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1 Uvod

Rostliny jsou sesilni organismy bez schopnosti uniknout pied nepiiznivymi vlivy prostiedi. Vétsina
rostlin je po cely zivot vazana na jedno stanovi$té, kde musi odolavat ménicim se podminkam
prostiedi a itoktim $kidcld. Zmény v prostifedi mohou mit rizny charakter i délku ptisobeni a vedou
k odchylkam od fyziologického optima. Rostliny se v pribéhu Zivota ¢asto potykaji s teplotnimi
rozdily, nedostatkem ¢i nadbytkem vody, Zzivin, s pusobenim toxickych latek, infekci nebo
herbivort. Neschopnost rostlin uniknout pfed nepiiznivymi vlivy prostfedi vedla k vyvinuti fady
obrannych a adaptaénich mechanismi, které rostlindim umozhuji piezit uréitou miru zatéze,
zpusobenou dynamickymi zménami podminek. Béhem ristu a vyvoje jsou rostliny vystaveny
mnoha vnitinim i vnéj$im faktorim, na které mimo jiné reaguji pomoci komplexniho systému
signalnich drah. Jedna se o biochemické kaskady schopné rozpoznavat a $ifit rizné typy signald,
spoustéjicich odezvu organismu na podnéty z prostiedi. Cilem bunééné signalizace je zajistit preziti
rostlin, proto musi byt tyto reakce rychlé a specifické. Funkce nékterych signélnich drah se
v prubéhu evoluce rozsitila také do dalSich oblasti vyvoje. Mezi tyto signalni drahy patii
naptiklad Gstfedni kaskdda proteinové rodiny serin/treoninovych kindz, souhrnné nazyvana
mitogenem aktivované protein kinadzy, zkracené MAPK nebo MAP kinazy (Rodriguez et al., 2010).
Signalni drahy MAP kinaz jsou velmi univerzalni kaskady. Bylo zjisténo, Ze zastupuji mnoho tloh
pii bunééné signalizaci U rostlin, v€etné adaptace na abioticky a bioticky stres, regulace vrozené

imunity nebo embryonalniho vyvoje.



2 Signalizace na trovni MAP kinéz u rostlin

2.1 Zakladni charakteristika MAPK signalizace

Reakce rostlin na molekularni drovni zahrnuji pedevsim rychlou modifikaci enzymatické aktivity
a genoveé exprese. Mezi nejéastéj$i mechanismy regulace patii posttranslaéni modifikace proteind,
které zvySuji funkEni rozmanitost proteomu, napiiklad kovalentni vazbou funkcnich skupin
a proteinti, proteolytickym S$tépenim regulacnich podjednotek, nebo degradaci proteinti. Tyto
modifikace zahrnuji fosforylaci, glykosylaci, hydroxylaci, metylaci, acetylaci a ubikvitinaci,

a ovliviyji témét vSechny procesy na urovni buiky (Beevers, 1982; Prabakaran et al., 2012).

Tato diplomova prace je zaméfena na studium vyznamnych signalnich kaskad
eukaryotickych organismi, regulovanych prostiednictvim fosforylace. Proteiny jsou fosforylovany
pomoci enzymut kinaz, které zprostiedkovavaji pienos fosfatové skupiny z vysokoenergetickée
molekuly (napf. ATP) na molekulu substratu. Dulezitou roli v bunééné signalizaci u rostlin hraji
mitogenem aktivované protein kindzy (MAPK, MAP kindzy; Rodriguez et al., 2010), které jsou
typicky uspotadany v signalizaénich kaskadach (Mishraetal., 2006) a jejichz funkce je Uzce
spojena s linearni kaskadou fosforyla¢nich dé&ja. MAP kindzy jsou zapojeny v kli¢ovych procesech
jako je napfiklad bunétna proliferace, diferenciace a bunééna smrt uvSech eukaryotickych
organismu, od kvasinek aZ po ¢lovéka (Qi a Elion 2005; Raman et al., 2007; Keshet a Seger 2010).
U rostlin jsou MAP kinazy zapojeny pii odezvé na abioticky stres (Moustafa et al., 2014),
hormonalni regulaci (Smékalova et al., 2014a), v¢etné plsobeni kyseliny abscisové (de Zelicourt
et al., 2016), auxini (DeLong et al., 2002), jasmonatt (Ahmad et al., 2016), pii odezvé na bioticky
stres vyvolany ptsobenim patogeni (bakterii, hub, hlistic; Meng a Zhang, 2013; Hamel et al.,
2012; Turra et al., 2014), herbivori (Hettenhausen et al., 2015), a rovnéz jsou zapojeny pii regulaci
vyvoje rostlinnych pletiv (Colcombet a Hirt, 2008).

Signaliza¢ni kaskady MAP kinaz jsou vysoce konzervované moduly u vdech eukaryotic-
kych bunék (Zhang et al., 2006). Piestoze MAPK ovliviiuji odli$né procesy, maji spoleény vzorec
usporadani kaskady a shodny mechanismus aktivace — fosforylaci. Kazda kaskada zahrnuje
nejméné tii proteinové kindzy V sérii, které jsou fosforylovany piedchozi kindzou a tim se
navzajem aktivuji (Pearson et al., 2001). Proto také vSechny MAP kindzy obsahuji aktivni mista
s aminokyselinami serin/treonin atyrosin, na které se vaze fosfatova skupina (Ichimura et al.,
2002). MAPK tvoii komplexni systém vzajemné propojenych drah, kdy jedna nebo vice sloZek
jedné signalni drahy muze ovlivitovat dalsi. Tato kiiZzova komunikace je ozna¢ovana jako crosstalk
a je typicka pro slozité signalni drahy, mezi které MAPK signalizace patii (napf. Jonak et al.,
2002). Néekteré kindzy téhoZ typu tak mohou byt zapojeny do odlisnych fyziologickych procest
(Colcombet a Hirt, 2008). Signalni draha MAPK zac¢ina fosforylaci serin/treoninové kinazy, tzv.



trojité kinazy MAPKKK (MAP3K), pokracuje aktivaci MAPKK (MAP2K) s dudlni specifitou a je
zakoncena aktivaci Gstfedni MAPK prostiednictvim dvojité fosforylace (Colcombert a Hirt, 2008).
Posledni kinaza signalniho modulu je schopna fosforylovat fadu substratt, véetné transkripénich
faktort pro regulaci genové exprese (Andreasson a Ellis, 2009). Pofadi posloupnosti signalni drahy
MAP kinaz je znazornéno na obrézku 1. Uspotadani tohoto systému také ukazuje, Ze vSechny
¢lanky MAPK kaskad jsou fyzicky zapojeny v konkrétni MAPK kaskadé.

A

MAPKKK> MAPI(K> MAPK

B
P

MAPKKK Obr. 1 (A) Linearni uspoiadani prenosu signalu a (B)
procesy fosforylace typické pro MAPK kaskadu tvofenou
a; MAPKKK, MAPKK a MAPK. Sériové uspofadani kinaz
P umoznuje vytvofeni fyzického komplexu, ktery zahrnuje
LS vsechny tii cleny kaskady a zprostfedkovava pienos
fosfatové skupiny (P) z MAPKKK na MAPK. Toto
> ,_h:\ > uspofadani MAP kinazovych kaskad je bez vyjimky
w konzervovano u vsech eukaryotickych organismt (Zhang et
al., 2006). MAPK je fosforylovana dvojité, pocet fosforylaci

SUBSTRAT B substratu neni definovan (Pn).

2.2 Aktivace a inaktivace MAPK kaskady

Kazdd MAPK kaskada je zahajena specifickymi extracelularnimi podnéty a vede k aktivaci
MAPKKK. Podnétem pro spusténi kaskady jsou abiotickeé i biotické signdly, které aktivuji
membranové receptory, heterotrimerni GTPazy nebo malé GTPazy a nasledné aktivuji pfislusnou
kinazu (Chen a Thorner, 2007). Stimulem mohou byt plisiové nebo bakterialni elicitory (Meng
a Zhang, 2013), nadmérna salinita prostiedi (Huang et al., 2012), pusobeni Skodlivého zafeni
(Nawkar et al., 2013; Wankhede et al., 2013), nedostatek vody (Huang et al., 2012), teplotni

extrémy (chlad nebo teplo; Huang et al., 2012), pusobeni mechanickych stimuli (napt. vliv vétru,
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srazek, mechanické poskozeni; Rodriguez et al., 2010) nebo hormonalni signaly (Smékalova et al.,
2014a; Singh et al., 2015). MAPKKK piimo fosforyluje a aktivuje MAPKK a ta nasledné aktivuje
MAPK dvojitou fosforylaci zbytkt treoninu atyrosinu v motivu T-X-Y (X-libovolna
aminokyselina) v aktiva¢nim misté smycky (tzv. T-smycka) mezi katalytickymi subdoménami VII
a VIII (Tena et al., 2001). Po aktivaci MAPK fosforyluje rizné substraty, napiiklad transkripéni
faktory, cytoskeletalni proteiny nebo jiné kindzy a fosfatazy, které jsou pak pfimo nebo neptimo

zodpovédné za odezvu na podnéty (Hirt, 2000; Morrison, 2012; Obr. 2).

Aktivované MAPK jsou inaktivovany prostiednictvim defosforylace treoninovych a/nebo
tyrosinovych zbytkli v aktivaénim mist¢ smycky. Defosforylace mize byt dosazeno plisobenim
serin/treoninovych fosfataz, tyrosinovych fosfatdz a fosfataz s duélni specificitou (Keyse, 2000;
Kondoh a Nishida, 2007). Do skupiny serin/treoninovych fosfataz defosforylujicich MAPK patii
PP2A a PP2C (Alessi et al., 1995) a mezi tyrosinové fosfatazy patii tii specifické fosfatazy STEP,
HePTP a PTP-SL (Pulido et al., 1998; Saxena et al., 1999). Fosfatazy s dualni specificitou jsou
naptiklad PHS1 (Quettier et al., 2006; Tang et al., 2016) nebo MKP1 (UIm et al., 2001; Anderson
et al., 2011). Casto je celd draha piisné regulovana prostfednictvim tvorby zpétnovazebnych
smy¢ek mezi MAPK a fosfatazami, které zajistuji kontrolu aktivity MAPK v prostoru a Case

a zabrartiuji jejich aktivaci (Park et al., 2011).

Obr. 2  Piiklad
MAPK kaskady zapo-

jené v reakci na oxi-

Signal

B

'
Receptor T °
N\

<+

dativni stres. Schéma

znazoriiuje  zakladni

princip ¢innosti MAP

MAPKKK kindzovych drah. Re-
ceptory vnimaji
MAPKK e specifické extracelu-

larni podnéty (oznace-

! J
MAPK ny A, B, C), které

l / l \ aktivuji kindzy MAP-
Y

KKK a to vede k

Odezva Lo Cytoskelet Bun&ny

fosforylaci a aktivaci
exprese lt}’k] us

MAPKK. Nekteré
MAPKKK jsou také schopny aktivovat jiné protein kinazy (PK). MAPKK aktivuji MAPK a ty fosforyluji

rizné substraty (napf. transkripéni faktory, cytoskeletalni proteiny nebo jiné kindzy a fosfatazy), které jsou

pak piimo nebo nepiimo zodpovédné za odezvu na podnéty. Sipky oznacuji aktivaci dané cilové molekuly
(pievzato z Hirt, 2000).
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2.3 Vlastnosti MAP kinaz u rostlin

Genom Arabidopsis thaliana zahrnuje rozsahlou skupinu ¢lenit MAP kinazové kaskady. Podle
anotovanych sekvenci gent existuje pfiblizné 80 gent kodujicich MAPKKK, 10 gent kddujicich
MAPKK a 20 geni pro MAPK (Rodriguez et al., 2010). U Arabidopsis byly experimentalné
prokazany viechny kinazy typu MAPKK a MAPK, stale vSak chybi mnoho informaci o funkci 80
MAPKKK. Experimentalné bylo ovéfeno pouze nekolik z nich, mezi které patii naptiklad kinaza
MEKK1 (MAP kinaza nebo ERK kinadza kinaza 1; Asai et al., 2002), YODA (Bergmann et al.,
2004), ANP (Krysan et al., 2002), CTR1 (Kieber et al., 1993), EDR1 (Zhao et al., 2014), HT1
(Hashimoto-Sugimoto et al., 2016), Raf43 (Virk et al., 2015), SIS8 (Huang et al., 2014) a nékteré

dalsi.

2.3.1 Charakterizace MAP3 kinaz (MAPKKK)

Mitogenem aktivované protein kinazy skupiny MAP3K (tzv. Mitogenem Aktivované Protein
Kinazy Kinazy Kindzy) patii mezi serin/treonin kinazy zahajujici MAPK kaskadu (Craig et al.,
2008; Sinha et al., 2011). Jak jiz bylo zminéno (viz vySe), MAP3K jsou aktivovany na zakladé
vnéjsich ¢i vnitinich podnétt a vedou k aktivaci MAP2K fosforylaci. Genom Arabidopsis zahrnuje
velkou proteinovou rodinu MAP3 kindz a diky rozmanitosti této skupiny mohou byt vytvareny
rizné varianty kaskad, ve kterych jsou zapojeny stejné MAP2K a MAPK (Jonak et al., 2002;
Menges et al., 2008; Rodriguez etal., 2010). Takovym ptikladem jsou ANP MAP3 Kkinazy
ovliviiujici MPK4 prostiednictvim dvojité kinazy MKK6 pro regulaci cytokineze (Beck et al.,
2010, 2011; Komis et al., 2011) nebo trojitd kinaza MEKKI ovliviiyjici opét MPK4
prostiednictvim MKK1/2 kinazy pro regulaci vrozené imunity (Gao et al., 2008).

Sekvence aminokyselin primarni struktury MAP3 kinaz je tvofena centralni doménou
s katalytickou aktivitou kindz, ohrani¢enou amino a karboxyterminalnimi doménami, které maji
razné vlastnosti (Chong et al., 2003). Umoziuji upevnéni MAP3K ke specifickym bunécnym
strukturdm, napiiklad Kk plazmatické membrané (He et al., 2006), endoplazmatickému retikulu (Ju
a Chang, 2012), mikrotubulim (Beck et al., 2010, 2011; Komis et al., 2011), mitochondriim
(Lampard et al., 2014) nebo k jadru (Sasabe et al., 2011), v zavislosti na tom, kde by méla kaskada
plnit svou funkci. DalSi funkci N a C-terminalnich domén je autoinhibice udrzZujici MAP3 kinazy
v neaktivnim stavu (Chong et al., 2003). Podle charakteru kindzy je katalytickA doména
zablokovéana prostiednictvim N nebo C-konce. Napiiklad ANP MAP3 kindzy jsou inhibovany C-
koncem, zatimco kindza YODA je blokovana N-terminalni doménou (Sasabe a Machida, 2012;

Lukowitz et al., 2004). Navazanim aktivatoru na autoinhibi¢ni doménu dochazi k uvolnéni domény
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s katalytickou aktivitou, coz umoznuje opétovnou aktivaci MAP3K (Sasabe a Machida, 2012; Obr.
3). Tato vlastnost byla vyuZita pro vytvoreni konstitutivn¢ aktivniho mutanta ANyda s defektem
Vv autoinhibi¢ni funkci MAP3 kinazy YODA (Lukowitz et al., 2004), ktery trvale aktivuje kindzy
MPK3 a MPK®6 a negativné ovliviiuje ontogenezi priaducht (Bergmann et al., 2004).

Signdl MAPKKK (neaktivni)

MAPKKK

Obr. 3 Schéma autoregulace MAP3 kinaz

MAPKKK (aktivni) prosttednictvim N nebo C-terminalni domény

blokujici aktivaéni oblast katalytické domény.

oblast je uvolnéna a MAP3K se stava aktivni.

Dalsim ptikladem MAP3 kinaz s autoinhibi¢ni doménou je NPK1 kindza objevena u rostlin
tabaku. Gen pro NPK1 je homologni s tfidou Arabidopsis ANP MAP3 kinaz (Banno et al., 1993)
kam patii ANPI1, 2 a 3 (Krysan et al., 2002). NPK1 #idi proces tvorby fragmoplastu a uspoiadani
bunécné prepazky béhem bunééného déleni. Pfed samotnou cytokinezi je aktivita NPK1 (a ANP)
autoinhibovana regulaéni C-termindlni oblasti kindzy (Sasabe a Machida, 2012), zatimco
na po¢atku cytokineze dochdazi k fosforylaci serin/ treoninovych zbytki C-termindlni domény
NPK1 prostiednictvim cyklin  dependentnich kindz (CDK; Ishikawa et al. 2002).
Z experimentalnich studii vyplyva, ze nékteré Arabidopsis MAP3 kinazy zastupuji specifické role
pii organizaci prislusnych MAPK kaskad. Patii sem naptiklad CTR 1 kinaza, lokalizovana na
endoplazmatickém retikulu, zapojena v signalizaci a vnimani etylénu (Kieber et al., 1993),
MEKKZ1 kinaza regulujici vrozenou imunitu a odezvu na abioticky stres (Kong et al., 2012; Furuya
et al., 2014), ANP kinazy fidici prubéh cytokineze (Beck et al., 2010, 2011; Komis et al., 2011)
a MAP3 kinaza YODA zapojena v regulaci embryogeneze, urc¢ovani roviny déleni bunék a vyvoje
pruduchu (Bergmann et al., 2004; Lukowitz et al., 2004; Smékalova et al., 2014b).
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2.3.2 Charakterizace MAP2 kindz (MAPKK)

Mitogenem aktivované protein kindzy MAP2K (Mitogenem Aktivované Protein Kindzy Kinazy)
tvori specifickou skupinu ¢lent proteinové super rodiny kinaz. Stejné jako MAP3 kindzy patii mezi
serin/treoninové kinazy, ale na rozdil od ostatnich ¢lentt MAPK kaskady jsou schopny diky dualni
specificité soucasné fosforylovat treonin/tyrosinové zbytky v aktiva¢ni smycce cilovych MAPK
(Wu et al., 1993). MAP2K interaguji s MAPK prostiednictvim D-motivu na N-termindlnim konci,
ktery je tvoten bazickymi a hydrofobnimi zbytky aminokyselin. D-motiv (tzv. D-doména, z angl.
Docking motif, nebo KIM motiv; Pitzschke, 2015) ma podobu sekvence [K/R]1-2X2-6[L/1]-X-
[L/1] (K-lysin, R-arginin, X-libovolnd aminokyselina, L-leucin, I-izoleucin) a je kompatibilni s CD
doménou MAPK (Ichimura et al., 2002). Jak jiz bylo zminéno, genom Arabidopsis kdduje mnoho
riznych MAP3K, ale pouze 10 MAP2K (Rodriguez et al., 2010), z ¢ehoz vyplyva, ze nékolik
MAPK kaskad bude MAP2 kinazy sdilet (Jonak et al., 2002).

MAP2 kinazy jsou aktivovany MAP3 kinazami, které jsou jim v signaliza¢ni kaskadé
nadfazeny (tzv. upstream signalizace) a slouzi jako jejich regulatory (Cheng a Karin, 2001; Keshet
a Seger, 2010). Jak bylo popsano v piipadé savéich MAP2 kindz MEK1 a MEK2 (¢lenové Ras—
Raf-MEK-ERK kaskady), k aktivaci MAP2 kinaz dochazi fosforylaci serin/treoninovych zbytki
v aktiva¢nim misté MEK1/2 protein kindz s dualni specificitou (Raman, 2007). Toto uspoiadani je
konzervovéano u vsech eukaryotickych organismt (Roskoski, 2012). Aktivaci MEK1/2 katalyzuji
Raf kindzy (Gardner et al., 1994) a aktivované MEK1/2 nasledné zprostfedkovavaji fosforylaci
tyrosinu atreoninu kindz ERK1 a ERK2, které jsou jejich jedinymi, doposud znadmymi,
fyziologickymi substraty (Ray a Sturgill, 1988; Roskoski, 2012). Cinnost MEK1/2 kinéz je piisné
regulovana prostfednictvim zpétnovazebné inhibice fosforylaci aktivovanou ERK kinazou
(Roskoski, 2012), avsak tento mechanismus doposud nebyl podrobné studovan u rostlin. MAP2
kindzy jsou stejné jako MAP3 kinazy zapojeny do signalnich drah nékolika procest, naptiklad
MEKZ1/2 se podili na regulaci vrozené imunity a pii chladové aklimaci (Kong et al., 2012; Furuya
et al., 2014), nebo MAP2 kinazy 4, 5, 7 a 9 jsou zapojeny V signaliza¢ni kaskadé MAP3 kinazy
YODA pii vyvoji pruducht (Wang et al., 2007). Kinazy MEKS a 9 se navic ucastni signalizace pii
solném stresu (Xu et al., 2008a), coz potvrzuje, ze rizné MAPK kaskady se sbihaji na Urovni
MAP2 kinaz.

2.3.3 Charakterizace MAP kinaz (MAPK)

Na konci typické MAP kinazové kaskady jsou mitogenem aktivované protein kindzy (MAPK,

Mitogenem Aktivované Protein Kinazy), které rovnéz patii mezi serin/treoninové kinazy. Stejné
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jako ostatni clenové MAP kaskddy maji ve své struktuie centralni katalytickou doménu
s aktivaénim motivem T-X-Y (treonin-X-tyrosin), kde X mize byt zbytek kyseliny glutamové (E),
asparagové (D), glycinu (G) nebo prolinu (P), zejména pak zbytky Kkyseliny asparagove
a glutamové interaguji se zbytky lysinu a argininu u MAP2 kindz (Tanoue et al., 2000). U savcu
a kvasinek mize byt zbytek X-aminokyseliny pouzit pro klasifikaci riznych MAPK, jako je
napiiklad ERK kinaza s TD/EY motivem (T-treonin, D-kys. asparagova/E-kys. glutamova, Y-
tyrosin), kindza p38/Hoglp s TGY motivem (T-treonin, G-glycin, Y-tyrosin; Mittelstadt et al.,
2005) nebo JNK kindza s TPY motivem (T-treonin, P-prolin, Y-tyrosin; Davis, 1999; Kyriakis
a Avruch, 2012). Vsechny doposud identifikované rostlinné MAPK jsou homologni se savéi ERK
kindzou a obsahuji TD/EY motiv v aktivaéni smycce (Nishimoto a Nishida, 2006), kromé
imunoreaktivnich druhtt MAPK p38 (tj. proteiny reagujici S protilatkou p38 ze savéich bunék pii
analyze Western blot), identifikovanych u pSenice (Triticum turgidum cv. Athos; Komis et al.,
2004) a u fas tolerantnich k zasoleni (Dunaliella viridis; Jiménez et al., 2004). Podle sekvenénich
homologii a evolu¢nich vztahti jsou Arabidopsis MAPK klasifikovany do ¢tyf odlisnych skupin A-
D (Ichimura et al., 2002; Obr. 4). Klasifikace MAPK je zaloZena na evoluénich vztazich mezi
primarnimi sekvencemi MAPK a na typu fosforyla¢nich motivi v aktiva¢ni smy¢ce (Menges et al.,
2008). Kazda MAPK skupina zahrnuje kinazy, které spolu tizce souvisi diky sekvenéni podobnosti
a které se od ostatnich skupin MAPK lisi. Proteinova rodina rostlinnych MAPK zahrnuje dva
strukturni podtypy kindz: prvni z nich obsahuje v aktiva¢ni smyéce fosforyla¢ni motiv TEY, druhy
TDY (Menges et al., 2008). Skupina MAPK A, B a C obsahuje motiv TEY, zatimco vzdalengjsi
skupina D patii mezi kindzy s TDY motivem (Ichimura et al., 2002).
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Obr. 4 Schéma klasifikace a fylogenetické vztahy 20 MAPK Arabidopsis thaliana. Skupiny A-C obsahuji
v aktivaéni smy¢ce motiv TEY, zatimco MAPK skupiny D motiv TDY (pie-vzato z http://mol

bio.mgh.harvard.edu/sheenweb/mapk_project.html).

Kromé aktiva¢ni smycky se ve struktufe MAPK nachazi také rozpoznavaci mista, které se
vazi Kjiz zminénym D-motivim nebo jinym doméndm interagujicich proteini — substrati
(Pitzschke, 2015). V nékolika studiich bylo popsano, Ze MAPK interaguji s buné¢nymi
kompartmenty, jako jsou mikrotubuly (Beck et al., 2010, 2011; Komis et al., 2011; Smékalova et
al., 2014b), aktinovy cytoskelet (Samaj et al., 2002) nebo s plazmatickou membranou
a endosomalnimi vacky (Miiller et al., 2010). Doposud vSak neni znamo, zda jsou V téchto
interakcich zapojeny pouze specifické domény, nebo k interakci dochazi neptimo prostiednictvim
jinych proteinti. Prostorové uspofadani aktivaéni smyc¢ky MAPK a substrati umoznuje fosforylaci
serinovych nebo treoninovych zbytkl prostiednictvim aminokyseliny prolinu (S/T-P motivy), serin
a treonin jsou totiz fosforylovany pouze tehdy, pokud nasleduje prolin (Pines a Hunter, 1990). V
oblasti rozpoznavaciho mista MAPK se nachazi tzv. CD doména, kterd rozpoznava interakéni
kindzovou doménu (tj. D-motiv, viz vySe) a vSeobecné konzervovany F-X-P-F motiv (F-
fenylalanin, X-libovolna aminokyselina, P-prolin) proteinu interagujiciho s piislusnou kindzou
(Samajova et al., 2013; Pitzschke, 2015).
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2.3.4 Uloha mitogenem aktivované protein kinazy MPK6 u Arabidopsis

Vyznamnou ulohu pfi vyvoji Arabidopsis zastupuje kindza MPK6, patiici mezi 20 MPK
identifikovanych u Arabidopsis thaliana (MAPK Group, 2002). Bylo zjisténo, Ze tato kinaza je
zapojena do nékolika MAPK kaskad pro regulaci vrozené imunity po napadeni patogenem (Pecher
et al., 2014; Yi et al., 2015; Sidonskaya et al., 2016), odezvy rostlin na abioticky stres, jako je
naptiklad nadmérna salinita a osmoticky stres (Liu et al., 2013; Han et al., 2014), teplotni stres (Li
et al., 2012; Evrard et al., 2013) nebo oxidativni stres (Pérez-Salamo et al., 2014). N¢kolik studii
také odhalilo, ze MPK6 ftzce souvisi s pfibuznou skupinou kinaz MPK3, a je zapojena
do klicovych vyvojovych procesi. Mezi tyto procesy patii napiiklad formovani praduchi
kotyledonii a listli na abaxidlni strang, prostfednictvim regulovani orientace roviny déleni béhem
jednotlivych fazi tvorby stomat (Wang et al., 2007). Ontogeneze priduchu je zahajena hormonalni
signalizaci brassinosteroidi (Kim et al., 2012), které spousti kaskadu MAP3 kindzy YODA,
nasleduje aktivace MAP2 kindz MKK4/5/7/9 (Lampard et al., 2009, 2014) a fosforylace MPK6

kinazy, iniciované s YODA signaliza¢ni kaskadou (Bergmann et al., 2004).

Rovnéz bylo zjisténo, ze YODA (a pravdépodobné také MPK3/6) kontroluji prubéh
embryogeneze (Lukowitz et al., 2004; Bayer et al., 2009) a postembryonalni vyvoj kotene (Miiller
et al., 2010; Smékalova et al., 2014b), a proto se uvazuje, Ze se tato kaskada vyznamné podili na
regulaci orientace roviny déleni bunék. Na zakladé téchto poznatkii byla navrzena ustfedni role
MPK6 pii vyvoji Arabidopsis thaliana, ktera byla potvrzena na zékladé identifikace nékolika
fenotypt v jediné MPK6 u knock-out mutantt (Miiller et al., 2010; Lopez-Bucio et al., 2014; tato
studie).

2.3.5 Bunééna lokalizace MAPK kaskad

Mnoho MAPK plni rtizné ulohy v zavislosti na jejich bun&éné lokalizaci. Casto jsou MAPK
po aktivaci pfemistény do jiné ¢asti bunky. Naptiklad savéi kinaza ERK1/2, lokalizovana
na plazmatické membrané (Liang a Sheikh, 2016), se po aktivaci pfemisti do jadra, kde fosforylaci
aktivuje transkripéni faktory (Zehorai et al., 2010; Roskoski, 2012). Rada ¢lentt MAPK kaskad (t].
MAP3K, MAP2K a MAPK) obsahuje ve své struktuie domény, které piedurcéu;ji jejich subcelularni
lokalizaci (Pitzschke, 2015). Takovym ptikladem je jiz zminéna Arabidopsis kinaza MPK®6, ktera
je lokalizovand v jadie. Aktivovana MPKG6 je transportovana do jadra prostfednictvim interakce
jaderného lokaliza¢niho signalu (NLS, zangl. Nuclear Localization Signal) ve své struktuie,
a transportniho komplexu importin-RanGTPazy. Ven z jadra je transportovana v neaktivni formé

pomoci interakce jaderného exportniho signalu (NES, z angl. Nuclear Export Signal) a komplexu
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exportin-RanGTPazy (Samajova et al., 2013 a uvedené odkazy). Daldim piikladem je MAP3
kindza CTR1, kter je neptimo ukotvena na membrané endoplazmatického retikula prostiednictvim
interakci s etylenovym receptorem (Ju a Chang, 2012), zatimco ¢lenové YODA kaskady obsahuji
sekvence pro ptimé ukotveni na membrané mitochondii (Lampard et al., 2014), piipadné mohou

interagovat s membranovymi efektory (napt. s IRAK kindzami; Bayer et al., 2009).

U zivociSnych bunék a kvasinek Saccharomyces cerevisiae jsou MAP kinazy jednotlivych
kaskdd roz¢lenény pomoci tzv. scaffold proteinu, které se vazi ke vSem MAPK &lentim, uréuji
jejich subcelularni lokalizaci a umoziiuji prostorové oddéleni odliSnych signaliza¢nich moduli se
stejnymi slozkami (Chen a Thorner, 2007). Na rozdil od kvasinek a Zivocichi byl u rostlin
identifikovan pouze jeden scaffold protein, tzv. RACK1 (Ron et al., 1994), ktery propojuje
signalizaci heterotrimernich GTPaz s MAPK kaskadou (Su et al., 2015). Komponenty Arabidopsis
MAPK kaskady [MEKK1 (MAP3K), MKK4/MKKS5 (dvé vysoce homologni MAP2 kinazy)
a MPK3/MPK6 (dvé vysoce homologni MAPK)] jsou v nepfitomnosti stimulll pfipojeny
K plazmatické membrané prostfednictvim interakce s proteinem RACK 1 a komplexem G proteini.
RACK 1 asociuje s G podjednotkou heterotrimerickych G proteini a pii stimulaci senzoru
bakterialnimi proteazami dochazi ke spusténi MAPK kaskady a vyvolani imunitni odpovédi (Su

et al., 2015; Obr. 5).
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Obr. 5 Schematické znazornéni scaffold proteinfiu RACK 1 u rostlin. Clenové MAPK kaskady jsou
pripojeny k plazmatické membrané¢ pomoci RACK 1, asociovaného s G podjednotkou G proteinti. Pii
plsobeni dvou typd protedz (PrpL nebo ArgC) vyluéovanych Pseudomonas aeruginosa a Xanthomonas
campestris dochazi ke stimulaci senzort, aktivaci MAPK kaskady a oddéleni vs§ech MAPK komponent
z jejich scaffold proteinu. Aktivované MPK3/MPK®6 vyvolaji imunitni odpovéd’ prostfednictvim fosforylaéni

aktivace jejich substrati (pfevzato ze Su et al., 2015).
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3 Uloha cytoskeletu pii bunééném déleni u rostlin

Jak jiz bylo zminéno, rostliny jsou piisedlé organismy bez schopnosti pohybu. Rostliny se na toto
omezeni prizpasobily vytvorenim specifické architektury bunék a organu, které jsou formovany
béhem procesii bunécného rlstu, pifi utvareni orientace roviny bunécného déleni a nasledné
morfogenezi bunék (Wasteneys, 2002; Rasmussen et al., 2011). Tyto procesy jsou ovliviiovany
uspofadanim cytoskeletu, zejména kortikalnich mikrotubuld, které interaguji s komplexem pro
syntézu celulézy na plazmatické membrané (Paredez etal.,, 2006). Uspotadani kortikalnich
mikrotubulti tedy urCuje orientaci celuléozovych mikrofibril a vyslednou podobu bunééné stény

(Komis et al., 2015; Watanabe et al., 2015; Worden et al., 2015).

Rust a morfogenezi bunék vyznamnym zpisobem ovliviiuje kontrola orientace roviny
déleni bunék. U rostlin se vyskytuji dva zakladni typy déleni bunék: prvnim z nich je symetrické
avede k tvorbé dvou identickych dcefinych bun¢k na konci cytokineze, zatimco vysledkem
asymetrického déleni je tvorba dvou odlisnych typi dcefinych bunék (Obr. 6). Ve vztahu k ose
buriky mohou byt oba typy déleni pii¢né, podélné, nebo Sikmé, a zpravidla se bunécna prepazka
tvoti v nejkratsi vzdalenosti dvou protilehlych stén mateiské buriky, bez ohledu na jeji tvar (Wright
a Smith, 2007). Naptiklad buniky kofenového meristému jsou z velké ¢asti rozdéleny symetricky,
kdy je bunééna piepazka orientovana pti¢né (tj. kolmo k povrchu kofene — antiklinalng, Obr. 6D),
nebo podélné (rovnobézné s povrchem kofene — periklinalng, Obr. 6C). Pfi¢né rozd€lené burky
urcuji expanzi odliSnych typa bunék (tj. bunék epidermis, kortexu, endodermis, pericyklu a cévnich
svazki), zatimco podélné déleni je formativni a vytvafi dcefiné bufiky s riznym osudem (RoOSst,
2011; Choi aLim, 2016). Uréeni orientace roviny déleni bunék zavisi na vnitinich a vnéjsich
stimulech. Vnitfnim stimulem mize byt naptiklad urcité mnozstvi proteind, signalnich faktort,
hladina cytosolického vapniku, nebo pH (Hurst a Kropf, 1991; Gibbon and Kropf, 1993). Vngjsim
stimulem mohou byt peptidové signaly sousednich bunék nebo hladina hormont, napf. auxinu
(Heidstra, 2007; Lee et al., 2015; Hronkova et al., 2015). Na zac¢atku kazdého déleni musi byt
nejprve stanovena polarita buiiky, coz je nezbytné pro uréeni pozice jadra pted zahdjenim mitozy.

Spravné urceni polarity je nesmirné dilezité zejména pii asymetrickém déleni (Obr. 6A).
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Obr. 6 Schéma priib&hu (A) asymetrického a (B) symetrického déleni v zavislosti na vnitinich & vné&jsich
faktorech (pievzato zDe Smet a Beckman, 2011). Znazornéni geometrie (C) periklinalniho a (D)
antiklinalnfho déleni bunék kofene (pfevzato z http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BIOL3530/DEVO
_07/ch07f05.jpg).

3.1 Preprofazni svazek mikrotubuli a fragmoplast

Orientace roviny dé¢leni buiilky a misto utvafeni nové bunécné stény je urCeno umisténim
preprofazniho svazku mikrotubull pfi mitéze (Lucas et al., 2006). Preprofazni svazek (PPB, z angl.
Preprophase microtubule band) vznika uspoiadanim kortikalnich mikrotubulii do kruhu, ktery se
vytvari u bun¢k vstupujicich do mitdzy na rozhrani S a G2 faze buné¢ného cyklu (Mineyuki et al.,
1988). PPB muze existovat po neuréitou dobu az po zahajeni mitézy (Lipka et al., 2015), kdy se
postupné zuzuje, az zcela zanikne pti rozpadu jaderné obalky (Obr. 7; Lipka et al., 2015).
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Obr. 7 Schéma znazoriiuje postupné shlukovani kortikalnich mikrotubuléi do struktury PPB a nasledné

zuzovani PPB aZ po vytvoieni bipolarniho profazniho vieténka (pievzato z Dhonukshe a Gadella, 2003).

Vytvareni svazku kortikalnich mikrotubultl v prib¢hu formovani PPB zajistuji specifické
mikrotubularni proteiny (tzv. crosslinking proteiny), mezi které patii naptiklad protein asociovany
s mikrotubuly MAP65-1 (Beck et al., 2010). Proteiny asociované s mikrotubuly (tzv. MAP
proteiny, z angl. Microtubule Associated Proteins; Davis, 1993) se vazi na povrch mikrotubul
a stabilizuji jejich strukturu proti depolymerizaci (Kreis a Vale, 1999). MAP proteiny nesou ve své
struktufe dvé odlisné domény, z nichZ jedna ma kladny naboj a vaze se elektrostatickymi silami
k zaporné nabitému povrchu mikrotubula (Hoshi et al., 1992). Tato vazba je regulovéana
prostiednictvim fosforylace, ktera je pifi¢inou oddéleni mikrotubuld od MAP proteinti (Ainsztein
a Purich, 1994). Jak jiz bylo zminéno, mitogenem aktivované protein kinazy fosforyluji fadu
substratt, mezi které se fadi také MAP proteiny, a ovlivituji usporadani cytoskeletu pti odezvé
na bunécné podnéty (Davis, 1993). Existuje né€kolik eukaryotickych MAP proteinti, negativné
regulovanych prosttednictvim fosforylace MAP kindz. Do této skupiny patii napiiklad sav¢i
protein depolymerizujici mikrotubuly - stathmin, sav¢i proteiny stabilizuji mikrotubuly - MAP2
a MAP4 (Hoshi et al., 1992), a rostlinné proteiny MAP65-1, -2 a -3 (Smertenko et al., 2006; Beck
et al., 2010, 2011; Takahashi et al., 2010; Sasabe et al., 2011).

Neni pfesné znamo, které dé&je urCuji pozici PPB, avSak podle modelu na obrazku 6 (viz
vyse) se rovina formovani PPB téméf vzdy shoduje s ekvatorialni (rovnikovou) rovinou jadra
(Granger a Cyr, 2001). Bylo zjisténo, ze PPB piesné definuje mista vV bunééném kortexu pro
umisténi bunécné piepazky, kde se v prubehu cytokineze vytvoii fragmoplast a nova bunécna sténa
(Lipka et al., 2015; Obr. 8). Otazkou zustava, jak dochazi ke koordinaci roviny PPB a fragmoplastu
Vv prostoru, protoZze PPB zanika dlouho pied tim, nez se fragmoplast vytvoti (cca 45 min po zmizeni
PPB a nastupu mitézy Beck etal., 2011). UvaZzuje se, Zze PPB né&jakym zplsobem zanechava
znacku na vnitinim povrchu plazmatické membrany, Vv misté budouciho umisténi bunécné
prepazky. Nékteré studie identifikovaly proteinové markery, které jsou umistény na kortikalni

stran¢ PPB a trvaji po celou dobu mitézy i po zaniku PPB. Mezi tyto trvalé markery regulujici
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orientaci roviny déleni patii proteinova fosfataza typu 2A, podjednotky FASS/TONNEAU -
POK1/2 (Muller et al., 2006), protein vazajici mikrotubuly AIR9 (Buschmann et al., 2006, 2015),
protein TANGLED (Walker et al., 2007) a RanGAP1 (Xu et al., 2008b). Kromé AIR9 vsechny
zminéné markery zistavaji na kortikalni strané PPB po celou dobu mitézy. AIR9 je kolokalizovan
s PPB, takZze mizi na pocatku mitézy a znova se objevi, kdyz se fragmoplast zacné rozsifovat

smérem od stiedu k obvodu buriky (Buschmann et al., 2015).

® jido

- bunééna prepazka
C i

V3 mikrotubuly

4

Obr. 8 Prostorové uspofadani PPB pred mitdzou a nasledna tvorba fragmoplastu pfi cytokinezi. Rozsifovani
fragmoplastu vzdy nasleduje orientaci PPB, bez ohledu na to, zda PPB definuje pfi¢né, podélné, nebo Sikmé

umisténi roviny déleni.

U mutanti vySe zminénych proteinovych markerdt se vyskytuji vyrazné defekty
Vv kontrolovani pozice roviny déleni bunék, aviak presny mechanismus ptisobeni téchto markert
neni doposud objasnén. Je pozoruhodné, Ze nékteré regulacni proteiny, jako je naptiklad kinadza
MPK®6 Arabidopsis thaliana, ur¢itym zpusobem interaguji s PPB i fragmoplastem (Mdller et al.,
2010; Smekalova et al., 2014b). To naznaluje, Ze orientace roviny dé€leni bunék je regulovana
prostiednictvim fosforyla¢nich dé&ju, jak bylo uvedeno v piedchozich studiich (Colasanti et al.,
1993; Hush et al., 1996; Ayaydin et al., 2000; Mészaros et al., 2000; Weingartner et al., 2001;
Hemsley et al., 2001; Nogami a Mineyuki, 1999; Krupnova et al., 2009).

3.2 Usporadani cytoskeletu béhem mitozy

Ve v8ech eukaryotickych organismech je tucelem mitézy predani rodiCovského genetického
materialu do dvou dcefinych bun€k, nezavisle na tom, zda bude d€leni asymetrické, nebo
symetrické (Lipka et al., 2015). Béhem mitdzy v buiikach dochazi k reorganizaci mikrotubult

do struktury mitotického vfeténka, které zajistuje presnou segregaci sesterskych chromatid
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k opaénym polam buniky (Bannigan et al., 2008). Mitéza je zahajena vytvorenim bipolarniho,
profazniho vieténka, které obklopuje jadro. V prubéhu tvorby vieténka se PPB zuZuje a postupné
rozklada (Hasezawa a Kumagai, 2002). Kondenzované chromozomy se vazZi svymi kinetochory na
mitotické vieténko a pomoci néj jsou organizovany v ekvatorialni roving buiiky (prometafaze az
metafaze). Jakmile jsou chromozomy sefazeny, Sesterské chromatidy se rozdéli a mitotické
vieténko tahne kazdy ekvivalent chromatid k opaénym pdélum bunky (anafaze). Poté, co se
sesterské chromatidy dostanou k obéma pdélim buiiky, jsou kinetochorové mikrotubuly rozebrany
a misto nich se vytvoii dvé sady antiparalelnich mikrotubulii, které oddé€luji postupné vznikajici
dcefina jadra. Tato struktura se nazyva fragmoplast a rozsifuje se od stiedu k okraji bunky, dokud
nenarazi na stény mateiské butiky (Gunning, 1982). Mikrotubuly fragmoplastu dodavaji do mista
vzniku bunééné piepazky vezikuly z Golgiho aparatu, které obsahuji polysacharidy pro vystavbu
bunécné stény (Yasuhara et al., 1995; Sonobe et al., 2000). Fuze vezikul a ukladani materialu pro
vystavbu bunééné stény umoznuje tvorbu bunééné prepazky, ktera je prekurzorem stény dcetiné
bunky (cytokineze; Whaley a Mollenhauer, 1963). Na obrazku 9 je znazornéna reorganizace
mikrotubulti v prabéhu déleni u bunék rostlin, vzajemné uspofadani jadra nebo chromozomu, PPB,

mitotického vieténka a fragmoplastu.

Obr. 9 Grafické znazornéni pieskupeni mikrotubult béhem vybranych fazi déleni bunék u rostlin. Struktury
mikrotubult jsou zndzornény zelené, jadro a chromozomy modre. (A) Seskupeni mikrotubuld do struktury
PPB okolo jaderné ekvatorialni roviny. (B) Utvéafeni mitotického vieténka a pfipevnéni k chromozomim. (C)
Tvorba a (D) expanze fragmoplastu pii cytokinezi mezi dvéma dcefinymi jadry. (E, F) Obnoveni a
reorganizace kortikalnich mikrotubulii po mitotickém déleni prostiednictvim nukleace mikrotubuld (pievzato
z Wasteneys, 2002).
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Krom¢ mikrotubuli se pifi bunécném dé€leni ucastni také aktinovy cytoskelet. Béhem
preprofaze jsou aktinova vlakna rozmisténa v kortikalni oblasti, kde vytvati pds podobny PPB
a tento utvar mizi na poc¢atku mitoézy (Panteris et al., 2009). Aktinova mikrofilamenta se béhem
mitdzy vyskytuji na obvodu buiiky, avSak jsou ptisné vy¢lenény z kortikalni oblasti preprofazniho
svazku az do nastupu cytokineze. Poté aktinovd vlakna vytvaii Utvar, ktery nasleduje vzor
uspotadani mikrotubuld do struktury fragmoplastu (Panteris, 2008). Po skonceni mitozy je
fragmoplast mikrotubuli a aktinovych vldken iniciovan mezi dvéma dcefinymi jadry, kde
usmérnuje pohyb vezikul, obsahujicich material pro vystavbu bunééné stény (Smith, 2001). Jak
bylo jiz zminéno dfive, aktivace MAP kinaz ma negativni vliv na vazbu cytoskeletalnich proteint
a jejich elementt. Piikladem muze byt regulace aktin vazajiciho protein - profilinu (tzv. ABP, z
angl. Actin binding protein) prostiednictvim kinazy p45Ntf4 (Limmongkon et al., 2004).
Fosforylace sniZuje asociaci profilinu k monomertim aktinu, a tak ovliviiuje tvorbu a dynamiku
aktinového cytoskeletu (Yarmola a Bubb, 2009). Aktinova mikrofilamenta a mikrotubuly interaguji
prostfednictvim elektrostatickych sil s asociovanymi proteiny, a proto se piedpoklada, ze
fosforylace narusuje tyto interakce a zeslabuje vazbu aktinu nebo mikrotubul s asociovanymi

proteiny, napiiklad s ABP nebo MAP proteiny (Samajova et al., 2013).
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4 Vyvoj kotene Arabidopsis thaliana

4.1 Embryogeneze Arabidopsis

Vyvoj embrya rostliny Arabidopsis thaliana je ptisné regulovany proces, ktery vyZaduje piesnou
posloupnost bunééného déleni a vede ke tvorbé dvoud€lozné sazenice s primarnim kofenem
a hypokotylem (ten Hove et al., 2015). Proces embryogeneze Uzce souvisi s hormonélni (Robert
et al., 2015) a MAPK signalizaci (Lukowitz et al., 2004), zejména s ¢innosti MPK6 (a mozna také
MPK3) kinaz signalizaéni kaskady YODA (LOpez-Bucio et al., 2014). Uloha MAPK v procesu
embryogeneze neni doposud znama, ale uvazuje se, ze MAPK reguluji prostfednictvim fosforylace
nékteré specifické transkripéni faktory (Jeong et al., 2012; Musielak a Bayer, 2014). Uéelem
embryogeneze je vytvorit miniaturni dospélé rostliny, které se budou nasledné vyvijet regulovanym
délenim bunék meristémi vSech vegetativnich organi (Wendrich a Weijers, 2013). Jednotliva
stadia embryogeneze Arabidopsis jsou znazornény na obrazku 10. Schéma naznaduje, Ze spravna

orientace roviny déleni bun¢k béhem embryogeneze je nezbytna pro vyvoj rostliny.

Cely proces embryogeneze zacina oplozenim vajicka pylovym zmem a naslednym
formovani diploidni zygoty. Prvni déleni zygoty je asymetrické a jeho vysledkem jsou dveé rtzné
velké buriky (stadium 2 buné€k). Mensi z nich dava zaklad apikalni ¢asti, kterd je v nasledujicim
stadiu je rozdélena symetricky, vét§i bunka tvoifi bazalni Cast a postupné se vyviji do struktury
suspenzoru (stadium 4 bunck). Bazalni buiika je nasledné rozd€lena v sérii symetrického, pticného
déleni na jednotné buniky suspenzoru, zatimco apikdlni buiika se dvakrat rozdéli symetricky
avznikd proembryo tvoiené stejnymi bunikami (stadium 8 bunék; Jirgens a Mayer, 1994).
Nasledné formovani apikalni ¢asti embrya je regulovano prostiednictvim poruseni symetrie déleni
V pozdnim globularnim, pfechodném a srdcovitém stadiu (Petricka et al., 2009). Na konci
embryogeneze se z apikalni Casti vytvari dé€lozni listy a hypokotyl, zatimco bazalni ¢ast dava
zaklad kofeni semenacku (JUrgens a Mayer, 1994). Buiiky suspenzoru v prubéhu embryogeneze
zanikaji, kromé kmenové bunky — hypofyzy v apikalni ¢asti suspenzoru, ktera tvoii zaklad

kotenového apikalniho meristému (RAM; Petricka et al., 2012).
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Obr. 10 Schématické znazornéni hlavnich stadii embryogeneze Arabidopsis thaliana. Zelend barva
oznacuje apikalni ¢ast embrya, z niz vznikaji kotyledony a hypokotyl. Bilou barvou je oznacen suspenzor,
ktery v pribéhu embryogeneze zaniki. Zluté je zvyraznén suspenzor, ktery dava vzniku kofene (pievzato

z Cederholm et al., 2012).

4.2 Architektura kofenového meristému dvoudéloZnych rostlin

Struktura primarniho kofene je utvafena prostfednictvim pfisné regulovaného déleni bunck
v apikalnim meristému a naslednou expanzi a diferenciaci téchto bunék. VSechny typy bunék
kofene vznikaji z kofenového apikalniho meristému (RAM), ktery se zaklada v ranych stadiich
embryogeneze (Altamura et al., 2007). RAM charakterizuji buiiky Klidového centra s nizkou
aktivitou mitézy (QC; Doerner, 1998), obklopené kmenovymi buiikami aktivnich inicial (Stahl
a Simon, 2005). Soubor téchto dvou typl bunék se nazyva niche (Spradling et al., 2000, 2001).
Kmenové buiky se déli asymetricky a diferencuji se v rtizné typy bunék s odliSnou funkci (Stahl
a Simon, 2005), zatimco buriky klidového centra piedstavuji zonu pomalu se dé€licich bunék
(Vv poctu ptiblizn¢ 500-600 bunék u zralé kukutice; Clowes, 1959). Klidové centrum funguje jako

rezerva bunck, které mohou prezit stresovou zatéz a regenerovat meristém. Kromé téchto dvou
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typt bun¢k jsou v meristému piitomny také intenzivné se délici buiky, a to bud’ periklinalng, nebo
antiklinalné. Smyslem periklinalniho déleni je snaha zachovat organizaci soubortt bunék, naopak
antiklinalni déleni podporuje rtst jednotlivych souborti bunék pro udrzeni nepfetrzitého rustu

kofene (Wachsman et al., 2015).

D¢leni bunék koiene mize probihat ve tfech rovinach: kolmo K ose kofene (antiklinalné),
podél obvodu kofene (periklinaln¢), nebo paprskovité (radialn€). Tyto zptsoby déleni vedou ke
zvétSovani délky a Sifky kofene. Samostatné déleni bunék na Spicce kofene vytvaii kofenovou
¢epicku, ktera se prodluzuje smérem dopfedu a chrani vrchol kofene. Centralni bunky kofenové
CepiCky jsou Casto orientovany ve svislych fadach a byvaji rychle opotiebovany pii pronikani
kofene pidnimi ¢asticemi. Tyto bunky také vylucuji glykoproteiny bohaté na mucigel a tim snizuji
tieni mezi kofenem a pidni matrici (Oades, 1978). Kmenové bunky davaji vzniknout populaci
rychle se délicich progenitorovych bunék, které reaguji na vyvojové stimuly. Progenitorové buiiky
se déli asymetricky a produkuji klonédlné¢ ptfibuzné bunky daného typu kofenového meristému.
Po sérii déleni se tyto buiiky diferencuji v pletiva tvofici epidermis, kuru (kortex), endodermis
a cévni pletiva v prodluzovaci a diferenciac¢ni zoné (Perilli et al., 2012). Od povrchu kofene do jeho
sttedu jsou bunky organizovany do specifickych vrstev: povrch kotfene chrani buiiky kofenové
Cepicky, nasleduje vrstva epidermis, kortex, endodermis, perickl a stiedovy valec, ktery obsahuje
protoxylém a protofloém, zaklady cévnich svazku. Kmenové buiiky umisténé na stiedové roviné
kofene udrzuji meristematickou aktivitu tvorby vySe uvedenych bunék kofenovych pletiv.

Na obrazku 11 je znazornéno usporadani bunék kofene Arabidopsis thaliana.

bunky klidoveho centra

kortex/inicialy endodermis a dcefinné bunky

epidermis/boéni inicialy kofenove Cepitky
inicialy kolumely

inicialy pericyklu

inicialy cévnich bunék

kolumela

boéni bufiky kofenové Eepitky
epidermis

kortex

endodermis

pericykl

cevni svazky

OEECOROROFNOEERO

Obr. 11 Architektura tkané kotene Arabidopsis thaliana (Stahl a Simon, 2005). Odli§né typy bunék apikélni

¢asti kofene jsou oznaceny piislusnou barvou a uvedeny v legende¢.

27



5 Imunofluorescence a mikroskopie jako nastroj k vizualizaci bunéénych struktur

5.1 Imunofluorescencni znaceni proteini

Detailni vizualizace struktury bunék a lokalizace proteinti vyZzaduje specifickou, vysoce citlivou
metodu. Takovou metodou je imunofluorescenc¢ni znaceni proteind, dnes jiz bézné pouzivana
laboratorni technika zaloZena na principu vazby antigenu a protilatky. Antigenem je vétSinou
protein, ktery chceme lokalizovat a na ktery se specificky vaze protilatka (imunoglobulin) znacena
fluorescen¢ni znackou - fluoroforem. Molekula fluoroforu ma vlastnosti fluorescence a je schopna
pii osviceni svétlem urc€ité vinové délky absorbovat kvantum energie a nasledné jej vyzafit pfi
vyssi vinové délce. Detekovany fluorescenéni signal pak ve spojeni s fluorescencéni mikroskopii

umoznuje podrobné studium bunék a jejich komponent.

Vlastnosti kazdé protilatky je schopnost rozpoznat a specificky se navazat na vazebnou
oblast antigenu. Podle zpisobu vazby se protilatky déli do dvou =zakladnich skupin
na monoklonalni a polyklonalni. Monoklonalni protilatky jsou kopii jediné molekuly a vazi se
pouze na urCitou oblast antigenu, kdezto polyklonalni protilatky tvofi heterogenni smés
imunoglobulint (Ig) a maji schopnost vazat se na rtizna mista téhoz antigenu. V ptipadé pouziti
monoklonalnich protilatek se na jeden antigen mlze navazat pouze jedna znacCena protilatka, coz
umoziuje piesnou detekci hledaného proteinu. AvSak nevyhodou této techniky je slaby
fluorescenc¢ni signal poskytovany jedinou molekulou fluoroforu navdzaného na protilatce. Proto se
pro zesileni signdlu pouziva technika, vyuzivajici protilatky dvé. Prvni (primarni) protilatka bez
znaCky se specificky vaZze na cilovou molekulu antigenu, druha (sekundarni) protilatka nesouci
znaCku se poté vaze k protilatce primarni. V piipadé, ze je sekundarni protilatka polyklonalni, ma
schopnost vazat se na rizna mista antigenu a umoziuje tak navazani nékolika sekundarnich

protilatek na jednu primarni. Tim se zvysi po¢et molekul fluoroforu a zesili se fluorescenéni signal.

5.1.1 Imunolokalizace metodou whole mount

Vétsina doposud vyvinutych imunolokalizacnich metod pro vizualizaci rostlinnych pletiv vyzaduji
pripravu fezl, avSak tato pfiprava je velmi pracna, Casoveé narocnd a nevhodna pro veét§i mnozstvi
vzorkil. Resenim mize byt imunolokalizaéni metoda whole mount zaloZena na principu vazby
protilatky na antigen, ktera umoziuje rychlou a spolehlivou in situ lokalizaci proteinu ve tkanich a
pletivech. Tato metoda je relativn€ jednoducha a poskytuje vysoké rozliSeni bez nutnosti ptipravy
tkanovych tezli. Zaroven umoznuje zachovani integrity tkani/pletiv, coz je velmi dalezité pro
vyvojové studie. Protokol metody whole mount je vhodny zejména pro lokalizaci proteini
v bunkach kotenové Spicky, postrannich kofend, mladych pletiv, hypokotyld, déloh a embryi

Arabidopsis thaliana, také byl uspésné pouzit pro tabak (Nicotiana tabacum) a kofeny rajcat
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(Lycopersicon esculentum), (Sauer et al., 2006). Hlavnim omezenim tohoto protokolu ale zistava

mal& propustnost tkani a pletiv, kdy znacené protilatky $patné pronikaji do vnitinich vrstev buiiky.

5.1.2 Provedeni metody whole mount

Zakladem metody whole mount je pét krok: fixace tkané/pletiva, permeace, blokovani a inkubace
s primarni a sekundarni protilatkou (Sauer et al., 2006). Kazdy z té&chto krokd zahrnuje rozsifeny
postup, ktery je nutno dodrzovat, aby mohla byt metoda tuspé$na. V této praci byl pouZzit protokol
dle Sauer a kol. (2006), ktery byl v nasi laboratofi upraven (viz Material a metody), aviak principy
jednotlivych krokt zGstavaji stejné. Prvnim krokem piipravy vzorka je fixace rostlin, ktera ma
za Ukol imobilizovat antigeny a zachovat morfologii bunék, coz je velmi dulezité pro Gspé&snou
imunolokalizaci. Nespravné provedena fixace miZze vést ke snizeni fluorescencniho signalu nebo
zméné morfologie. Nejlepsi vysledky fixace byly dosazeny pii pouziti formaldehydu. Pro zajisténi
vstupu protilatek dovnitt burnky je nutnd permeace bunécné stény a bunééné membrany. Toho je
dosazeno ve druhém kroku enzymatickym §tépenim celuldzy a pektinu, a pouzitim detergentu pro
vytvoteni malych pérd v membranéch (extrakei lipidl). Promyvani po $tépeni enzymem je velmi
dulezitym krokem, ktery je tfeba provést velmi rychle apeclivé. Ponechani rostlin v roztoku
enzymu del$i dobu nebo jeho nedostatecné promyti znamena zniceni rostlinného pletiva a vzorki
jako takovych. DalSim krokem je redukce a provadi se zdivodu zablokovani reaktivnich
aldehydickych skupin na molekule glutaraldehydu (GA), na které by se mohla navazat protilatka
a poskytovat faleSny signal. Jako redukéni ¢Cinidlo slouzi tetrahydridoboritan sodny (Na[BHg]),
ktery je donorem alesponn dvou vodikt pii reakci s GA. Nasleduje permeabilizace zajist'ujici
propustnost membrany pro vstup protilatek dovnitf bufiky ausnadnéni piistupu protilatek
k antigentim. Pro zvySeni propustnosti membrany se ¢asto pouzivaji detergenty, napt. DMSO. Pred
navazanim protilatek je nutné zabranit jejich nespecifické interakci s ostatnimi antigeny ve vzorku,

pouzitim 3% blokovaciho roztoku s obsahem hovéziho albuminu (BSA) rozpusténého v pufru.

Prvnich pét krokii metody whole mount mizeme nazvat jako kroky piipravné, protoze
predchazi samotné aplikaci protilatek. Jak jiz bylo zminéno, navazani protilatek na antigen je
samotnou podstatou imunolokaliza¢nich metod, mezi které metoda whole mount patii. Stépenim
bunééné stény a permeabilizaci membran byl umoznén vstup protilatek do vnitfnich struktur
buiiky. Promyvani po aplikaci primarni protilatky musi byt provedeno peclivé, aby nedoslo
k nespecifickému navédzéani sekundarni protilatky a ziskani falesné pozitivniho signalu. Volba
sekundarni protilatky konjugované s fluoroforem zavisi piedevS§im na excitanim a emisnim
spektru mikroskopu, ktery mame k dispozici (Sauer et al., 2006). Primarni protilatka navazana

v pfedchozim kroku na cilovy antigen se stdva antigenem pro sekundarni protilatku. Ta nese
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nekolik molekul fluoroforu, poskytujicich zesileny fluorescencni signal pro lokalizaci daného

proteinu.

5.2 Studium rostlin pomoci mikroskopickych technik

Rostlinné bunky a jejich struktury jsou velmi malé objekty, které nejsou viditelné pouhym okem.
Proto jsou K jejich studiu vyuZivany rtizné mikroskopické techniky umoznujici pozorovat konkrétni
struktury pii rizném zvétSeni a ve spojeni s imunofluorescenci mikroskopie poskytuje spolehlivy
nastroj pro zviditelnéni velmi malych objekti. Bunééné struktury a proteiny mohou byt studovany

pomoci nasledujicich mikroskopickych technik, které byly vyuZity také v této studii:

e Binokularni mikroskop Leica M165FC

Jedna se variantu optického mikroskopu (tzv. stereoskopicky mikroskop), ktery je urcen pro
pozorovani vzorku pfi malém zvétSeni. Svétlo ze zdroje (napft. led lampa) neprochazi skrz vzorek,
ale odrazi se od povrchu objektu a vstupuje do objektivu. Pfistroj pouziva dva oddélené optické

trasy se dvéma objektivy a okulary a zajiStuje tak mirn¢ odlisné thly pohledu pro levé a pravé oko.

¢ Konfokalni skenovaci laserova mikroskopie (CLSM)

Principem konfokalni mikroskopie je vytvafeni optickych fezl, kdy laserovy paprsek ze zdroje
prochazi vzorkem a skenuje objekt bod po bodu tak, ze zaméti paprsek na urcitou rovinu preparatu
pro sekven¢ni skenovani bodd. Detekci emitovanych fotont z fluoroforii pak ziskame informace
0 hledané struktute. Energie laserového paprsku excituje zamétenou oblast, zatimco emitované
svétlo prochazi ptes jedinou S$térbinu filtrujici rozptylené paprsky. Omezenim konfokalniho
mikroskopu je rychlost snimani obrazu. Jediny laserovy paprsek je limitovan extrémné piesnym
fizenim galvanometrickych zrcadel, které se pouzivaji k rastrovacimu skenovani paprsku
prochazejiciho napfi¢ vzorkem. Zaroven je omezen pocet fotoni emitovanych vzorkem b&hem
prodlevy pii snimani pixeld. Konfokalni mikroskopy skenuji vzorek rychlosti 1 mikrosekundy
na pixel a v zavislosti na rozmérech se rychlost pfenosu dat pohybuje od jedné poloviny az po dvé
sekundy na snimek. Proto je vétSina konfokalnich laserovych mikroskopti nepouzitelna pro studium
dynamickych procesti v Zivych butikach, které se odehrdvaji v ramci milisekund (Davidovits
a Egger, 1969, 1971).

o Konfokalni skenovaci laserovy mikroskop Spinning disc

Jak jiz bylo zminéno (viz vyse), omezenim konfokalni laserové mikroskopie je pomala rychlost
snimani vzorku. Néktera omezeni konfokalni skenovaci mikroskopie mohou byt pickonana

zobrazovanim vzorku pomoci nasobnych excitac¢nich paprski, které pisobi paralelné. Toho muze
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byt dosaZeno pii prichodu svétla pres tzv. Nipkow disc, ktery obsahuje tisice $té€rbin usporadanych

ve spirale a umoziuje celkové osvétleni vzorku ve stejném Case (Petran et al., 1968).

o Mikroskopie s diferenénim interferenénim kontrastem
Embrya fixovanych vzorkii byla studovana pomoci mikroskopie s diferencnim interferenénim
kontrastem (tzv. DIC mikroskopie; Allen et al., 1969). Opticky systém této mikroskopické techniky
umoziiuje zvyseni kontrastu nebarvenych vzorku bez negativniho halo efektu, ktery vznika okolo
objekti. Principem DIC mikroskopie je rozdéleni vstupniho paprsku polarizovaného svétla ze
zdroje do dvou oddélenych paprski. Vzdalenost mezi dvéma paprsky je vzdy mens$i, nez
rozliSovaci schopnost objektivu, aby se zabranilo vyskytu dvojitych obrazli. Rozd€lené paprsky
prochazi vzorkem a méni smér drahy v zavislosti na ménici se tloust'ce vzorku a lomu svétla. Po
prichodu vzorkem paprsky nejsou stejné dlouhé, a proto je v soustavé zatazen dal$i polarizator,
ktery paprsky usmérni. Svétlo pak pokracuje smérem k okularu, kde jej mizeme pozorovat jako
rozdily v barvé a intenzité. DIC mikroskopie zplisobuje, ze na jedné strané se objekt jevi jako
jasny, zatimco na druhé strané se zda tmavsi. Tento stinovy efekt poskytuje pseudo trojrozmérny

vzhled vzorku.
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6 Pouzité genotypy rostliny Arabidopsis pro studium ulohy MPK6

V ramci experimentii byla pouzita modelova rostlina huseni¢ek rolni (Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh.), ekotyp Columbia (Col-0) a dva typy mutantnich rostlin: mpk6-4 a MPKGAEF. Ekotyp
Columbia (varianta Col-0) je nejpouzivanéjsi divoky typ (WT) Arabidopsis thaliana
pro experimenty a Arabidopsis. Také byl pouZit jako WT pro sekvenovani genomu Arabidopsis.
Ekotyp Col-0 byl selektovan Dr. Georgem P. Rédeiem diky tomu, Ze rostlina vykazovala
mimotadnou fertilitu a dobte reagovala na fotoperiodu. Navic tento ekotyp obsahoval nejnizsi lichy

pocet chromozomovych pard, pozorovanych do té doby u krytosemennych rostlin (Laibach, 1965).

Mutantni rostlina mpk6-4 byla vytvoiena inzerci T-DNA ve tfetim exonu funkéniho genu
MPKG6 u rostlin Arabidopsis, ekotypu Col-0. V disledku pteruseni funkéni oblasti vlozenim inzertu
nemuze dochazet k transkripci mRNA a tvorb¢ produktu genu MPK6. U tohoto mutanta byly navic
inaktivovany ob& kopie genu, proto je oznacovan jako ,.knock-out”. Druhou mutantni rostlinou
pouZitou pii experimentech byla MPK6AEF, ktera byla vytvofena vnesenim konstruktu MPKBAEF
do mutantnich rostlin mpk6-4. Cilenou mutagenezi byl motiv ptivodnich aminokyselin treoninu,
kyseliny glutamové a tyrosinu (TEY) nahrazen za alanin, kyselinu glutamovou a fenylalanin
(AEF). Mutace zptisobuje defekt v aktivatnim mist€¢ map-kindzy 6, kterd nemize byt aktivovana
fosforylaci ptislusnych aminokyselin. Tento mutant je dominantné negativni (Bush a Krysan,
2007). Pro lokalizaci MPKG6 v zivych buiikach (tzv. live imaging) byly pouzity stabilné
transformované rostliny Arabidopsis thaliana, exprimujici fuzni protein MPK6-GFP (vytvofil Ivan
Luptov¢iak; Smékalova et al., 2014b). Exprese byla fizena nativnim promotorem genu MPK6
(proMPKG6 :: MPK6-GFP) a tento transformant byl vytvoien na pozadi mutanta mpk6-2 (Mdller
et al., 2010), postradajiciho endogenni expresi MPK6 (Bush a Krysan, 2007).
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TEY

AEF

Obr. 12 Schéma znazortiuje uspofadani TEY motivu aminokyselin v aktivaénim misté smyc¢ky MPK6
proteinu, v porovnani s neaktivni variantou motivu AEF. Zeleny obdélnik poukazuje na rozdily ve struktuie
Thr a Ala, modie je oznacen Glu (beze zmény u obou motivir) a ¢erveny obdélnik srovnava strukturu Tyr
a Phe. Strukturni podobnosti mezi aminokyselinami Thr/Ala a Tyr/Phe dokazuji, Ze motiv AEF byl navrzen
tak, aby minimalné rusil terciarni strukturu MPK6. Struktura peptidu byla navrZzena pomoci online programu

PepDraw (http://www.tulane.edu/~biochem/WW/PepDraw/).

33



7 Cile prace

Predlozena diplomova prace byla zaméfena na studium regulacnich mechanizmt subcelularni
lokalizace a funkce jedné z havnich MAP kindz Arabidopsis thaliana, MPK6. Piedchozi studie
prokazaly, ze MPK6 je lokalizovana pfevazné v bunééném jadie (Ahlfors et al., 2004; Umbrasaite
et al., 2010). Pomoci imunofluorescen¢niho znaéeni a kvantitativ-ni fluorescen¢ni mikroskopie ve
spojeni s biochemickou analyzou, bylo zjisténo, Ze MPK6 mize asociovat s mikrotubularnimi
strukturami, jako je napiiklad PPB a fragmoplast (Smékalova et al., 2014b), endocytotickymi
vacky, s plazmatickou membranou, nebo s Golgiho aparatem (Miiller et al., 2010). MPK6 mutantni
navic vykazuji rizné defekty vegetativniho rustu, které vznikaji v disledku poruseni orientace

roviny buné¢ného déleni (Miiller et al., 2010; Smékalova et al., 2014b).

S ohledem na vySe uvedené informace tlohy MPK6 ve vyvoji Arabidopsis, ¢lena signalni
kaskady YODA, byly polozeny dvé zasadni otazky: zda je jaderna lokalizace MPK6 podminéna
duélni fosforylaci této kindzy, a zda souvisi lokalizace MPK®6 na fragmoplastu s dualni fosforylaci
MPK6? Cilem této studie bylo zpracovat literarni reSerSi na téma Ulohy signalnich kaskad
mitogenem aktivovanych protein kinaz pti vyvoji kofene Arabidopsis thaliana, a experimentalné
ovéfit subcelularni lokalizaci a funkci jedné z hlavnich kindz MAPK signalizace, MPK®6. Pro
experimenty byly pouZity dva typy mutantnich rostlin Arabidopsis s defektem v genu pro MAP
kindizu MPK6 (knock-out mutant mpk6-4 a dominantné negativni mutant MPK6AEF)
a odpovidajici kontrolni rostlina (Col-0). Experimentalni prace byla rozélenéna do nékolika etap,

které byly vénovany nasledujicim cilim:

1. Charakterizace celkového fenotypu semenackt a dospélych rostlin zminénych genotypti rostlin
Arabidopsis pomoci stereomikroskopie a makroskopického hodnoceni vzristu rostlin.
2. Studium embryogeneze zminénych genotypti rostlin pomoci mikroskopie s diferenénim
interferencnim kontrastem.
3. Detailni srovnani mutanti a kontrolni rostliny na vnitrobunééné Grovni:
a) Studium organizace cytoskeletu a utvafeni bunécné piepazky v prub&hu déleni bunck
kotfene pomoci imunoznaceni tubulinu a fluorescencni mikroskopie.
b) Studium subcelularni lokalizace MPK6 v buiikach kofene fixovanych rostlin pomoci
imunofluorescenéniho znaéeni a konfokalniho skenovaciho mikroskopu Spinning disc.
¢) Studium subceluldrni lokalizace MPKG6 v buitkich kofene nativnich vzorkt pomoci
MPK®6-GFP markeru a konfokalniho mikroskopu Spinning disc.
4. Studium lokalizace MPK6 po inhibici nukleocytoplazmatického transportu a po inhibici

aktivace MAPK v buiikich kofene nativnich a fixovanych vzork.
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8 Material a metody

8.1 Rostlinny material

e Arabidopsis thaliana (L.) Heynh, ekotyp Columbia (Col-0)
Mutantni rostliny s poruchou v kédovani genu MPKG®:

e Arabidopsis thaliana - mutant mpk6-4 na pozadi ekotypu Col-0
¢ Arabidopsis thaliana - mutant MPKGAEF na pozadi mutanta mpk6-4

8.2 Pozorovani fenotypu semenackii a dospélych rostlin

Kultivace rostlin probihala ve sterilnich in vitro podminkach v ristové komote. Seminka byla
vyseta na ¢tvercové Petriho misky s tuhym MS médiem (Murashige-skoog) o polovi¢ni koncentraci
latek (1/2 MS), bez vitamini. Pro pozorovani fenotypu dospélych rostlin byly semenacky

po kultivaci na %2 MS médiu pieneseny do kvEtinaci se zeminou a Kultivovany v ristové komote.

8.2.1 Priprava semen
Pred vysevem semen na kultivacni médium byla provedena jejich povrchova sterilizace.
Steriliza¢ni roztok byl pfipraven ziedénim zasobniho 10% roztoku chlornanu sodného (NaClO)

na 1% roztok, do kterého byla pfidana 1 kapka detergentu Tween 20.

Do mikrozkumavek o objemu 1,5 ml bylo navazeno piiblizné 2 mg seminek, coz odpovida
mnozstvi asi 100 ks seminek. Poté byl do kazdé mikrozkumavky ptidan 1 ml steriliza¢niho roztoku
a vtomto roztoku byla na tfepacce seminka 10 min inkubovana. Dal§i manipulace se seminky
probihala ve sterilnim prostfedi laminarniho boxu pii pouziti sterilnich nastrojti a roztokti. Pomoci
automatické pipety bylo nejprve ze zkumavek odstranéno co nejvét§i mnozstvi steriliza¢niho
roztoku, poté byl pfidan 1 ml 70% etanolu a po kratkém protfepani byl ze zkumavek etanol
odstranén. Nasledné byla seminka Ctyfikrat proplachnuta destilovanou vodou a pii poslednim
promyti byla voda ve zkumavce se seminky ponechana. Béhem oplachovani vodou bylo opét nutné
zkumavky dikladné protfepat, aby na povrchu seminek neziistal etanol nebo sterilizaéni roztok,

ktery by zabranil jejich kliceni.
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8.2.2 Priprava kultivaéniho média a vysev semen

Semenacky Arabidopsis byly kultivovany ve sterilnich in vitro podminkach na 2 MS médiu.
Vysterilizované médium bylo ve sterilnim prostiedi laminarniho boxu nalévano na &tvercové
Petriho misky (120x120 mm). Poté bylo pomoci automatickeé pipety (100 pl) vyseto na kazdou
misku pfiblizné 100 seminek. Pro snadn€jsi vysévani seminek na agarové plotny byl sterilné
ustfizen konec plastové $picky. VSechny néstroje pouzité pfi vysevu seminek byly sterilni, pfipadné
byly vysterilizovany desinfekénim roztokem Spitaderm ¢i 70% etanolem. Uzaviené misky byly
zalepeny parafilmem a umistény v horizontélni poloze do lednice (4 °C, tma) do druhého dne, aby
doslo k synchronizaci kli¢eni. Misky s rostlinami byly pfeneseny do kultiva¢ni komory (fytotron),

kde byly umistény vertikalné a kultivovany ptislusny pocet dni (23 °C, 16h svétlo/8h tma).

8.3 Priprava embryi

Zrostlin péstovanych v kvétinacich bylo posbirdno pfiblizné¢ 50 SeSuli, které byly umistény
do zkumavky s 10 ml fixa¢niho roztoku (viz Seznam pouzitych roztokt) po dobu 24. Pro izolaci
embryi bylo pfipraveno Hoyerovo fixaéni médium. Na podloznim skle byla v kapce média
vypreparovana jednotlivd embrya, piekryta krycim sklem a okraje kryciho sklicka byly pietieny

bezbarvym lakem, aby se zabrédnilo odpatfovani vody.

8.4 Pozorovani struktury kofene nativnich vzorku

Pro pozorovani struktury kofene zivych vzorkii bylo pouzito znaceni s FM4-64. Ztedénim
zasobniho roztoku byl pfipraven pracovni roztok o koncentraci 4 pmol/l (zasobni roztok se
uchovava pti -20 °C v alobalu, aby nedo$lo k jeho degradaci svétlem). Rostliny kultivované 5 dni
na Petriho miskach s pevnym % MS médiem byly inkubovany 10 min v mikrozkumavkach
s pracovnim roztokem FM4-64, poté byly pieneseny na podlozni sklo do kapky pracovniho roztoku

a prikryty krycim sklem (24x32 mm), ptipevnénym izolepou k podloZnimu sklu.

8.5 Metoda whole mount

Tato metoda je zalozena na principu imunofluorescence a vyzaduje specialni postup piipravy
vzorkll. Pro tuto studii byl pouzit protokol dle Sauer a kol. (2006), ktery byl v nasi laboratoii
upraven. Byly zaménény nékteré ptipravné kroky, pouzity jiné chemikalie a také byla pozménéna

doba inkubace s protilatkami (viz niZe).
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1) Fixace

Roztok PFA byl pfipraven rozpu$ténim 16 g praSkového paraformaldehydu ve 150 ml ultra
¢isté miliQ vody za stalého michani na magnetické michadce a mirného zahfivani (asi 30 min).
Do horkého roztoku mlécné barvy byla pomoci pinzety ponotena 1 tableta KOH, pH bylo upraveno
na hodnotu priblizn¢ 10 a barva roztoku piesla z mlé¢né na ¢irou. Nasledné bylo pridano 4 — 10 ml
glycerolu, roztok byl doplnén na objem 200 ml a uchovan pti pokojové teploté. Roztok PFA je

toxicky, proto je nutné vzdy pracovat v digestofi a s ochrannymi pomuickami.

Pro samotny proces fixace byl pfipraven fixacni roztok (viz Seznam pouzitych roztoki)
a pomoci pasteurovy pipety byl podle potieby rozdélen do jamek dvanacti jamkové plastové
desti¢ky pro bunééné kultury (Obr. 13). Rostliny staré 5 dni, kultivované na Petriho miskach s %2
MS médiem, byly pieneseny do plastovych kosiki (tzv. inzerty s membranou), které byly umistény
v jamkach kultivacni desticky s fixacnim roztokem po dobu 1 hod. Inzerty a kultivacni desticky
byly pfed zahajenim fixace oplachnuty v miliQ vodé¢, aby se snizilo mnozstvi necistot ve vzorku.
Kvuli toxicité PFA a GA bylo nutné pracovat v digestofi. Pomoci pasteurovy pipety byl z jamek
desticek odstranén fixacni roztok a misto n&j byl pfidan 10x zfedény promyvaci pufr stabilizujici
mikrotubuly (MTSB). Rostliny byly s pufrem promyvany 3x10 min. Pomoci pasteurovy pipety
byly roztoky vzdy odstranovany a ptidavany do prostoru mezi sténou jamky a plastového koSiku,

aby se zabranilo poSkozeni rostlin.

Obr. 13 DvanActi jamkova desti¢ka pro bun&éné kultury
2) Enzymatické Stépeni bunééné stény

Po promyvacim kroku bylo odstranéno co nejveétsi mnozstvi pufru MTSB, ihned poté byl ptidan
roztok enzymi (viz Seznam pouzitych roztoki) a rostliny byly inkubovany 40 min pii pokojové
teploté. S enzymatickym roztokem bylo nutné pracovat velice rychle, aby byly zajistény

rovnomérné podminky $tépeni bunéné stény. Roztok enzymt byl po inkubaci s rostlinami co
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nejrychleji odstranén, vracen zpét do zkumavky a uchovan pti -20 °C; ihned po jeho odstranéni byl
nahrazen promyvacimi pufry. Rostliny byly nejprve promyvany MTSB pufrem 2x10 min a poté
fosfatovym pufrem (PBS) 3x10 min. Pufr PBS nahrazuje MTSB proto, aby se zabranilo reakci
MTSB s Na[BH,] v nasledujicim kroku (redukce). Pii praci s vét§im mnozstvi vzorkt byly pomoci
pinzety pfeneseny plastové kosiky do jamek s pfipravenym pufrem. Tento zplsob byl pouzit také

po redukci a reakci s protiladtkami (viz niZe).
3) Redukce

Piimo do plastovych kosiki s rostlinami, ponofenych v PBS pufru (pfiblizné 3 ml pufru v jamce),
bylo pomoci kovové mikrolzi¢ky pfidano malé mnoZstvi Na[BH,]. MnoZstvi této latky odpovidalo
zhruba jedné zarovnané mikrolzi¢ce pro jeden vzorek. Po uplynuti 30 min byly koSiky pfeneseny

do jamek s PBS pufrem (bez Na[BH,]) a poté byly 4x promyty PBS.
4) Permeabilizace

Pro permeabilizaci byl pouZit roztok s piidavkem dimetylsulfoxidu (DMSO). Po 30 min inkubaci
s permeabiliza¢nim roztokem (viz Seznam pouzitych roztokid) byl tento roztok odstranén pomoci

pasteurovy pipety a vzorky byly 5x promyty pufrem PBS.
5) Blokovani

Po odstranéni PBS z piedchoziho promyvaciho kroku byl aplikovan blokovaci roztok po dobu
1 hod.

6) Inkubace rostlin s primarni protilatkou

Roztok primarni protilatky byl piipraven zfedénim protilatek v 3% BSA s PBS. Jako primarni
protilatky byly zvoleny: monoklonalni potkani protilatka anti-a-tubulin a polyklonalni krali¢i
protilatka anti-MPK®6. Plastové koSiky s rostlinami byly pied ponofenim do roztoku protilatek
lehce osuseny na filtraénim papife a pomoci pinzety preneseny do nové kultivaéni desticky o mensi
velikosti jamek (24 jamkova desti¢ka) s 800 ul roztoku protilatek v kazdé jamce. Kultivaéni
desticka byla ptikryta vickem a inkubace s primarni protilatkou probihala 24 hod pii pokojové
teploté. Poté byly plastové koSiky pieneseny zpét do vétsich jamek s PBS pufrem a promyty 9x10
min. Primarni protilatka byla po inkubaci vracena zpét do zkumavky (v ledu) a uchovana pii -20
°C.

7) Inkubace rostlin se sekundarni protilatkou a promyvani

Pro zvyseni Cistoty vzorkli bylo pted aplikaci sekundarni protilatky provedeno blokovani pomoci

3% blokaéniho roztoku BSA, stejné jako pted aplikaci primarni protilatky. Inkubace s blokaénim
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roztokem trvala pfiblizn¢ 1 hod, poté byly plastové kosiky lehce osuseny na filtranim papitfe a
preneseny do jamek s roztokem sekundarni protilatky. Roztok byl vytvoren zfedénim sekundéarni
protilatky 3% BSA v PBS v poméru 1:1000, inkubace s rostlinami probihala 3 hod pfi teploté 37
°C, nebo muize probihat pti 4 °C po dobu 24 hod. Jako sekundérni protilatky byly zvoleny: Alexa
Fluor 488 anti-potkani 1gG a Alexa Fluor 546 anti-krali¢ci IgG. Po inkubaci byla protilatka

odstranéna (sekundarni protilatka se neuchovava) a vzorky byly promyty 6x10 min v pufru PBS.
8) Inkubace s DAPI a promyvani

Pro barveni jader byla pouZzita barva DAPI, ktera snadno prochazi membranou a vaze se na DNA.
Pracovni roztok DAPI byl ptipraven fedénim 1:1000 s pufrem PBS a rostliny byly inkubovéany
15 min pfi pokojové teploté. Poté byly vzorky 1 - 2x promyty PBS.

9) Priprava preparatu pro imunolokalizaci

Dv¢ az tfi rostliny byly opatrné pteneseny na podlozni sklo do kapky zalévaciho média (viz
Seznam pouzitych roztokit) a prekryty krycim sklickem, ze dvou stran zafixovano lakem na nehty.
Takto ptipravené vzorky byly uchovavany v boxech na skli¢ka (napt. Heathrow Scientific) pti -20

°C a poté pozorovany pomoci konfokalniho laserového mikroskopu Spinning disc.

Zalévaci médium brani tvorbé kyslikovych radikald a tim snizovani fluorescencniho
signalu, proto tvofi nezbytnou soucéast preparati pro whole mount. Médium bylo pfipraveno
rozpu$ténim parafenylendiaminu (P-fenylendiamin) v DMSO. Praskovy P-fenylendiamin byl velmi
opatrné promichan s DMSO, aby se co nejvice zabranilo kontaktu prasku se vzduchem a nedoslo
k jeho oxidaci. Poté byl pfidan glycerol a pufr Tris o alkalickém pH 8,8, pfi kterém je fluorofor
nejvice aktivni. Roztok byl opatrné promichan sklenénou ty¢inkou, zkumavka byla obalena
do alobalu (ochrana pied fotodestrukci) a uchovana pii -20 °C. PraSek (nebo roztok) P-
fenylendiaminu musi mit svétle rizovou barvu, ktera postupem ¢asu tmavne a jehoz degradace
mize byt urychlena na svétle. Pfi pouziti degradovaného nebo starého média dochazi pii
imunolokalizaci k rychlému zhaSeni fluorescence, coz ma za nésledek velmi nizky nebo nulovy

fluorescencni signal.

8.6 GFP lokalizace

Pro lokalizaci MPKG6 v Zivych rostlinach byly pouzity stabilné transformované rostliny Arabidopsis
thaliana, exprimujici fazni protein MPK6-GFP (pfipravil a laskavé poskytl Ivan Luptovciak;
Smékalova et al., 2014). Rostliny ekotypu Col-0, kultivované 5 dni na 2 MS médiu, byly
inkubovany 4 hod vroztoku DMSO. Déle byly inkubovany 4 hod s roztokem inhibitoru
(importazol v DMSO, viz nize).
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8.7 Aplikace inhibitori
Inhibitory byly aplikovany na rostliny pied fixaci pro whole mount. Rostliny byly inkubovany

V pracovnim roztoku piislusného inhibitoru po dobu 4 h.

e Importazol je chemicka sloucenina (2,4-diaminoquinazolin), ktera slouZi jako inhibitor
importinu-B. Inhibice spocivd v soutézeni o vazbu RanGTPazy mezi importazolem
a importinem-p (Soderholm et al., 2011). V predlozené experimentalni praci byl pouzit
pracovni roztok importazolu o koncentraci 50 pumol/l v tekutém %2 MS mediu, ktery byl
ptipraven ziedénim 10 mM zasobniho roztoku importazolu rozpusténého v DMSO.

o Ratjadon C je kovalentni, nereverzibilni inhibitor proteini typu CRM1/exportinl,
zajist'ujicich jaderny export. Blokuje navazani CRMl/exportinul na NES (tzv. jaderny
exportni signal: Nuclear export signal) u proteinu uréeného k transportu ven z jadra a také brani
navdzani RanGTPazy (Koster et al., 2003) Z hlediska chemické struktury se jedna o bunééné
propustny polyketid (Bhatt et al., 2001). Pracovni roztok ratjadonu C byl piipraven ziedénim
zasobniho roztoku o koncentraci 1 UM tekutym % MS médiem na koncentraci 5 nM.

e PD98059 je inhibitorem MEK1/MEK2 MAP2 kindz, ktery stémito kinazami soutézi
(kompetuje) o navazani ATP (Dudley et al., 1995). Proto neptimo inhibuje funkci MAPK tim,
Ze brani jejich dvojité fosforylaci a aktivaci. V této studii byl pouzit 50 uM pracovni roztok
PD98059 v tekutém %2 MS médiu, ktery byl vytvoien ziedénim zasobniho 10 mM roztoku
inhibitoru PD98059, rozpusténého v DMSO.

Inhibitory importazol a PD98059 jsou k dostani v podobé hydrofobniho prasku. Jednotlivé Castice
proto musi byt nejprve rozptyleny v DMSO a poté mohou byt smichany s hydrofilnim roztokem
tekutého 2 MS média. Naopak inhibitor ratjadon C ma hydrofilni charakter, proto je piimo

smichén s tekutym médiem.

-Y
N
HsC NH
importazol ratjadon PD98059

Obr. 14 Chemicka struktura inhibitora.
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Tab. 1 Charakteristika pouzitych fluorofort

Latka Barva  Excita¢ni/emisni spektrum [nm] Detekce
Alexa Fluor 488  zelena max ~ 488/494-552 mikrotubuly
Alexa Fluor 546  cervena max ~ 561/566-680 MPK6
DAPI modra max ~ 405/410-495 jadro
FM4-64 cervena max ~ 515/640 plazmatickd membrana

8.8 Biochemick4 analyza bunéénych extrakti

Pro ziskani proteinii ze vzorku se pouziva postup zahrnujici homogenizaci, inhibici degradacnich
enzymt, odstranéni balastnich latek a pfiprava proteinii pro pfisluSnou analyzu. Nejprve byly
proteiny naSeho zdjmu izolovany zrostlinného pletiva homogenizaci, poté byly separovany
elektroforézou v polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE), nasledné byly pfeneseny na blotovaci

membranu a identifikovany zna¢enou protilatkou.
1) Izolace bilkovin

Semenacky Arabidopsis (Col-0, mpk6-4 a MPKG6AEF) byly zamrazeny v kapalném dusiku (-196
°C) a poté rozdrceny na jemny prasek v predem ochlazené tieci misce. Zamrazeny prasek miize byt
ihned zpracovan, nebo dlouhodobé skladovan pfi -80 °C. V pfedem zvazené 2 ml mikrozkumavce
byl zmrazeny prasek zvazen a poté homogenizovan se dvéma objemy RIPA pufru doplnéného
01 mM dithiothreitol (DTT), inhibitory protedz (Complete ™, Roche) a inhibitory fosfataz
(PhosStop ™, Roche, tj. 100 mg praSku smichaného s 200 pul extrakéniho pufru) 30 min na ledu.
Vysledny homogenat byl centrifugovan 10 minut (20000xg, 2 °C), aby se odstranil nerozpustny
material (zbytky bunéénych stén) a velké organely (napf. jadra). Supernatant byl odebran
asmichan s 4x Laemmliho vzorkovym pufrem s pfidavkem 5% B-merkaptoethanolu. Smés byla
zahtata na 70 °C po dobu 5 min. Po zchladnuti na pokojovou teplotu mohou byt vzorky rovnou
pouZity k SDS-PAGE analyze nasledované WB, anebo mohou byt skladovany pii -20 °C pro
pozdg&jsi vyuziti.

2) SDS-PAGE

Separa¢ni (dé€lici) mini gely (10x10 mm) pro polyakrylamidovou gelovou elektroforézu byly
pfipraveny podle tabulky (viz Seznam pouzitych roztokl) na pozadovanou koncentraci
akrylamidu/bis-akrylamidu pomoci komer¢niho setu (Bio-Rad). V nésledu-jicim kroku byl
zpolymerovany separacni (délici) gel pfevrstven 4% zaostfovacim (tzv. stacking) gelem a na gely
byly naneseny vzorky vzdy po 10 pl. Jeden pés na gelu byl vyhrazen pro ladder markerd o znamé

molekulové hmotnosti (kDa). Pfipravené gely byly umistény do aparatury pro elektroforézu,
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naplnéné pufrem (podle instrukei vyrobce: Bio-Rad). Na pfistroji bylo nastaveno konstantni napéti
190 V. Separace proteinii na gelu probihala do té doby, nez se piedni ¢ast vzorkli obarvenych

bromfenolovou modii dostala na druhy konec gelu.
3) Pfenos proteinii na membranu

Proteiny oddélené v gelu byly pro imunoblotovou analyzu pfevedeny na membranu (PVDF), jejiz
povrch byl nejprve aktivovan ponofenim do 100% metanolu a nasledné do pienosového pufru
na 10 min. Pro elektroforeticky pfenos proteini z gelu na membranu byla sestavena sendvi¢ova
soustava. Slozky pro sestaveni sendviové soustavy jsou obsazeny v komer¢né dostupné kazeté
(Bio-Rad), ktera je uspofadana v tomto potadi: filtra¢ni podloZzka (houba), siln&jsi savy papir, gel
s naSimi vzorky, kousek PVDF membrany (odpovida zhruba velikosti gelu), dalsi tlusty savy papir
a druhou filtraéni podlozku. Pfed sestavenim ,sendvice* byly vSechny slozky stabilizovany
pfiblizné 10 min v pfenosovém pufru za stalého michani na kyvaci platformé a po sestaveni byla
soustava upevnéna do specidlniho drzédku. Sestavend kazeta byla umisténa do nadoby (stejné jako
pro elektroforézu) naplnéné prenosovym pufrem. Viko nadrze bylo pfipojeno ke zdroji a na

pfistroji bylo nastaveno konstantni napéti 14 V, ptenos probihal ptes noc v chladnicce (4 °C).
4) Imunolokalizace proteini

Po ptenosu proteini zgelu na membranu byla membréna obarvena Ponceau Sa nasledné
odbarvena v milliQ vodé, az ziistaly obarvené pouze proteinové pasy. Poté byla ponoiena do pufru
TBST. Proteiny na membran¢ byly v dal$im kroku blokovany pomoci 3% odtu¢néného mléka
(odtuc¢néné susené mléko) a 3% BSA 1 hod, dale byly inkubovany s primarni protilatkou ptes noc
pfi 4 °C a po inkubaci byla membrana dikladné promyta pufrem TBST 6x10 min. Jako primarni
protilatka byla pouzita krali¢i anti-MPK6 a krali¢i anti-pERK pro detekci aktivované, tedy dvojite
fosforylované MPK®6. Inkubace se sekundarni protilatkou probihala 1 hod p#i pokojové teploté.
Jako sekundarni protilatky byly pouzity HRP-konjugované anti-krali¢i IgG pro pERK (a MPKG6),
a HRP-konjugované anti-potkani IgG pro tubulin, zfedéné v blokujicim pufru. Po aplikaci
sekundarnich protilatek byla membrana promyta TBST 6x10 min a inkubovéana s chemiluminis-
cen¢nim ¢inidlem dle navodu vyrobce (Bio-Rad). Luminiscenéni signal byl detekovan pomoci

dokumenta¢niho ptistroje (Bio-Rad) a zpracovan v programu Image Lab software tézZe firmy.

8.9 Programy pro zpracovani vysledki

Zpracovani mikroskopickych snimku - export a uprava obrazkli pomoci programti:

e LASV 4.0 (Leica) pro binokularni mikroskop
e ZEN Blue 2012 (Zeiss) pro Spinning disc a epifluorescenc¢ni mikroskop
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Zen Black 2012 (Zeiss) pro konfokalni laserovy mikroskop (CLSM)
ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/)

Image Lab software (Bio-Rad)

Microsoft Powerpoint 2007

Pristrojové vybaveni
Analytické vahy (XA 110/2X, RADWAG)
Automatické pipety (10 pl — 10 ml, Eppendorf)
Digestot laboratorni (M 1200, MERCI)
Fotoaparéat (Nikon 7000, makroobjektiv Sigma 50 mm, 2.8)
Chlazena centrifuga (Beckman)
Inkubator (Biotrade)
Konfokalni mikroskop (LSM 710, Axio Imager Z2, ZEISS, operacni program ZEN Black
2012)
Kultiva¢ni komora (fytotron, Weiss Gallenkamp)
Laboratorni chladni¢ka (ERB 34633W, Electrolux)
Laboratorni predvazky (S1502, BEL Engineering)
Laminarni box biohazard (Faster, FERRARA)
Magnetickd michacka (MSH-420, BOECO)
Mikroskop epifluorescencni s opera¢nim programem ZEN Blue 2012 (Axio Imager M2,
ZEISS)
Mikroskop konfokalni laserovy skenovaci s opera¢nim programem ZEN Blue 2012
(Spinning disc, Axio Observer Z1, ZEISS)
Mikrovinna trouba (MGE21, HITACHI)
Mrazici box (Liebherr)
pH metr stolni (PC 2700, Eutech Instruments)
Stereomikroskop (binokularni mikroskop, Leica M165FC, opera¢ni program LAS V 4.0,
Leica)

Trepacka (Labnet)
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8.11  Seznam pouZitych roztoki
Vétsina chemikalii pouZzitych v experimentalni ¢asti pochazi z firmy Sigma-Aldrich, pokud neni

uvedeno jinak.

Steriliza¢ni roztok

1% hypochlorid sodny, 0,05% Tween 20

10 ml 10% hypochlorid sodny

90 ml destilovana voda (dH,0)

Doplnéno dH,0 na 100 ml s ptidavkem kapky Tween 20

Pevné 2 MS médium bez vitamint

2,15 g/l Murashige-Skoog médium (Duchefa)

10 g/l sachar6za

80/l phytagel

Doplnéno na 1 1 dH,O, Uprava pH 5,8 (KOH), sterilizovano autoklavovanim
Tekuté 2 MS médium bez vitamini

2,15 g/l Murashige-Skoog médium (Duchefa)

10 g/l sachar6za

Doplnéno na 1 1dH,0, pH 5,8, sterilizovano autoklavovanim

Fixac¢ni roztok pro konzervaci SeSuli

Redéni 1:1
5ml 96% etanol
5mil 99,7% kyselina octova

Hoyerovo fixa¢ni médium

8¢ chloral hydréat
3ml glycerol
1ml ultra ¢ista voda (miliQ)

Roztok FM4-64 pro znadeni nativnich vzorka

Redéni 1:400

1l zasobni roztok FM4-64 (Life Technologies), 1,6 mmol/Il
399 pul Y2 MS tekutého média bez vitamint

Pracovni roztok ¢ = 4 umol/I

Inhibitory

Importazol, PD PD98059

Z&sobni roztok

10 mmol/I roztok importazolu (nebo PD98059) ve 100% DMSO
Pracovni roztok

50 pmol/l roztok importazolu (nebo PD98059), 0,5% v/iv DMSO
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Ratjadon

Z&sobni roztok

1 pmol/l

Pracovni roztok

5 nmol/l v tekutém %2 MS

Roztok pro osetieni MPK6-GFP rostlin inhibitorem
50 pumol/I roztok importazolu, 0,5% v/v DMSO

Roztoky pro whole mount

Roztok PFA pro fixaci
16 ¢ paraformaldehyd
150 ml ultra Cista voda (miliQ)

Doplnéno na 200 ml miliQ vodou za stalého michani a mirného zahtivani (30 min), iprava pH

na hodnotu 10 (1 tableta KOH)

Roztok pro fixaci

5,85 mldH,0

10 ml 1xMTSB

3,75 mIPFA

400 pl glutaraldehyd (skladovani pii -4 °C)

Celkem 20 ml fixa¢niho roztoku pro 6 jamek 12 jamkové kultivacni desticky (3 ml roztoku pro

kaZzdou jamku)

1x MTSB

3,775 g PIPES

0,3075 g MgSO, x 7 H,0
0,475¢ roztok EGTA

Doplnéno na objem 250 ml miliQ H,O, pH 6,8
0,025 g/250 ml azid sodny

Roztok smési enzymu
100 mg micelé&za (1%)
200 mg celulaza (2%)

100 mg macerozym (tj. pektindza, 1%)
10 mg pektolyéza (0,1%)
10 mi Y% MTSB pufr

Inkubace 40 min pfi teploté 40 °C
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¥ MTSB pufr pro rozpusténi enzymi

100 ml MTSB (1x)

100 ml miliQ voda

PBS

Zasobni roztok (10x PBS)

8¢ NaCl (0,14 M)

0,29 KCI (2,7 mM)

1,159 Na,HPO, x 2 H,0 (6,5 mM)
0,29 KH,PO, (1,5 mM)

Doplnéno na objem 1 1 miliQ H,0, pH 7,3 (0,1 M KOH)
Pracovni roztok (1x PBS)

100 ml PBS (10x)
900 ml miliQ voda
Roztok pro redukci

20 ml PBS (1x)

Zarovnana mikrolzicka Na[BH,] pro kazdy vzorek, celkem pfiiblizné 20 mg Na[BH4] pro 6

vzorka

Roztok pro permeabilizaci

10 ml PBS (10x)

10 mi DMSO (10% v/v)
2ml Nonidet P-40 (2% v/v)
78 mi miliQ voda

Roztok pro blokovani

3% viv BSA v PBS

159 BSA

50 ml PBS (1x)

Ptfed pouzitim ulozit na par minut do mrazaku (-20 °C) pro lepsi rozpusténi BSA

Roztok s primarni protilatkou

15 ml 3% blokovaci pufr (BSA+PBS)
15 ul monoklonalni potkani protilatka anti-a-tubulinu (1:500)
20 pl polyklonalni krali¢i protilatka anti-MPKG6 (1:750)

800 pl roztoku protilatky pro 1 vzorek (jamku). Uchovani protilatek pii -20 °C

Roztok se sekundarni protilatkou

10 mi 3% blokovaci pufr (BSA+PBS)
10 ul sekundarni protilatka: Alexa Fluor 488 anti-potkani 1gG (1:1000)
10 ul sekundarni protilatka Alexa Fluor 546 anti-krali¢i IgG (1:1000)
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DAPI

Z&sobni roztok

10 mmol/l v DMSO
Pracovni roztok

Redéni 1:1000, 3,5 mg/ml
30ml PBS

30 pl DAPI

Zalévaci médium pro preparaty

100 mg parafenylendiamin

30 pl DMSO
1ml Tris (1,5 M, pH 8,8)
9ml glycerol

Uchovavat ve tmé pti -20 °C

10% délici gel

1,25 mi 40%

akrylamid

1,25 ml Tris (1,5 M, pH 8,8)

2,425 ml miliQ voda

50 pl 10% SDS

25 ul 10% persiran amonny
6 pl TEMED

Polymerace gelu pfiblizn¢ 10 min

akrylamid/bis-

SDS-PAGE
zaostrujici gel
250 pl akrylamid/bis-akrylamid
0,63 ml Tris (pH 6,8)
25 pl SDS
1,59 mI miliQ voda
12,5l persiran amonny
3ul TEMED

Polymerace gelu 15 — 20 min

SDS elektrodovy pufr (10x)

30¢g Tris

144 g glycin

10¢ SDS

Doplnéno na 1 1 miliQ vodou

SDS elektrodovy pufr (1x)

100 ml pienosovy pufr (10%)
900 ml miliQ voda

prenosovy (transfer) pufr
30¢g Tris
144 g glycin

Doplnéno na 1 1 miliQ vodou
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Pufry a roztoky pro izolaci proteini, SDS-PAGE a Western blotting

RIPA pufr: 10 mM Tris-Cl, pH 7,5, 150 mM chlorid draselny, 1 mM EDTA, 0,5 mM EGTA,
1% v/v Triton X-100, 0,1% w/v deoxycholat sodny, 0,1% w/v SDS (doplnén 1 mM DTT,

Complete ™ a PhosStop ™ pted extrakci proteinu)

4x Laemmliho vzorkovy pufr: 240 mM Tris-Cl pH 6,8, 40% v/v glycerol, 8% w/v SDS, 0,4%

w/v bromfenolova modi (doplnéno 5% v/v B-merkaptoetanolem). Pro finalni Gpravu: smichani 3

objemil vzorku s 1 dilem vySe uvedeného pufru

zasobni roztok TBS (10x%)
05M Tris-Cl, pH 8,8
15M Tris NaCl, pH 6,8

pracovni roztok TBST (1x)

100 ml TBS (10x%)
900 ml miliQ voda
0,05% Tween 20
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9 Vysledky

9.1 Pribéh experimenti

Experimentalni ¢ast pfedlozené diplomové prace byla rozdélena do n€kolika blokd. V prvni etapé
bylo provedeno hodnoceni fenotypu mutantnich rostlin Arabidopsis thaliana: mpk6-4 a MPK6-AEF
v porovnéni s odpovidajici kontrolni rostlinou Col-0 (dale WT: wild type). Rostliny byly
kultivovany v podminkéch in vitro na Petriho miskach, pozdgji také v kvétinacich se zeminou.
Po uplynuti doby nutné pro jejich kultivaci byla provedena fotodokumentace a celkové hodnoceni
fenotypu. Druhd ¢ast experimentd byla zaméfena na studium embryonalniho vyvoje vyse
zminénych mutantnich rostlin Arabidopsis v porovnani s WT. Embrya riznych stadii byla
izolovana zrostlin péstovanych v kvétinacich, nasledné byla fixovana a pozorovana pomoci

mikroskopie s diferen¢nim interferenénim kontrastem.

Treti Cast experimentll zahrnovala studium struktury kofene na Urovni bunék pomoci
imunolokaliza¢ni metody whole mount a mikroskopie. Byla pozorovana orientace roviny déleni
bunék kotene, uspotfadani cytoskeletu a lokalizace MAP kinaz MPK6. Pro studium organizace
bunék kofenového meristému bylo pouzito barveni nativnich vzorkd pomoci FM4-64 ve spojeni
s konfokalni skenovaci mikroskopii (CLSM). Fixované vzorky byly znaceny protilatkami
konjugovanymi s fluorofory a pozorovany konfokalnim laserovym mikroskopem Spinning disc. U
fixovanych preparatli byla pozorovana organizace bunék kofene se zaméfenim na lokalizaci MPK6
a dale byly pozorovany zmény v lokalizaci MPK6 pti aplikaci inhibitor. V zivych bunkach byla
MPKG6 lokalizovana pomoci zeleného fluorescencniho proteinu GFP. Posledni fazi experimentalni
prace bylo prokazat pfitomnost proteinu MPK6 u zminénych mutantnich rostlin metodou SDS-

PAGE nésledovanou imunodetekci cilového proteinu analyzou Western blot.

9.2 Pozorovani fenotypu mutanti mpk6-4, MPK6AEF a WT Col-0

9.2.1 Pozorovani fenotypu semenacki

Pro pozorovani fenotypu mladych rostlin Arabidopsis byly pouzity rostliny genotypu Col-0, mpk6-
4 a MPKG6-AEF. Po uplynuti doby kultivace byl pozorovan fenotyp semenackd se zaméfenim na
studium morfologie kotfenti. Pro fotografickou dokumentaci byl pouzit binokularni mikroskop

Leica a fotoaparat Nikon 7000.
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mpk6-4
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MPKGAEF

Obr. 15 Ptehled feno-
typu 5 dni starych se-
menacka Arabidopsis
thaliana genotyptt Col-0
(kontrolni rostlina), mpk6
-4 (knock-out mutant) a
MPK6AEF (dominantné
negativni mutant). (A)
Rostliny Col-0 ukazuji
typickou tvorbu rizice,
normalni vyvoj primarni-
ho kofene (Sipky), vcetné
tvorby postrannich  ko-
fent (hroty Sipek). (B)
Diskriminace péti rlz-
nych fenotypli mutant
mpk6-4 (v zavorkach)
s variabilnim fenotypem
primarnich kofent (Sip-
ky) abocénich kofeni
(hroty Sipek). Dvojita
Sipka ukazuje na mutant-
ni semenacek se dvéma
primarnimi  kofeny a
hvézdicka na semenacek
bez kofene. Zkratky
uvedené nad zavorkami
oznacuji  hlavni  rysy
mutantnich rostlin: LH =
long hypocotyl (pro-
dlouzeny hypokotyl),
SH = short hypocotyl

(kratky hypokotyl), NR = normal root (normélni koteny), AbNR = abnormal root (abnormélni kofeny), like

Nyda (fenotyp podobny fenotypu mutanta ANyda), NoR = no root (bez koifene). (C) Piehled rostlin

MPKGBAEF ukazuje téméf normalni fenotyp primarnich kofend (Sipky) a lateralnich kotent (hroty Sipek).

Bilé puntiky oznac¢uji mutanty se dvéma primarnimi kofeny.
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Obr. 16 Detaily fenotypu 5 dni starych semenacki Arabidopsis thaliana Col-0 (kontrolni rostlina), mutantti
mpk6-4 a MPKBAEF. (A) Col-0 rostlina s typickou rizici tvotenou dvéma délohami a dvéma rizicemi listd,
arostouci primarni kofen s postrannimi koteny (hroty Sipek). (B-G) Detailni pfiklady tézkych defekti
ve fenotypu u mutanta mpk6-4 s kratkym kofenem (B vlevo), abortovanym kofenem (B vpravo a C)
a extrémni pfiklady rostlin s absolutné nulovou tvorbou kofent, se tfemi déloznimi listky (hvézdicky) a bez
viditelného RAM (D), nebo se dvéma nepravidelnymi déloznimi listky s patrnym RAM (E). (F) ukazuje
semenacky se tfemi primarnimi koteny (Sipky), (G) ukazuje viditelny vznik kofene, jehoz riist byl zastaven.
Kruh vymezuje oblast, kde by se mél kofen obvykle objevit. (H) MPKBAEF semenacky s normalnim
vyvojem kotenti. Méfitko: 2 mm (A, B, G, H); 1 mm (C, F); 0,5 mm (D, E).

9.2.2 Pozorovani fenotypu dospélych rostlin

Kromé pozorovani fenotypu semenac¢kii bylo provedeno také hodnoceni vzristu dospélych rostlin.
Semenacky rostlin vSech tii genotypu byly nejprve kultivovany 10 dni na Petriho miskach s tuhym
% MS médiem, poté byly kultivovany v kvétinadich se zeminou 32 dni v ristové komoie. Po
uplynuti 11 a 32 dni kultivace byla provedena fotodokumentace ahodnoceni nadzemni &asti

rostliny.
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mpk6-4

5

MPK6AE

Obr. 17 Rozdily v ristu 11 dni starych semenackdi Arabidopsis thaliana Col-0 (WT) a mutantti mpk6-4
a MPKG6AEF. Fenotyp mutantni rostliny mpk6-4 ukazuje v porovnani s WT redukovany rist, avSak tento

defekt v ristu je n&jakym zpuisobem potlacen u mutanta MPK6AEF.

MPK"\ 6-AEF

Obr. 18 Rozdily vriistu 32 dni starych rostlin Arabidopsis thaliana Col-0 (WT) a mutantd mpk6-4
a MPKG6AEF. Vyrazné zakrsly mutant mpk6-4 i pfes svij defekt v ristu vytvari reprodukéni struktury a je
fertilni. U mutanta MPKBAEF je defekt v riistu n&jakym zptisobem potlaéen.

Tyto vysledky jednozna¢né ukazuji, ze fenotyp mutantni rostliny mpk6-4 vykazuje v rizné miie

variabilni odchylky od vegetativniho vyvoje kotfene a déloh kontrolni rostliny Col-0, zatimco
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porucha rustu u mutanta MPKGAEF je néjakym zplisobem potlacena, takze vykazuje v urcité mire

podobnost s WT.

9.3 Embryogeneze u mutanti mpk6-4, MPK6AEF a WT Col-0

Studium embryogeneze Arabidopsis bylo provedeno na embryich mutanti mpk6-4, MPKBAEF
a kontrolni rostliny Col-0. Z rostlin péstovanych v kvétinaéich (viz Material a metody, 8.2) bylo
posbirano pfiblizné 50 SeSuli pro kazdy genotyp a ty byly selektovany tak, aby mély riznou
velikost a obsahovaly embrya odli$nych stadii. P¥ipravené preparaty byly pozorovany pomoci DIC

mikroskopie, vyuzivajici diferen¢ni interferencni kontrast, tzv. Normanského kontrast.

V priubéhu embryogeneze ekotypu Col-0 byly pozorovany téméi vSechny stadia vyvoje
embrya (Obr. 19), jak jiz bylo publikovano diive (napf. Cederholm et al., 2012). Naopak pribéh
embryogeneze mutanta mpk6-4 byla zna¢né naruSena, a to jak na Grovni embrya, tak na trovni
suspenzoru (Obr. 20). Tyto abnormality jsou proménné a jejich rozsah se pohybuje od mirného
poskozeni, az po tézké defekty. Jak jiz vyplyva z fenotypové analyzy, zda se, Ze ne-aktivovatelna
varianta MPK6 mutanta MPKBAEF, ktery byl vytvofen vnesenim konstruktu do mutanti mpké-4
(viz kap. 6) vykazuje Gaste¢nou zachranu fenotypu mpk6-4 (tzv. rescue phenotype; Obr. 21).
Na zédklad¢ pozorovani stadii embryogeneze vySe zminénych mutanti Arabidopsis a WT
jednoznaéné vyplyva, ze vyvoj embrya i suspenzoru mutanta mpk6-4 je ovlivnén regulaci orientace

roviny bunécného déleni, ktera v tomto procesu hraje kli¢ovou roli.
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Obr. 19 Vybrana stadia embryogeneze Arabidopsis thaliana, ekotypu Col-0. Zviditelnéni embryi bylo
umoznéno pouzitim DIC optiky po odstranéni obalu vaji¢ek. (A) Stadium dvou bungk, (B) stadium oktantu,
(C) stadium 16 bunék, (D) rané globularni stadium, (E) ptechodné (tranzitni) stadium a (F) srdcovité stadium
s pocatecni diferenciaci kotyledont. Zavorka ukazuje na buiky suspenzoru, hvézdicka oznacuje hypofyzu.

Meétitko predstavuje 20 pm.

54



Obr. 20 Vybrana stadia embryogeneze mutantni rostliny Arabidopsis thaliana, mpk6-4. Zviditelnéni embryi
bylo umoznéno pouzitim DIC optiky po odstranéni obalu vajiek. (A) Stadium jedné buiiky, (B) globularni
stadium s mohutnymi bufikami suspenzoru, (C) globularni stadium dal$i varianty mutanta s prodlouzenymi
butikami suspenzoru, (D) pozdni globularni stadium, (E, G) deformovana apikalni i bazalni ¢ast embrya
v globularnim stadiu, (F) rané srdcovité stadium bez suspenzoru, (H) deformované rané globularni stadium,
(1) pozdni globulérni stadium bez suspenzoru. Zévorka ukazuje na buiky suspenzoru, hvézdicka oznacuje

hypofyzu. Méfitko predstavuje 20 pm.
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Obr. 21 Vyvoj embrya mutantni rostliny Arabidopsis thaliana, MPK6AEF. Zviditelnéni embryi bylo
umoznéno pouZzitim DIC optiky po odstranéni obalu vaji¢ek. V této studii se nAim nepodafilo ziskat ¢asna
stadia embryogeneze, avSak pozdni stadia (A, B - pfechodné, C - srdcovité) a celkovy vyvoj embrya, v¢etné
suspenzoru, ukazuje mnohem mens$i naruSeni embryogeneze, nez je tomu u mpk6-4. Zavorka ukazuje na

buriky suspenzoru, hvézdi¢ka oznacuje hypofyzu. Métitko predstavuje 20 um.

9.4 Pozorovani struktury korene nativnich vzorku

Pro pozorovani struktury kofene a orientace roviny déleni bun¢k u nativnich vzorki bylo pouzito
znaCeni s FM4-64. Z rostlin kultivovanych 5 dni na Petriho miskach s pevnym % MS byly od
kazdeho genotypu vybrany 3 rostliny a po inkubaci sroztokem FM4-64 byly vytvoieny
mikroskopické prepardty zivych vzorkli. Rostliny byly pozorovany konfokdlnim laserovym

skenovacim mikroskopem a obrazy zpracovany pomoci ZEN black programu.

Pravidelné uspofadani bunék kotfene kontrolni rostliny Col-0 (Obr. 23) odpovidd modelu
kofenového meristému uvedeného v literatufe (Obr. 22; Stahl a Simon, 2005). V kontrastu s WT je
organizace bunék primarniho kofene mutanta mpk6-4 vyrazné narusena v celé¢ hloubce kotene
(Obr. 24). Naopak buriky primarniho kofene u mutanta MPKGAEF jsou v porovnani s WT piiblizné
normalné uspofadany, a to na vSech trovnich kofene, coz naznacuje, Ze defektni fenotyp u mutanta
mpk6-4 je CasteCné nebo zcela zachranén expresi varianty MPKO6AEF (Obr. 26). Vysledky

pozorovani naznacuji, Ze postembryondlni vyvoj kofene a orientace roviny bunééného déleni je
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dulezita pro zachovani vzoru kofenového meristému, a ze tento proces zavisi na expresi intaktni

molekuly MPK®6, bez ohledu na jeji aktivitu.

Obr. 22 Architektura tkan& kotene Arabidopsis thaliana (Stahl a Simon, 2005). Snimek kofenového
meristému Col-0, barveni jader DAPI. Méfitko 10 pm.
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Obr. 23 Organizace bunék primarniho kofene 5 dni starych semenackt kontrolni rostliny (WT) Arabidopsis
thaliana Col-0. Vizualizace buné&¢nych membran pomoci CLSM po obarveni vzorku s FM4-64. (A) Pichled
uspofadani epidermalnich bunék kotene ukazuje jejich spravné uspotadani. (B) Ohrani¢ena ¢ast CLSM
snimku zachycuje organizaci témétf vSech vrstev bunék koifene WT (EP - epidermis, C - kortex, En -
endodermis, P - pericykl, LRC - bo¢ni kofenova ¢epicka, RC - koifenova ¢epicka, CC - stfedni valec). (C)
ZvétSeni ohraniCené oblasti v (A) ukazuje posloupnost periklinalnich (tj. formativnich; plné kruhy)
a antiklinalnich (tj. prolifera¢nich; prazdné kruhy) rovin déleni. (D) ZvétSeni ohrani¢ené oblasti v (B)
podrobné zobrazuje kmenové buiiky, obklopujici bufiky klidového centra (hvézdicky). (E) Grafické
znazornéni oblasti inicial a bun¢k klidového centra, které jsou barevné odliSeny. Métitko u vSech snimka

odpovida délce 20 um.
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Obr. 24 Organizace bunék primarniho kofene 5 dni starych semend¢kt mutanta Arabidopsis thaliana,
mpk6-4. Vizualizace bunéénych membran pomoci CLSM po obarveni vzorku s FM4-64. (A) Piehled
uspofadani bun€k kofene ukazuje v porovndni s WT vyrazné porudeni v orientaci roviny déleni bunék. (B)
Ohrani¢ena ¢ast CLSM snimku zachycuje organizaci témét vSech vrstev bunék obsaZenych u kofene WT
(EP - epidermis, C - kortex, En - endodermis, P - pericykl, LRC - bo¢ni kofenova &epicka, RC - kofenova
Cepicka, CC - stfedni valec). (C) ZvétSeni ohraniené oblasti v (A) ukazuje posloupnost periklinalnich (tj.
formativnich; plné kruhy) a antiklinalnich (tj. proliferanich; prazdné kruhy) rovin déleni. (D) ZvétSeni
ohrani¢ené oblasti v (B) podrobné zobrazuje kmenové buiky, obklopujici buniky klidového centra
(hvézdicky). (E) Grafické znazornéni oblasti inicial a bun&k klidového centra, které jsou barevné odliSeny.

Metitko u vSech snimkt odpovida délce 20 pm.
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Obr. 25 3D pohled na organizaci bunék primarniho kotene 5 dni starych semena¢ksi mutanta Arabidopsis

thaliana, mpk6-4. Vizualizace bunéénych membran pomoci CLSM po obarveni vzorku s FM4-64.
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Obr. 26 Organizace bunék primarniho kotene 5 dni starych semenackt mutanta Arabidopsis thaliana,
MPKBAEF. Vizualizace bunéénych membran pomoci CLSM po obarveni vzorku s FM4-64. (A) Ptehled
uspotadani epidermalnich bunék kofene pfipomind spravné uspoiadani bunék, stejné jako u WT. (B)
Ohrani¢ena ¢ast CLSM snimku zachycuje organizaci téméf vSech vrstev bunék obsaZenych u kofene WT
(EP - epidermis, C - kortex, En - endodermis, P - pericykl, LRC - bo¢ni kofenova ¢epic¢ka, RC - kofenova
CepiCka, CC - stfedni valec). (C) ZvétSeni ohrani¢ené oblasti v (A) ukazuje posloupnost periklinalnich (tj.
formativnich; plné kruhy) a antiklinalnich (tj. proliferaénich; prazdné kruhy) rovin déleni. (D) ZvétSeni
ohrani¢ené oblasti v (B) podrobné zobrazuje kmenové buiiky, obklopujici buniky klidového centra
(hvézdi¢ky). (E) Grafické znizornéni oblasti inicial a bunék klidového centra, které jsou barevné odliSeny.

Meéfitko u vSech snimkd odpovida délce 20 pm.
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95 Pozorovani struktury koiene fixovanych vzorki

Znacna Cast experimentalni prace byla vénovana pozorovani a studiu struktury bunck kofene,
orientace cytoskeletu a lokalizace MPK6 pomoci metody whole mount (viz kap. 5.1.1). Fixované
preparaty rostlin byly pozorovany pomoci konfokélniho mikroskopu Spinning disc, s cilem
lokalizovat proteiny znacené protilatkami. Mikroskopické snimky byly zpracovany pomoci ZEN

black programu.

9.5.1 Organizace cytoskeletu v pribéhu bunééného déleni u WT a mutanta MPK6

Cytoskelet rostlinné bunky piedstavuje dynamickou strukturu, ktera se ucastni nékolika klicovych
procesti V pribéhu existence rostlinné bunky, naptiklad kortikalni mikrotubuly jsou zodpovédné
za rist a diferenciaci bunek, mitotické vieténko za segregaci chromozomd a struktura fragmoplastu

je nezbytna pro oddéleni nove utvoienych dcefinych bunek.
Mikrotubuly v interfazi

Kortikalni mikrotubuly jsou uspofadany paralelné a umoziiuji tak rtst bunék do délky. Porovnanim
snimkli mutantli a kontrolni rostliny se ukézalo, ze organizace kortikalnich mikrotubulii neni

mutaci naruSena (Obr. 27).
Preprofiazni svazek mikrotubuli

PPB se tvoii v kortikalni oblasti buiiky bezprostiedné pfed zahdjenim mitozy a hraje klicovou roli
pfi orientaci roviny bunééného déleni. Kruh kortikalnich mikrotubulti zacina jako Siroky pas
obklopujici jadro a postupné se zuzuje, az zmizi na zacatku mitoézy. Stadia utvareni PPB u WT Col-
0 v délicich se buitkdch demonstruje umisténi PPB v kortikalni oblasti a jeho typicky tvar prstence
(Obr. 28).

Mitotické vireténko

Mitotické vieténko je bunéfna struktura tvofena mikrotubuly, kterda umoziuje presné rozdéleni
chromozémi b&hem mitdézy. V prubéhu celého procesu mitézy mitotické vieténko prochazi

dramatickou reorganizaci, jak je znazornéno u WT na obrazku 29.
Fragmoplast

Fragmoplast je stejné jako PPB a mitotické vieténko tvofen mikrotubuly a jeho funkci je oddélit
separované sesterské chromatidy do dvou bunék. Pomoci mikrotubuld je do mista vzniku nové
bunécéné stény dopravovan material a postupné vznika bunécnd prepazka, kterd je prekurzorem

buné¢né stény. Fragmoplast (a bunééna piepazka) se tvoii smérem od stiedu buiky k jejimu
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obvodu, poté se rozpadd, a znovu je obnovena struktura kortikalnich mikrotubulti v interfazi.
Tvorba fragmoplastu u kontrolni rostliny Col-0 je zachycena na obrazku 30.

Snimky organizace mitotickych a cytokinetickych struktur mikrotubulG u mutanta mpk6-4
ukazuji, ze formovani PPB, mitotického vieténka a fragmoplastu se od WT prili$ nelisi (Obr. 31).
Stejné tak v piipadé mutanta MPKGAEF snimky ukazuji, Ze exprese ne-aktivovatelné varianty

MPK6 nema vliv na organizaci téchto struktur béhem bunééného déleni (Obr. 32).

MPK6AEF

Obr. 27 Usporadani kortikalnich
mikrotubuldi v interfazi epidermal-
nich bunék kofene Arabidopsis
thaliana Col-0 (A), mpk6-4 (B)
a (C) MPKBAEF. Mé&fitko 10 um.
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Obr. 28 Stadia formovani PPB (hroty Sipek) u délicich se epidermalnich bunék kofene Arabidopsis
thaliana, ekotypu Col-0. (A) Rany PPB na povrchu (nahoie) a ve stéedni roving (dole) buiiky. (B) Pozdgjsi
stadium kondenzovaného PPB na povrchu (vlevo) a ve stfedni roviné (vpravo) buiky. (C) PPB na zacatku
profaze. Na povrchu (vlevo) se PPB zacina ztenCovat, zatimco ve stfedni roviné (vpravo) se zaCina tvofit
bipolarni mitotické vieténko (Sipky). (D) 3D pohled na kofenovy meristém znazorfiuje prstencovy tvar PPB

a jeho umisténi v kortikalni oblasti buiiky. Mé&titko 10 pm.
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Obr. 29 Stadia formovani
mitotického vieténka (hroty
Sipek) u délicich se bungk
koifene Arabidopsis thaliana,
ekotypu Col-0. (A) Bi-
polarni mitotické vieténko
na pocatku profaze obklo-
puje jadro (hvézdicka). (B)
Pfipojeni mitotického vie-
ténka k chromozomim (Sip-
ky) v prometafazi. (C) Meta-
fazni vieténko s kinetocho-
rovymi vladkny a chromozo-
my, které jsou sefazeny
v ekvatoridlni rovin¢ buiky.

(D) Mitotické vieténko v ra-

né anafdzi tahne sesterské
chromatidy k opaénym poélim buiky. (E) Mitotické vieténko v pozdni anafazi se zkracuje a sesterské
chromatidy se ptiblizuji k polam buiiky. (F) Telofazni vieténko je uspofadano do systému mikrotubul na
polech, kde ¢&asteéné obklopuje chromatidy (tzv. polar cap), a ve strukturu interzonalniho systému

mikrotubulii mezi sesterskymi chromatidy. Métitko 10 pum.

A B c Obr. 30 Stadia formovani
; fragmoplastu pti cytokinezi

(Sipky) u délicich se bun¢k

— — koiene Arabidopsis thaliana,
ekotypu Col-0. (A) Pozdni

; teloféze: mitotické vieténko

postupné piechazi ve struk-

-1 ST S turu fragmoplastu mezi dvé-

ma skupinami sesterskych chromatid. (B) Rany fragmoplast tvoti dvé skupiny antiparalelnich mikrotubuld

mezi dcetinymi jadry. (C) Pozdni fragmoplast . Métitko 10 pum.
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Obr. 31 Razné faze mitdzy u délicich se bunék kofene mutantni rostliny Arabidopsis thaliana, mpk6-4. (A)
Rany PPB (hroty §ipek) na povrchu (vlevo) a ve stfedni roving (vpravo) buiky. (B) Mitotické vieténko
v profézi se véze na kondenzované chromozomy (hvézdicka). (C) Mitotické vieténko v metafazi
s chromozomy uspotadanymi v ekvatorialni roving butiky (Sipky). (D) Mitotické vieténko v anafazi oddéluje

skupiny sesterskych chromatid (Sipky). (E) Telofazni vieténko. (F, G) Fragmoplast. Méfitko 10 pum.
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Obr. 32 Razné stupné mitdzy u délicich se
bunék kofene mutantni rostliny Arabi-
dopsis thaliana, MPK6AEF. (A) Rany PPB
(hroty Sipek) na povrchu (vlevo) a ve stfedni
roving (vpravo) buiky. (B) Mitotické
vieténko v profazi okolo jadra (hvézdicka)
pted rozpadem jaderné obalky. (C)
Mitotické vieténko v profazi se po rozpadu
jaderné obalky véze ke kondenzovanym
chromozomim (Sipky). (D) Mitotické
vieténko v metafazi organizuje uspotfadani
chromozomu v ekvatoridlni roviné buiiky.
(E) Anafézni vieténko tihne skupiny
sesterskych chromatid smérem k polim
buiiky. (F) Rany fragmoplast. (G) Pozdni
fragmoplast (Sipky oznacuji misto vzniku

bunécné prepazky). Métitko 10 pm.

9.5.2 Organizace cytoskeletu ve vztahu k orientaci roviny déleni bunék

Defekty v orientaci roviny déleni, pozorované u mutantni rostliny mpk6-4, pravdépodobné souvisi

s defekty v usporadani PPB a fragmoplastu. Z tohoto divodu bylo provedeno mikroskopické

pozorovani celého kofene (zejména v oblasti RAM), abychom zjistili, jak jsou tyto struktury

orientovany v prostoru. U kontrolni rostliny Col-0 byla vétsina rovin buné¢ného déleni orientovana

kolmo k hlavni ose kofene, naproti tomu butiky kofenového meristému mutanta mpk6-4 obsahuiji,

ve vztahu khlavni ose kofene, nékolik Sikmo orientovanych PPB a fragmoplasti (Obr. 34).

V ptipadé MPKBAEF jsou fragmoplasty usporadany kolmo k hlavni ose kotene, stejné jako je tomu

u WT, coz naznacuje obnoveni spravné orientace téchto mikrotubularnich struktur (Obr. 35).
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Obr. 33 Kolmo orientovany
fragmoplast (Sipky) a PPB (hrot
Sipky) bun€k primarniho kotene
Col-0, ve vztahu khlavni ose
kofenového  meristému  (Sipka

vpravo dole). Méfitko 20 pm.

Obr. 34 Abnormalni orientace
fragmoplastu (Sipky) a PPB (hroty
Sipek) bunék primarniho kofene
mpké-4, vzhledem k hlavni ose
kofenového  meristému  (Sipka

vpravo dole). Métitko 20 um.



Obr. 35 Kolmo orientovany
fragmoplast (Sipky) bunck
primarniho  kofene = MPK6AEF
vykazuje ve vztahu khlavni ose
kofenového  meristému  (Sipka
vpravo dole) podobnost sWT.
Meétitko 20 pum.

9.5.3 Lokalizace MPK®6 metodou whole mount

Pouzitim imunolokaliza¢ni metody whole mount byla studovana subcelularni lokalizace kinazy
MPK6 u mutanti mpk6-4 a MPK6AEF v porovnani s Col-0. Na zaklad¢ publikovanych poznatkt
(Samajova et al., 2013) a piedchozich experimentalnich studii bylo zjiténo, Z¢ MAP kinazy
(arovnéz kinaza MPK6) jsou lokalizované pievazné v jadie, ale také asociuji s mikrotubuly
(Miiller et al., 2010; Smékalova et al., 2014b). V tomto experimentu byla studovéana lokalizace
MPK6 v buiikach kotfene Arabidopsis pifed a po aplikaci inhibitord. Byly pouzity inhibitory
jaderného transportu - importazol a ratjadon C, a inhibitor aktivace MAPK - PD98059.

a) Lokalizace MPKG6 bez aplikace inhibitora

Jak jiz bylo zminéno difive, MPK6 je lokalizovana pievazné v jadfe meristematickych bunék
kotene Col-0, avSak snimky tohoto experimentu ukazuji cytoplazmatickou lokalizaci MPK®,
naptiklad pfi asociaci se strukturami mikrotubulti béhem mit6zy (s mitotickym vieténkem, Obr 36).
U nedélicich se bun€k v prodluzovaci zoné kotene Col-0 byl jaderny signal jest¢ napadnéjsi (Obr.
37). Mutant mpk6-4 neprodukuje MPKG®6 transkript, a proto se predpoklada, ze nebude exprimovat

tento protein. Lokalizace MPK6 v tomto pfipadé slouzila jako negativni kontrola (Obr. 38). Mutant
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MPKGAEF exprimuje ne-aktivovatelnou formu MPK®6, a proto tento experiment mize poskytnout

poznatky o tom, jak aktivace MPK6 ovliviiuje lokalizaci této kinazy (Obr. 39).
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Obr 36. Imunolokalizace MPK6 v cytoplazmé a jadfe bunék kotfene Arabisopsis thaliana Col-0. (A)
Lokalizace tubulinu ukazuje jeden telofazni systém (hrot $ipky) a jeden pozistatek fragmoplastu (Sipka). (B)
Lokalizace MPK6 v podobé jasné zelenych skvrn v cytoplasmé, na fragmoplastu (hrot $ipky) a v jadie
(hvézdicka). (C) Barveni jader (DNA) pomoci DAPI koresponduje s lokalizaci anti-MPK6 protilatky
(hvézdi¢ky). (D) Fluorescence viech (A-C) kanald najednou. Métitko 10 pm.
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Obr. 37 Subcelularni lokalizace MPK6
v buiikach délivé zény kotene Col-0. (A)
Vyrazny signal MPK6 (jasné zelené skvrny)
V cytoplasmé, ale predevs§im v jadie (hvézdicky).
(B) Barveni jader (DNA) pomoci DAPI
koresponduje s lokalizaci anti-MPK6 protilatky
(hvézdicky). (C) Fluorescence A-B kanalu

najednou. Méfitko 10 pm.



Obr. 38 Lokalizace MPK6 v kofenovém meristému mutanta mpk6-4. (A) Lokalizace MPKG6
Vv epidermalnich butikach kofenového meristému mpk6-4. (B) Lokalizace mikrotubuld v ohrani¢ené oblasti
snimku A ukazuje rany fragmoplast. (C) Barveni jader pomoci DAPI, snimek stejné oblasti. (D)

Fluorescence v3ech A-C kanali najednou. Métitko 10 pm.

Obr. 39 Jaderna lokalizace MPK6 v buiikach kofenovém meristému mutanta MPKBAEF. (A) Lokalizace
mikrotubuld. (B) Lokalizace MPK6 ukazuje vyrazny jaderny signal (hvézdi¢ky). (C) Barveni jader pomoci

DAPI, snimek stejné oblasti. (D) Fluorescence viech A-C kanald najednou. Métitko 10 pm.
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b) Kolokaliza¢ni analyza a kvantifikace jaderné MPK6 u WT a mutanti MPK6

Rozdily v kvantifikaci a lokalizaci jaderné MPK6 u Col-0, mpk6-4 a MPKG6AEF byly stanoveny
na zaklad¢é Pearsonovy kolokaliza¢ni analyzy mezi DAPI a anti-MPK®6 barvenim jader (napf. Obr.
37C), s pouzitim vhodného plugin softwaru Zeiss Zen Black 2012, ktery automaticky vypocte
shodu emitované fluorescence mezi dvéma riznymi kanaly. Vstupni Udaje jsou také automaticky
ptepocitany pomoci Costesova algoritmu (Costes et al., 2004), ktery eliminuje Sum nespecifické
fluorescence obrazil. Vystupem je informace o prostorové kolokalizaci dvou riznych fluoroford, v
zavislosti na hodnoté Pearsonova koeficientu linearity (R2). Tento koeficient nabyvéa hodnot od 0O
do 1, kdy 0 ptedstavuje uplnou absenci kolokalizace a 1 absolutni shodu dvou fluoroforti v urcité
oblasti. Data jsou vynesena do bodového grafu. Na obrazku 41 je zachycena vyrazna kolokalizace
mezi DAPI a MPKG6 u kontrolni rostliny Col-0. U mutanta mpk6-4 bodovy diagram podle
ocekavani ukazuje neptitomnost kolokalizace mezi MPK6 a DAPI (Obr. 42), naopak v ptfipade
mutanta MPK6AEF kolokalizace narusta (Obr. 43).

mpk6-4 C K . MPKGAEF

Obr. 40 Rozdily v lokalizaci MPK6 mezi Col-0, mpk6-4 a MPKBAEF bungk koiene, vizualizace pomoci
CLSM mikroskopie. (A) Vyrazna nuklearni (hvézdi¢ka) a cytoplazmaticka (jasné zelené skvrny) lokalizace
MPK®6 v buiikach Col-0. (B) Buiiky mutanta mpk6-4 bez lokalizace MPKS®6, nejvice patrna absence MPK6
v jadrech (hvézdicka). Zdanlivy signal v cytoplazmé je pravdépodobné zplsoben zesilenim fotondsobice
na vyssi hodnotu, ktery byl pouzit pro vytvoreni snimku, nebo nespecifickou vazbou sekundarni protilatky.
(C) Velmi silny jaderny signal (hvézdi¢ka) imunolokalizace proteinit MPK6 v buikich mutanta MPKGAEF.
Meéftitko 10 pm.
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Obr. 41 Typicky bodovy diagram
ukazuje kolokalizaci DAPlI a MPK6
barveni v jadfe bunc¢k kofenového
meristtmu Col-0. Ohrani¢enou oblast
jadra (v Cerveném kruhu: Obr. 40A)
charakterizuji hodnoty bodového grafu v
poli 1, 2 a 3. Pole 1 a 2 jsou prahové
hodnoty, které oznaduji neptitomnost
kolokalizace dvou kanali podle Costes et
al., 2004. Kolokalizace se vyskytuje v poli
3, kde modré skvrny oznacuji pixely,
vyjaditujici shodu zeleného a modrého

kanalu.

Obr. 42 Bodovy diagram ukazuje
kolokalizaci DAPI a MPK6 barveni
vjadie buncék kofenového meristému
mpk6-4.  Ohranienou  oblast  jadra
(v¢erveném kruhu: Obr. 40B) cha-
rakterizuji hodnoty bodového grafu v poli
1,2 a 3. Pole 1 a 2 jsou prahové hodnoty,
které oznacuji nepfitomnost kolokalizace
dvou kanali podle Costes et al. (2004).
Slabd  kolokalizace v  oblasti 3
pravdépodobné odpovida Sumu kamery
nebo nespecifickou vazbou sekundarni

protilatky.



MPK6AEF

Obr. 43 Bodovy diagram ukazuje
kolokalizaci DAPI a MPK6 barveni
vjadie bunck kofenového meristému
MPKGBAEF. Ohrani¢enou oblast jadra
(v éerveném kruhu: Obr. 40C) cha-
rakterizuji hodnoty bodového grafu v poli
1,2 a 3. Pole 1 a 2 jsou prahové hodnoty,
které oznacuji nepiitomnost kolokalizace
dvou kanali podle Costes et al. (2004).
Z tohoto snimku je zfejmé, ze existuje
vysokd frekvence kolokalizace v jadie
MPK6AEF.

U¢inky inhibitori jaderného transportu a aktivace MAPK na lokalizaci MPK6
Importazol

Importazol inhibuje jaderny transport receptoru importin-f a zabrafiuje tak nuklearni import
proteinti obsahujicich NLS sekvenci (Séderholm et al., 2011). UvaZuje se, Ze Arabidopsis
kindza MPK6 je transportovana do jadra prostiednictvim importin-B-RanGTPasové kaskady
(Samajova et al., 2013). Pro ovéieni hypotézy, zda jaderny lokaliza¢ni zavisi na aktivnim
transportu MPK®6, byly semenacky Col-0 a MPKBAEF osetfeny importazolem (viz Material
a metody), a lokalizace MPK6 byla studovana pomoci imunofluorescence. V piipadé Col-0
importazol zcela inhiboval jaderny transport, proto nebyla MPK6 lokalizovana v jadire (Obr.
46). Naopak snimky Col-0 ukazuji vyrazny signal MPK6 v cytoplazmé, kdy se tato kinaza
shlukuje do jasnych bodi (Obr. 44). Mutant MPK6AEF vykazuje absenci MPK6 v jadre, takze
je patrné, ze importazol zabrafnuje vstupu MPK6 do jadra (Obr. 45). U tohoto mutanta byla
rovnéz provedena kvantitativni analyza pomoci Pearsonova kolokalizacniho testu, ktera

odhalila evidentni absenci kolokalizace MPK6 v jadie (Obr. 47).
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Obr. 44 Uginky importazolu
na subcelularni  lokalizaci
MPKG6 v meristematickych
bunkach kofene Arabidopsis
Col-0. (A, B) Lokalizace
tubulinu ve dvou rlznych
oblastech meristému. (C, D)
Lokalizace MPK®6 odpovidajici
stejnym oblastem snimku A
aB. Naobrazku D je patrna
Uplna absence signalu
(hvézdicka), zatimco v (C)
cytoplazmé se MPK6 shlukuje
do viditelnych bodd (hroty
Sipek). Fluorescence viech A-
F kanali najednou. Meftitko

10 pm.



Obr. 45 Uginky importazolu na lokalizaci MPK6 u mutanta MPKGAEF. (A) Imunolokalizace tubulinu
ukazuje PPB (hroty Sipek), mitotické vieténko a fragmoplast (Sipky). (B) Lokalizace MPK6 chybi v jadie
(hvézdicky). (C) Barveni jader pomoci DAPI. (D) Fluorescence vSech A-C kanali najednou. Méfitko 10 pm.
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Obr. 46 Kolokalizaéni analyza MPKG6
a DAPI v jadrech kofenovych buné¢k Col-0
po aplikaci inhibitoru (importazol). Signal
je lokalizovan vpoli 2, kde se nachazi
prahové hodnoty vyjadfujici absenci

kolokalizace.

Obr. 47 Kolokaliza¢ni analyza MPK6
aDAPI v jadrech kofenovych bunék
MPKG6AEF  po  aplikaci  inhibitoru
(importazol). Signal je lokalizovan v poli

2, kde se nachadzi prahové hodnoty

vyjadfujici absenci kolokalizace.
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Ratjadon C

Na rozdil od importazolu, ratjadon C inhibuje jaderny export proteinti, obsahujicich signalni
sekvenci NES, prostfednictvim exportin RanGTPazové drahy (Meissner et al., 2004). Jak jiz
bylo uvedeno dfive v pfipadé kindzy SIMK (z rostliny Medicago sativa), ortologu MPK®,
aktivace SIMK muze indukovat jeji premisténi z jadra do cytoplazmy (Samaj et al., 2002).
Uvazuje se, ze MPKG6 vyuziva stejny mechanismus transportu, a proto byla zkoumana
lokalizace MPKG6 v buiikach rostlin Arabidopsis thaliana Col-0 a MPKG6AEF po aplikaci
inhibitoru ratjadonu C. Snimky bunék kofenového meristému WT i mutanta ukazuji
cytoplazmatickou lokalizaci MPKG6. Jaderny lokaliza¢ni signal je patrny u obou genotypt,
avSak vyraznéj$i je na snimcich WT, nez u mutanta MPK6AEF (Obr. 48). Rozdily v obsahu

jaderné MPK6 nejsou jednozna¢né, a proto byla provedena Kkvantitativni analyza pomoci

Pearsonovy korelace (Obr. 49, 50).

Obr. 48 Uginky ratjadonu C na jadernou lokalizaci MPK6 kofenovych bunék (A-C) Col-0 a (D-F)
MPKGBAEF. (A, D) Lokalizace MPK®6, (B, E) jadra obarvena DAPI a (C, F) fluorescence obou kanala

najednou. U Col-0 je MPK®6 lokalizovana v jadrech (Sipky), ale cytoplazmaticky signal je rovn&Z patrny.
PiestoZe je jaderna lokalizace MPK6 u MPK6AEF viditelnd (Sipky), signal neni tak vyrazny jako u WT.
Méfitko 10 pm.
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Obr. 49 Kolokalizaéni analyza MPK6
a DAPI v jadrech kotenovych bunck Col-
1 0, po aplikaci inhibitoru (ratjadon C).

o Signal je lokalizovan v poli 3 a ukazuje

® s & ’ vyraznou kolokalizaci.

Obr. 50 Kolokaliza¢ni analyza MPK6 a
DAPI v jadrech kofenovych bunék
L MPK6AEF, po aplikaci inhibitoru

40000

iy sa P 453 (ratjadon C). Signal je lokalizovan v poli 3

a ukazuje vyraznou kolokalizaci.
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e PD98059

Inhibitor PD98059 a dalsi inhibitory této kategorie inhibuji MAP2 kindzy a zabranuji tak
dvojité fosforylaci a aktivaci MAPK (Alessi et al., 1995). Jaderny import MAPK, ve vztahu
k jejich aktivaci, nebyl doposud u rostlin studovan. V piipadé mutanta MPK6AEF nelze MPK6
aktivovat, a proto jsme se v této praci zabyvali studiem lokalizace MPK®6 v buiikach kotene
Col-0 a MPKGBAEF. U obou genotypt neni patrné, zda ma PD98059 vliv na jadernou lokalizaci
MPKG®6 (Obr. 51), coz odpovida tvrzeni, Ze lokalizace MPKG6 v jadie pravdépodobné pretrvava
(Samajova et al., 2013). Rozdily v obsahu jaderné MPK6 u Col-0 a MPKGAEF byly stanoveny
pomoci kvantitativni analyzy Pearsonovou korelaci. U obou genotypi byla potvrzena
ptitomnost jaderné MPK6 pted a po aplikaci inhibitoru MAPK aktivace (Obr. 52, 53).

Obr. 51 Uginky PD98059 na jadernou lokalizaci MPK6 kofenovych bunék (A-C) Col-0 a (D-F)
MPKGBAEF. (A, D) Lokalizace MPK®6, (B, E) jadra obarvena DAPI a (C, F) fluorescence obou kanala

najednou. U Col-0 je MPK6 lokalizovana v jadrech (Sipky), piestoze je signal velmi slaby. U mutanta

MPKBAEF je po o$etfeni inhibitorem MPKG6 lokalizovana na okraji jadra (Sipky). Métitko 10 pm.
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Obr. 52 Kolokaliza¢ni analyza MPK6
a DAPI v jadrech kotenovych bungk Col-0

po aplikaci inhibitoru (PD98059). Signal
s raor 345 " je lokalizovan v poli 3 a ukazuje vyraznou

T o : kolokalizaci.

Intensity DAPY

Obr. 53 Kolokaliza¢ni analyza MPK6
aDAPI v jadrech kofenovych bunck
MPKG6AEF  po  aplikaci  inhibitoru

_ ety s rorsio : (PD98059). Signal je lokalizovéan v poli 3
L

Rais Frsuens ‘ a ukazuje vyraznou kolokalizaci.
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9.5.4 GFP lokalizace MPK6

Pfitomnost kinazy MPK6 bylo potfeba stanovit také u nativnich vzorkt. Toho bylo docileno
pouzitim stabilné transformované rostliny Arabidopsis thaliana, kterd exprimuje fuzni protein
MPKG6-GFP (ptipravil a laskavé poskytl Ivan Luptovéiak; Smékalova et al., 2014). Pro experiment
byly pouzity semenacky ekotypu Col-0, exprimujici gen MPK®, kultivované 5 dni na %2 MS médiu.
Lokalizace MPKG6 v zivych buiikach byla stanovena nejprve u rostlin umisténych v DMSO, které
slouzily jako kontrola, a poté u rostlin ovlivnénych inhibitorem importazolem s DMSO. Tyto velmi
predbézné vysledky potvrzuji nuklearni lokalizaci MPK6-GFP u Col-0. Z divodu nedostateéné
citlivosti GFP se ale nepodatilo prokazat cytoplazmatickou lokalizaci MPK6-GFP. Tyto piedbézné
vysledky ukézaly t¢innou inhibici MPK6 jaderného importu po aplikaci inhibitoru importazolu
(Obr. 54).

Obr. 54 Lokalizace MPK6-GFP v kofenech Arabidopsis Col-0 (A) pred a (B) po aplikaci inhibitoru
(importazol). Signal v jadrech bunék pied aplikaci inhibitoru (Sipky) je vysSi, neZ u bunék oSetienych

importazolem.

9.6 Imunochemicka charakterizace mutantii a WT

V piedlozené diplomové praci byly studovany dva typy mutantnich rostlin s defektem v genu pro
MAP kindzu MPKG6. Prvnim z nich je mutant mpk6-4, ktery neexprimuje MPKG6 transkript, a proto
se predpoklada, ze neni schopen tento protein produkovat. U druhé mutantni rostliny MPK6AEF
sice dochazi k expresi MPK®6, avSak mutaci vznikad ne-aktivovatelnd forma MPKG6. Pro ovéfeni
téchto mutantnich rostlin byla provedena Western blot analyza, s cilem detekovat celkové mnoZzstvi
fosforylovanych (aktivovanych) a nefosforylovanych (neaktivovanych) MPK6 pomoci poly-
klonalni anti-MPKG6 protilatky (anti-pTEpY), a dale bylo studovano, zda MPK6 muize byt

84



aktivovana dvojitou fosforylaci u zminénych mutantt, pomoci protilatky specificky rozpoznavajici

dvojité fosforylovany TEY motiv MAP kinaz, ktery je obsaZen také u MPK®6 kinazy (Obr. 55).

Col-0 mpk6-4 AEF

MPK§ —>
voks — | S N | ERK
MPK§ — | ——— | ——

MPK6
Tubulin ——> | W Lo

Obr. 55 Detekce ptitomnosti aktivované a neaktivované MPK6 ve vzorku rostlin Arabidopsis thaliana Col-
0, mpk6-4 a MPKBAEF. Horni snimek znazoriuje vysledky imunodetekce aktivovanych MAPK za pouZziti
anti-pTEpY protilatky (pERK). V piipadé Col-0 jsou viditelné dva pruhy, horni odpovida detekci aktivované
MPK®6 achybi u obou mutantd, spodni prouzek odpovida detekci aktivované MPK3. Prostfedni snimek
imunodetekce aktivované i neaktivované MPKG6 ukazuje pfitomnost MPK6 u genotypti Col-0 a MPKGAEF,
chybi u mutanta mpk6-4. Spodni snimek odpovida imunodetekci a-tubulinu, ktera byla pouzita pro kontrolu

nanaseni vzorku.
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10 Diskuze

10.1 Fenotyp MPK6 mutanti je ovlivnén poruchami v orientaci roviny bunééného déleni

Predchozi studie odhalily zapojeni kinazy MPK6 do nékolika klicovych procestt vyvoje rostlin,
mezi které patii napiiklad regulace orientace roviny déleni bunék. Bylo zjisténo, ze MPK6 je
soucasti signalni kaskady YODA-MKKA4/5-MPK3/6, zapojené v regulaci embryogeneze
Arabidopsis (Lukowitz et al., 2004; Bayer et al., 2009), kdy je tato drdha aktivovana
prostiednictvim membrénového kinazového receptoru SSP a je pravdépodobné zapojena v regulaci
prodluZovani zygoty a tvorb& suspenzoru prostiednictvim transkripéniho faktoru GRD (Ueda
a Laux, 2012; Musielak a Bayer, 2014). Zapojeni YODA v embryogenezi je nesmirné dulezité pro
regulaci bunééného déleni a spravny vyvoj embrya. U mutantt YODA je vyvoj embrya
asuspenzoru narusen, coz vede Kkabnormalnimu vyvoji kotene, dé€loh alistd celé rostliny
(Smékalova et al., 2014b). Tato zjisténi také poukazuji na zésadni vyznam signalizace
MPK3/MPKG6 kindz v procesu asymetrického a symetrického déleni bunék. Stale vSak zustava
otazkou, jak jsou tyto komponenty MAPK signalizace zapojeny v regulaci orientace roviny
bunécného déleni - zda je jejich funkce pfima a dochazi k regulaci cytoskeletalnich substrati
prostfednictvim aktivace fosforylaci, nebo neptima a MPK3/6 pouze aktivuji transkripéni faktory
pro regulaci genové exprese cytoskeletalnich proteini. Voditkem pti hledani odpovédi na tyto
otazky mulze byt zjisténi, ze MPK6 je v pribéhu bunééného déleni lokalizovana na PPB
a fragmoplastu (napt., Miiller et al., 2010) a uvaZuje se, Ze tato lokalizace souvisi s fosforylaci
MPK3/6 prostiednictvim YODA kaskady. Toto tvrzeni vyplyva zvysledkli experimentu
konstitutivné aktivniho mutanta ANyda, ktery podporuje asociaci MPK6 s PPB a fragmoplastem
v mnohem vétSim rozsahu, neZ u kontrolni rostliny. MPK6 navic vaZe a fosforyluje hlavni
zesitovaci protein MAP65-1 (Smékalova et al., 2014b), ktery se podili na organizaci dynamiky
fragmoplastu (Sasabe a Machida, 2012). AvSak vté samé studii bylo prokdzano, Ze regulace
aktivity YODA kaskddy (anasledn¢ kindz MPK3/6) ma vliv na transkripéni regulatory pro
kontrolu orientace roviny déleni (napt. TANGLED; Walker et al., 2007), a to znamend, Ze role

MPKG® v regulaci orientace roviny déleni je pravdépodobné univerzalni.

V této studii byl charakterizovan fenotyp kofene a embryi mutantnich rostlin Arabidopsis
thaliana mpk6-4, postradajici expresi genu MPKG6. Tito mutanti vykazuji fadu defekti na trovni
embryonélniho i postembryonalniho vyvoje, kdy dochazi ktvorbé abnormalniho embrya
a suspenzoru, coz ma vliv na pozdéjsi vyvoj kotene. Nékteré mutantni rostliny tvofily aberantni
kofeny, jiné koien zcela postradaly. Na Urovni embryonalniho vyvoje u mutanta mpké-4 bylo
formovani hypofyzy mutaci ovlivnéno a vzhledem k tomu, Ze hypofyza dava zaklad kofenovému
meristému, lze pfedpokladat naruseni vyvoje kofene. Detailnim pozorovanim embryi a vétSiny
bunék koienového meristému ve viech vrstvach bunék kofene bylo zjisténo, ze tyto vady vznikaji

v dasledku chybného umisténi bunééné prepazky, nikoli na zakladé jinych vad v rastu bunék.
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Zda je aktivita MPKG6 nezbytnd pro regulaci orientace roviny déleni bylo zkoumano
na embryich a semenaccich mutanta MPK6AEF. Vysledky piekvapiveé ukazaly tzv. zachranény
fenotyp embryi, kofenti a celych semenackii, ktery se vice méné podoba fenotypu kontrolni
rostliny. Na urovni kofenového meristému se ukazalo, ze vétSina poruch Vv orientaci roviny
bunééného déleni u mutanta mpk6-4 bylo odstranéno na vSech drovnich, od epidermalnich bungk,
az po niche v apikalnim kofenovém meristému. Skute¢nost, Ze semenacky MPKGAEF exprimuji
ne-aktivovatelnou variantu MPKG6 (jak ukazuje piislu$na analyza Western blot) naznacuje, ze

MPK6 muize vykonavat dalsi funkci, nezavislou na jeji aktivaci.

10.2  Funkce MPKG6 pFi organizaci cytoskeletu

Jak jiz bylo zminéno dfive, orientace roviny bunétného déleni souvisi se sprdvnou organizaci
cytoskeletu délici se buiiky (Shao a Dong, 2016) a je definovana pted nastupem mitoézy. Rovina
déleni vznika uspofadanim kortikalnich mikrotubuld do struktury PPB a piitomnosti n€kolika
proteinovych markerd, které jsou umistény v oblasti PPB po celou dobu mitozy a dlouho poté, co
se PPB rozpada (Buschmann et al., 2015). Tyto proteiny n&jakym zpisobem pfitahuji okraje
roz§itujiciho se fragmoplastu pro vznik nové bunéné piepazky v témze misté mateiské buriky
(Rasmussen et al., 2011, Lipka et al., 2015). Poruchy v orientaci roviny déleni bunék jsou spojeny
se ztratou nebo poruchou tvorby PPB (napi Camilleri et al., 2002), rotaci mitotického vieténka,

nebo dezorientace fragmoplastu (Panteris et al., 2011; Murata et al., 2013).

Mikrotubularni cytoskelet se v prubéhu déleni reorganizuje do struktury PPB, avSak
v interfazi je rozptylen v kortik&lni oblasti. Pomoci imunoznaceni tubulinu bylo toto uspofadani
mikrotubulti pozorovanu u vSech semenacku studovanych rostlin (Col-0, mpk6-4 a MPK6AEF).
Kortik&lni mikrotubuly v interfazi jsou paralelné uspotadany a v této orientaci se vytvari také PPB,
ktery vykazuje klasickou podobu prstence, zatimco mitotické vieténko prochazi v priab&éhu déleni
znac¢nou transformaci. Pfehled vétsi oblasti kofenového meristému vSak ukazal, ze umisténi PPB
a fragmoplasti se do zna¢né miry 1isi u mpk6-4 mutanti. V tomto ptipadé bylo pozorovano Sikmé
nebo periklinalni umisténi PPB a fragmoplastu v oblastech, kde obvykle probihd déleni
antiklinalni. Naopak u mutanta MPK6AEF byla pozorovana normalni orientace roviny déleni
bunek.

10.3  Lokalizace MPK6

Transkripéni regulace proteinti ucastnicich se orientace roviny bunécného déleni souvisi
s umisténim MPKG6 v jadie, coz potvrdily také ptredchozi studie lokalizace MPK6 pomoci GFP
(napt. Sethi et al., 2014; a také tato studie). Jadernd lokalizace MPK6 muze byt spojena
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s fosforylaci a regulaci transkripénich faktoru (napf. WRKY; Weyhe et al., 2014) a v nekolika
malo piipadech byly tyto transkripéni faktory identifikovany jako substraty pro MPK6 (napf.
WRKY34; Guan et al., 2014). Mechanismus jaderné lokalizace MPK6 nebyl dosud objasnén
aMPKG6 je v podstaté povazovdna za jaderny protein, ackoli znacnou &ast MPK6 muzeme
lokalizovat na plazmatické membrané, asociovanou s mikrotubuly a na membranach vezikul
(Mdller et al., 2010; Smékalova et al., 2014b). MPK6 obsahuje ve své sekvenci NLS a NES motivy
(Samajova et al., 2013), aviak doposud neni znamo, zda je doprava mezi jadrem a cytoplazmou

fizena prostifednictvim importin/RanGTPazové drahy, a zda je podminéna aktivaci MPK6.

V této préci byla jaderna lokalizace MPK6 ur¢ena imunofluorescenéni detekci MPKG6
u fixovanych vzorku, a v zivych buikach stabilné exprimujicich MPK6-GFP marker. V prvnim
ptipadé jaderna lokalizace MPK6 nebyla ve vsech burikach konzistentni, coZ bylo pravdépodobné
zpusobeno obtiznou prostupnosti protilatek pies nukleoplazmu. Na druhé stran¢é MPK6-GFP
znaeni ukdzalo rozsahlejSi jadernou lokalizaci, avSak v disledku niz§i citlivosti detekce GFP
markeri se nepodatilo odpovidajicim zpisobem oznacit vyskyt MPK6 v cytoplazmé. U vzorka
znaenych imunofluorescenci byla jaderna MPKG6 kvantifikovana pomoci kolokalizace s DNA
zna¢enou DAPI. Bylo pozorovano, Zze u mutanta MPKBAEF se v porovnani s kontrolou (Col-0)
a negativni kontrolou (mpk6-4) kolokalizace zvySuje. Toto zji§téni naznacuje, dv€ moznosti:
lokalizace MPK®6 v jadie nemusi byt zavisla na aktivaci a jaderny export MPKG6 spiSe souvisi s jeji
aktivaci, stejné¢ jako je tomu u homologa Arabidopsis thaliana MPKG6 rostliny Medicago sativa
(SIMK), kdy SIMK se vyskytuje pfevazné v jadie a je exportovana z jadra pti aktivaci (Samaj et
al., 2002; Ovecka et al., 2014).

Pro ptedbézny piehled mechanismi lokalizace jaderné MPK6 byly pouZity tfi inhibitory:
importazol inhibujici NLS interakci s importinem-f a tim aktivnimu jadernému transportu dovnitt
jadra (Soderholm et al., 2011), ratjadon C, ne-reverzibilni inhibitor NES signalu s exportinem 1 pro
inhibici aktivnimu jadernému exportu (Koster et al., 2003), a PD98059, ktery je inhibitorem
MAPKK a inhibuje aktivaci MAPK prostfednictvim dualni fosforylace (Alessi et al., 1995). V
tomto experimentu importazol zrusil jadernou lokalizaci MPK®6, jak ukazuje kolokaliza¢ni analyza,
zatimco ratjadon C znéasobil vyskyt MPKG6 v jadie. Tyto vysledky naznacuji, ze pohyb MPK6 mezi
jadrem a cytoplazmou pomoci aktivnich mechanismii jaderného transportu zprostiedkovavaji
importiny a exportiny, jak jiz bylo diive uvedeno v piipadé savéi MAPK (Wainstein a Seger,
2016). Navic ratjadon C umoctiuje zadrZzovani MPKG6 v jadie, a to naznacuje, Ze jaderny export je
pravdépodobné aktivni proces a zavisi na mechanismech jaderného exportu. V ptipadé kontrolni
rostliny a Col-0 a mutanta MPKGAEF mély oba inhibitory (importazol i ratjadon C) stejny G¢inek.
Vysledky jaderné lokalizace MPK6 po aplikaci téchto inhibitora ukazuji nepfitomnost MPK6
Vv jadfe, a pokud uvazujeme skutecnost, Ze Col-0 exprimuje aktivovatelnou formu MPK6 a mutant

MPKGAEF ne-aktivovatelnou, mizeme se domnivat, ze transport MPK6 mezi jadrem
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a cytoplazmou neni zavisly na aktivaci (fosforylaci) této kinazy. Vysledky aplikace importazolu

vvvvvv

v jadre, i kdyZ tyto vysledky bude potieba dale ovéfit.
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11 Zavér

Vysledky této studie mohou napomoci odhaleni mechanismii regulace subcelularni lokalizace
MPK®6. V souladu s pfedchozimi poznatky bylo potvrzeno, ze MPK6 je lokalizovana pievazné
V jadfe. Rovnéz byla potvrzena dilezitost jaderného transportu a vliv MAPK aktivace na transport
MPK6 dovniti a ven z jadra. Celkové objasnéni subcelularniho pohybu MPK®6 bude vyZadovat fadu
genetickych achemickych analyz, v kombinaci s modernimi mikroskopickymi technikami.
Nadchazejici vyzkum si klade za cil sledovat kinetiku jaderného transportu MPK6 za riznych
podminek pomoci techniky zaloZené na principu obnoveni fluorescence po vybéleni (tzv.
Fluorescence recovery of photobleaching, FRAP). Mimo jiné bude nutné urcit vazebné partnery

MPKGS, které se n&jakym zptisobem podili na subcelularni lokalizaci MPKG.
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Seznam zkratek

AIR9
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BSA
CcC
CDK
CTR1
CTR1
DAPI

dH,O

DIC

DMSO
DNA
DTT
EDR1

ERK

FM4-64

GFP

GRD

HePTP

HRP

HT1

(z angl. Auxin-induced in root cultures 9)

MAP3 kinaza (z angl. Arabidopsis homologues of nucleus and

phragmoplast associated kinase

hovézi sérovy albumin (z angl. Bovine serum albumine)
sttedni valec (z angl. Central cylinder)

cyklin dependentni kindzy

MAP3 kinaza (z angl. Constitutive triple response 1)
MAP3 kinaza (z angl. Constitutive triple response)

4, 6-diamin-2-fenylindol

destilovana voda

mikroskopie s diferen¢nim interferenénim kontrastem (z angl.

Differential interference contrast)

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

dithiotreitol

MAP3 kinaza (z angl. Enhanced disease resistance 1)

MAP3 kinaza (z angl. Extracellular signal-regulated kinase)

N-(3-triethylammoniumpropyl)-4-(6-(4-
(diethylamino)fenyl)hexytrienyl) pyridinium dibromid

zeleny fluorescencni protein (z angl. Green fluorescent protein)

transkripéni faktor (z angl. Grounded)

tyrosinova fosfataza (z angl. Hematopoietic protein tyrosine

phosphatase)

kienova peroxidaza (z angl. Horseradish peroxidase)

(z angl. High leaf temperature 1)
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IgG

IRAK

JNK
LRC
MAPK, MPK

MAPKK, MAP2K

MAPKKK,
MAP3K

MEK1, 2
MEKK1

MKK1/2

MKP1

MPK4
MTSB
Na[BH.]

NES

NPK1

p38/ Hoglp
PBS

PFA

PHS1
PIPES
POK1/2

PP2A

imunoglobuliny tfidy G

kindzy asociované s membranou mitochondrii (z angl. Interleukin-1

receptor-associated kinase)

kinaza (z angl. cJun N-terminalni protein kinaza)
bo¢ni kofenova Cepicka (z angl. Lateral root cap)
mitogenem aktivovana protein kinaza

mitogenem aktivovana protein kindza kinaza kinaza

mitogenem aktivovana protein kindza kinaza kinaza

MAP?2 kinaza
mitogenem aktivovana protein kindza kindza kinaza 1

mitogenem aktivovana protein kindza kinaza 1/2

fosfatdza s duélni specificitou (z angl. Mitogen activated protein

kinase phosphatase 1)

mitogenem aktivovana protein kindza 4
pufr stabilizujici mikrotubuly (z angl. Microtubules stabilizing buffer)
tetrahydridoboritan sodny

jaderny exportni signal (z angl. Nuclear export signal)

MAP3 kinaza (z angl. Nucleus and Phragmoplast associated protein
Kinase 1)

kinaza (z angl. Hyperosmotic glycerol 1p)

fosfatovy pufr (z angl. Phosphate buffered saline)

paraformaldehyd

fosfatdza s duélni specificitou (z angl. Propyzamide hypersensitive 1)
piperazin-N, N'-bis(2-etansulfonova kyselina)

(z angl. Phragmoplast orienting kinesis 1 a 2)

serin/treonin proteinova fosfatdza 2A
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PP2C
PTP-SL
PVDF
RACK1
Raf43
RAM
RC
SIS8

SSP

STEP

TANGLED
TBST
TEMED
WT

YODA

ANyda

serin/treonin proteinova proteinova fosfataza 2C
tyrosinova fosfataza

polyvinyldifluorid

(z angl. Receptor for activated C-kinase 1)

MAP3 kinaza Raf43

apikalni meristém kofene (z angl. Root apical meristem)
kotenova Cepicka (z angl. Root cap)

MAP3 kinaza (z angl. Sugar insensitive 8)

membranovy kindzovy receptor (z angl. Short suspenzor)

tyrosinova fosfataza (z angl. Striatal-enriched protein-tyrosine

phosphatase)

(z angl.

pufr (z angl. Tris buffered saline . Tween)
N, N, N', N'-tetramethylethylendiamin
wild type

MAP3 kindza YODA

mutant YODA
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