymi daty (Ovecka et al.,
2014). Po aplikaci solného stresu jsme zaznamenali relokaci fluorescenéné tagované
SIMKK do cytoplasmy a téZ specificky do cytoplasmatickych spotli. Tento fakt byl
prokazan u rostlin linie 11 s nadprodukci SIMKK-YFP. U linie SIMKK-YFP#4 k tak
zietelné relokaci SIMKK-YFP do cytoplasmatickych spotti nedochéazelo. Tento rozdil
muze byt Castecné zpusoben urovni nadprodukce transgenu v linii SIMKK-YFP#4,
ktera byla pfi porovnani s linii SIMKK-YFP#11 prokazana (Ovecka et al., 2014).
K relokaci SIMKK-YFP z jadra u této linie sice dochazelo, ale pti vysoké nadprodukci
nemusi dochazet k aktivaci celého poolu kinasy. Rozdily v chovani z divodu ruzné

urovné exprese jsme potvrdily i tim, ze linie SIMKK-YFP#4 a SIMKK-YFP#11
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reagovaly rtiznou mirou tolerance vici aplikovanym stresim. Jisty vliv na kone¢né
chovani builkky mize mit i silnd plazmolyza kofenovych bunck zplsobend vysokou
koncentraci NaCl. Vysoké koncentrace Zn®* (5 mmol.l-1 Zn?*) také spousteli relokaci
SIMKK-YFP do cytoplasmatickych spotti, coz bylo potvrzeno u obou SIMKK-YFP
linii. Navic, pocet téchto spotli znacenych SIMKK-YFP se se vzrustajicim Casem
zvysoval.

Ovlivnéni schopnosti reagovat na externi signaly z divodu aktivace kinasy, ktera je
Vv bunkach v nadbytku z divodu fizené nadprodukce miize vést i ke zménam v dynamice
procesu, které jsou v interakci bunék s okolim velice dulezité, jako je endocytdza. Ke
studiu transportu membranovych vacki, endocytozy samotné a k identifikaci bunéénych
vezikularnich organel v zivych bunkach je v poslednich letech s tispéchem vyuzivano
barveni rostlin lipofilnim barvivem FM4-64. Po obarveni bunék timto vitalnim
barvivem je mozné sledovat plasmatickou membranu a prostfednictvim mapovani
distribuce tohoto barviva vbunkach i efektivitu endocytézy.  Nejdilezitéjsimi
parametry jsou znaeni Casnych a nasledné pozdnich endozomd, jejich distribuce
Vv bufice a transport znacenych membran do cilovych kompartmenti v buice.
Internalizace barviva FM4-64 do endozomt byla u SIMKK-YFP linii pomalejsi nez
Vv piipad¢ kontrolnich rostlin, coz mize byt zptisobeno urovni nadprodukce transgenu
v téchto liniich. Zvysené koncentrace Zn?* méli zésadni vliv na barveni endozomii
u SIMKK-YFP linii. Zn®* snizoval rychlost barveni endozomi u obou linii, oviem
u linie SIMKK-YFP#11 dochazelo po dlouhodobé&jsim mikroskopovani ke znatelnému
zvySeni poctu endozomu pozitivnich na FM4-64 nez u linie SIMKK-YFP#4. Tato
situace muze byt opét vysvétlena urovni nadprodukci transgenu, ktera je u linie
SIMKK-YFP#4 vyssi nez u SIMKK-YFP#11.

Aktivace MAPK kaskad u rostlin je studovana i v souvislosti s procesem bunééného
déleni. Zapojeni MPK6 do regulace bunééného deleni u Arabidopsis bylo detailné
popsano (Miiller et al., 2010). MPKG6 je v kotfenovych buiikach lokalizovana v TGN
a na plasmatické membrané, a v procesu bunécného déleni byla popséna jeji lokalizace
v PPB a fragmoplastu. MPK6 se pfitom miize akumulovat v malych vezikularnich
utvarech (spotech), které jsou tésné asociovany s mikrotubuly PPB a fragmoplastu
v bunkach kotenovych $picek A. thaliana (Miiller et al., 2010). MPKG6 je aktivovana
riznymi environmentalnimi stresy (Ichimura et al., 2000). V souvislosti se stresem
vyvolanym t&7kymi kovy u Arabidopsis, zvysena koncentrace Cd** zpiisobuje
v kofenech akumulaci ROS, co piimo vede k aktivaci MPK3 a MPK®6 (Liu et al, 2010).
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Nase vysledky potvrdili lokalizaci MPK6 ve fragmoplastu v délicich se
buiikach kontrolnich i transgennich linii, pfi¢emz tato asociace byla Zn?* stresem
zna¢éné intenzifikovana (Obr. 46, 47, 48).

Zapojeni MPK3 v procesu bunécné¢ho déleni nebylo doposud zcela uspokojivé
objasnéno. Z dosavadnich studii vyplyva, Ze je MPK3 dilezita v reakci rostlin na
spektrum biotickych a abiotickych stresovych faktort a v ramci aktivované signalizacni
kaskady fosforyluje rtuzné transkripéni faktory, napi. AZ1 (Pitzchke et al., 2014),
MYB44 (Persak a Pitzchke, 2012), WRKY33 (Mao et al., 2011) nebo HSFA4A (Pérez-
Salam¢ et al., 2014). Guan et al., 2014 zjistili, ze se MPK3 tucastni reakci na stres
Vv pylovych laccich A. thaliana. Z nasich vysledkt vyplyva dulezité zjisténi, ze MPK3
je u kontrolnich linii po pfimé fixaci rostlin lokalizovana v cytoplasmé, jadie i jadérku
(Obr. 28). Pii podminkach, které jsou povazovany za adekvatni kontrolu k aplikaci
stresovych faktorti (véetnd Zn?"), co je zaliti kofentl rostlin tekutym mediem bez
stresového faktoru, byla MPK3 v bunikach linii s expresi SIMKK-YFP lokalizovana jen
Vv cytoplasmé. Po aplikaci Zn** byla MPK3 navic lokalizovana v cytoplasmatickych
spotech. Stejné¢ tak po =zaliti semenackt kontrolnim médiem byla MPK6 vice
lokalizovana ve fragmoplastu délicich se bunék. Porovnani lokalizace MPK6 v buiice
vV podminkach piimé fixace rostlin a fixace po pouziti kontrolniho média dale potvrzuje
hypotézu, ze zaliti rostlin kontrolnim médiem pusobi na rostliny jako stres, ktery mize
stav kinas ovlivnit. Kontrolni situace pro distribuci MPK3 a MPK6 v buiikach kotfene
je tedy pravdépodobné vyrazné ovlivnéna zpiisobem aplikace kontrolnich podminek.
Kromé prvnich fazi fixace, i aplikace kontrolniho média muze s aktivitou MAPK
interagovat, coz muze byt vysvétleno mirnym osmotickym nebo mechanickym stresem,
a posléze i samotnou aktivaci kinas.

Aplikaci metod bunécné biologie byly ziskany informace, které rozsifili nas pohled
na komplexnost MAPK signalizace u Arabidopsis. Usp&sné byla otestovana i nova
metoda mikroskopie, light-sheet mikroskopie, ktera umoziuje dlouhodobé pozorovani
celych rostlin v realném case s vyuzitim 3D zobrazeni. Tento typ mikroskopie poskytuje
nahled na bunky svysokym rozliSenim Vv podminkach, které jsou velmi blizké
pfirozenému prostiedi, ve kterém rostliny v laboratornich podminkach rostou. Tato
inovativni mikroskopicka metoda v budoucnu umozni ziskat detailnéjsi a komplexnéjsi
zakladni data pro vyzkum nejen signalnich funkci MAPK, ale i cytoskeletu

a vezikularniho transportu pfi stresovych odpovédich rostlin.
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Znec€isténi zivotniho prostiedi tézkymi kovy je v dneSnim svété aktualni problém,
ktery vyzaduje ucinné feseni. Ptijem, transport a distribuce tézkych kovt v rostlinach je
zajimavou a dynamicky se rozvijejici oblasti rostlinné biologie. Na bunééné trovni
existuje cela fada specifickych prenasect zodpovédnych za udrzovani homeostazy ionti
Vv rostlinach, vcetn¢ iontl kovovych. Pokud budou prostudovany mechanizmy, kterymi
rostliny zabezpecuji vychytavani, kompartmentalizaci a distribuci tézkych kovi
v rostliné, oteviou se nové moznosti pro vyuziti téchto poznatkli V raznych

biotechnologickych aplikacich, v€etné fytoremediace.
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6. ZAVER

V teoretické Casti byly shrnuty poznatky o signalnich funkcich MAPK signalizaci
zapojené do stresovych reakci rostlin, véetné reakci na t¢zké kovy. Sumarizovany byly i
zakladni informace o prenaSeCich, které jsou zapojeny v transportu tézkych kovil ptes
membrany rostlinnych bun¢k.

V praktické casti byl nejprve zjistén vliv Zn* na vyvoj a morfologii rostlin. Vysoké
koncentrace Zn** pusobily jako negativni faktor ovliviiujici celkovy fenotyp rostlin.
Bylo prokézano, Ze transgenni linie s expresi SIMKK-YFP maji vy3si rezistenci k Zn?*
a nadprodukce transgenu v téchto rostlinach tak ziejmé celkové ovliviiuje jejich chovani
Vv pfitomnosti tézkych kovii. Na bunécné trovni zpisobily vysoké koncentrace Zn* a
NaCl relokaci SIMKK-YFP z jadra do cytoplasmy, kde se SIMKK-YFP akumulovala
ve form¢ malych spotli. Po plisobeni solného stresu doslo navic k plazmolyze bunék.
Ovlivnéni Zn** vedlo u transgennich linii sexpresi SIMKK-YFP ke zpomaleni
endocytozy a internalizace barviva FM4-64 do endozomalnich kompartmentti. Ochranu
rostlin ptfed abiotickym stresem zprostfedkovavaji signalni kaskaddy mitogen-
aktivovanych protein kinas (MAPK). V ramci této signalizacni drahy dochdzi po
aktivaci stresovymi faktory k fosforylaci vykonnych proteini, a tim k jeji
aktivaci. Vyznamné postaveni v signalnich kaskadach pii abiotickych stresech maji
kinasy MPK3 a MPK6. Imunohistochemickou metodou whole mount byl pozorovan
vliv toxickych koncentraci Zn** na distribuci t&chto proteinl v kofenovych buikach
testovanych rostlin. Samotny stres, ktery byl vyvolan aplikaci Zn?* mé&l vliv na
lokalizaci téchto proteinll v interfaznich bunikach kotene a v riznych fazich bunééného
déleni. Prace ptispéla i k ovéfeni novych moZznosti studia signdlnich funkci MAPK,
které otevira vyuziti light-sheet mikroskopie. Velkou vyhodou této nové metody
snimani je moznost pozorovani celych rostlin rostoucich v prostredi, které je pro né
pfirozenéjsi. V budoucich experimentech tak bude umoznéno ziskat vice informaci o

pusobeni abiotickych strest na rostliny.
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