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venuje problematike kondicionalneho fenotypu u rastlin a priprave dvojitych mutantov
na $tadium funkcie génov.

Experimentalna Cast’ prace sa zaobera optimalizaciou kultivacie rastlin v in vitro
podmienkach aich naslednému podrobeniu solnému stresu. Bola vykonana
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liniami exprimujucimi cytoskeletalne markery.
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1 UVOD

Rastliny si poc¢as evoltcie vyvinuli mechanizmy obrany voci stresu, ked’ze Ziju fixovane
na jednom mieste a pred nevhodnymi podmienkami prostredia nemo6zu uniknat’. Bunky
menia svoje vnitorné usporiadanie pocas bunkového delenia, rastu, ¢i pri biotickom alebo
abiotickom strese, v ¢om im pomaha vel'mi dynamicky cytoskelet. Rastlinny cytoskelet
pozostava z aktinovych filamentov a mikrotubulov, ktoré tvoria v bunke komplexnu
Struktiru.

Podnety z prostredia su prenasané signalizatnymi drahami a aktivaciou ich
jednotlivych komponentov dojde k adekvatnej bunkovej odpovedi. Jednou z najlepsie
preskimanych signalizatnych drah je multienzymaticka kaskdda mitogénom
aktivovanych protein kindz (MAPK). Prenos signalu prostrednictvom tejto drahy spociva
vo fosforylacii podriadenych substratov a néslednej fosforylacii konecného substratu,
napriklad transkripéného faktoru. MAPK kaskéada Specificky prenasa podnety spojené
S biotickym aj  abiotickym  stresom. Pochopenie vzijomnych interakcii
MAPK, sekundarnych poslov a horménov vedie odhaleniu mechanizmov obrany bunky
(Smékalova et al., 2014). MAPK interaguju s cytoskeletom prostrednictvom
asociovanych proteinov a usmeriuju tak organizaciu bunky v odpovedi na meniace sa
podmienky prostredia.

Na Stdium interakcii mozno pouzit mutantov sjednym alebo viacerymi génmi
vyradenymi z funkcie. Skiimanie reakcii takychto tzv. ,,knock out” dvojitych mutantov
moze viest' k odhaleniu funkcie vyradenych génov v pripade, Zze jednoduché mutanty za

normalnych kultivaénych podmienok nevykazujia odlisny fenotyp (Su a Krysan, 2016).



CIELE PRACE

Teoreticka cast’
1) Spracovanie literarnej reSerSe na tému MAPK signaling a organizacia
cytoskeletu v odpovedi rastlinnych buniek na abioticky stres.
Experimentalna ¢ast’
1) Optimalizacia podmienok in vitro kultivacie rastlin v podmienkach abiotického
stresu.
2) Imunocytochemicka lokalizacia cytoskeletu u vybraného dvojitého mutanta
metddou ,,whole mount® v kontrolnych a stresovych podmienkach.
3) Krizenie vybraného dvojitého mutanta MAPK s transgénnymi liniami nesticimi

molekularne markery cytoskeletu.



2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

2.1 Modelovy organizmus Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh, po slovensky arabkovka Thalova, je dvojkli¢nolistova
rastlina z ¢el'ade Brassicaceae. V molekularnej bioldgii je pouzivana ako modelovy
organizmus dvojkli¢nolistovych rastlin (Miiller a Grossniklaus, 2010). A. thaliana je
rastlina malého vzrastu a je nendro¢na na kultivaéné podmienky, ¢o umoznuje jej
pestovanie v laboratoriach v in vitro, ako aj v in vivo. NavySe ma kratky zivotny cyklus,
je samoopeliva a produkuje vel’ké mnozstvo semien (Koornneef a Meinke, 2010).

A. thaliana sa v roku 2000 stala prvou rastlinou s osekvenovanym genémom. Bolo
zistené, ze obsahuje 125 000 baz a viac nez 11 000 génovych rodin koéduje 25 498 génov
na 5 chromozémoch (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000).

Nepriamou mutagenézou A. thaliana s pomocou Agrobacterium tumefaciens boli
vytvorené rastliny s cielene nefunkénymi génmi, tzv. ,,knock out mutanty s vlozenym
T-DNA inzertom. Skumanie ,,knock out“ mutantov umoznuje ziskavanie poznatkov

0 funkcii jednotlivych génov.

2.2 Mitogénom aktivované protein kinazy - MAPK

Mitogénom aktivované protein kinazy (MAPK) st enzymy o vel'kosti 40-45 kDa z triedy
serin-threonin proteinkinaz, ktoré mozno aktivovat fosforylaciou (Mizoguchi et al.,
1994). U vsetkych eukaryotickych organizmov vytvaraju MAPK vysoko konzervované
multienzymové komplexy (Colcombet a Hirt, 2008; Suarez-Rodriguez et al., 2010).
MAPK tvoria v organizme signalizaéné fosforylaéné kaskady, ktoré prenasaju a
zosiliuju Sirok $kalu extracelularnych biotickych a abiotickych signalov (Sasabe a
Machida, 2012; Samajova et al., 2013a; Smékalova et al., 2014). Signaly st prenasané
do cielovych subcelularnych kompartmentov ako napriklad jadro, Golgiho aparat ¢i
endoplazmatické retikulum. Prenesenie signdlu na substrat vyvold vhodnu odpoved
bunky. MAPK tak reguluju rézne procesy ako su odpoved rastlin na stres, hormonalne
reguldcie a imunitné reakcie, ¢im zohravaji nenahradite'na tilohu pri organizécii bunky
a vyvine rastlin (Suarez-Rodriguez et al., 2010; Samajova et al., 2013a, b; Komis et al.,
2018). MAPK signalne drahy moézu byt aktivované rastlinnymi hormoénmi, biotickymi
a abiotickymi stresovymi faktormi (Samajova et al., 2013a; Smékalova et al., 2014).
Odozva na stresovy stimul je vdaka rychlemu prenosu signdlu cez jednotlivé

komponenty MAPK kaskady prostrednictvom fosforylacie vel'mi rychla, dochadza k nej
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v priebehu desiatok minut (Kienek a Smékalova, 2014). Fosforylacia je kovalentna
modifikacia proteinu, ktora vsak, ako jedna z mala, moze byt reverzibilna. Je to jedna z
najcastejSich posttraslacnych modifikécii proteinov u vsetkych organizmov (Colcombet
a Hirt, 2008; Khoury et al., 2011). MAPK st aktivované fosforylaciou kinazami
a deaktivované defosforylaciou fosfatazami (Hunter, 1995; Bigeard a Hirt, 2018). Kinazy
katalyzujt presun y fosfatu z ATP na tyrozinové zvysky substratovych proteinov. Takto
tvoria vdzobné miesta pre nasledujice signalne proteiny v kaskade (Hubbard a Till,
2000).

Extracelularny signél je prostrednictvom receptoru na plazmatickej membrane bud’
priamo, alebo prostrednictvom inej molekuly preneseny na MAPK kinazu kinazu
(MAP3K), ktoru aktivuje fosforylaciou (Obr. 1). Aktivovana MAP3K fosforyluje d’alsi
komponent kaskady, MAPK kinazu (MAP2K), na serin/threoninovych zvyskoch.
Fosforylovana MAP2K nasledne prenesie signal na MAPK a dvojitou fosforylaciou
threoninovych a tyrozinovych rezidui na TXY motive (sekvencia obsahujica threonin,
I'ubovolni aminokyselinu a nasledne tyrozin) ju aktivuje. Kazda kindza je tak aktivovana
fosforylaciou predchadzajicou kinazou v MAPK kaskade (Widmann et al., 1999; Kiegerl
et al., 2000; Colcombet a Hirt, 2008; Samajova et al., 2013b). Aktivovand MAPK,
posledny ¢len MAPK drahy, sa po fosforylacii uvol'ni z kostrového proteinu a presunie
sa do jadra, kde usmerfiuje transkripciu génov, ¢i uz regulaciou proteinov zapojenych do
transkripcie alebo priamou regulaciou transkripénych faktorov. V jadre ovplyviiuje

expresiu génov, ¢im reguluje odpoved’ na stres (Samajova et al., 2013b).
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Obr. 1 Schéma MAPK kaskady pozostavajucej z MAP3K, MAP2K a MAPK. Receptor na
plazmatickej membrane zachyti signal. Prenesenim signalu sa MAP3K aktivuje. Postupnym
prenosom signalu cez komponenty MAPK kaskady az na substrat je vyvolana bunkova odpoved’.
P je fosfat.

Kostrové proteiny hraji klI'i¢ovu tlohu v organizacii komponentov signalnej drahy
aregulacii prenosu signalu (Samajova et al., 2013a). Spolu s kompartmentalizaciou
MAPK dréh napomahaji Specifickému a efektivnemu prenosu signalu. Zaroven
zabranuju neziaducim interakciam s inymi signadlnymi drdhami. Mnoho ¢lenov MAPK

dréhy priamo interaguje s kostrovymi proteinmi (Samaj et al., 2004).
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Rézne funkéné MAPK drahy iniciované prenosom signalu z roznych receptoroVv casto
zdiel'aju rovnaké komponenty MAPK alebo aj uplne kompletna MAPK kaskadu
(Xu a zZhang, 2015). Zaroven byva jedna kindza CcCasto zapojena do rbéznych
fyziologickych procesov (Colcombet a Hirt, 2008, Popescu et al., 2009).

Osekvenovanie genomu A. thaliana odhalilo, ze genom koduje 20 MAPK, 10 MAP2K
a 80 MAP3K (Ichimura et al., 2002, Menges et al., 2008). Pocet jednotlivych génov
kodujicich MAPK v A. thaliana naznacuje velktl funként redundanciu a vzajomné

interakcie v MAPK signalizacii (Smékalova et al, 2014).

2.2.1 Jednotlivi ¢lenovia MAPK signalnej drahy

2.2.1.1 Mitogénom aktivované protein kinazy kinazy kinazy (MAP3K)
MAP3K su prvé komponenty MAPK signalnej kaskady. Su to serin/threoninové kinazy,
ktoré nasledne fosforyluju dva aminokyselinové zvysky v Ser/Thr-Xz-s-Ser/Thr motive
MAP2K (Colcombet a Hirt, 2008).

MAP3K mozno rozdelit’ do 3 skupin: A, B a C. Do skupiny A patria MAP3K, ktoré
st podobné typickym MAP3K ako MEKK, STE11 alebo BCK1 (Ichimura et al., 2002).
Kinazova doména MAP3K Vv tejto skupine je ve'mi podobna.

Skupiny B a C tvoria RAF-podobné MAP3K so $pecifickou sekvenciou, ktora ich
odlisuje od MAP3K skupiny A do takej miery, Ze mozno predpokladat, Ze nemaju
spolo¢ného predka s ostatnymi MAP3K a vznikli konvergenciou réznych proteinkinaz
(Jouannic et al., 1999; Suarez-Rodriguez et al., 2010). V porovnani s MAPK a MAP2K
majiu MAP3K ovela viac ¢lenov a véacsiu variabilitu v primarnej Struktare a type domény

(Ichimura et al., 2002).

2.2.1.2 Mitogénom aktivované protein kinazy kinazy (MAP2K)
MAP2K su aktivované MAP3K fosforylaciou konzervovanych Ser/Thr rezidui.
Sekvencia rastlinnych MAP2K je S/TxxxxxS/T, na rozdiel od cicavCej sekvencie
SITxxxS/T (Ichimura et al., 2002). St to dualne Specifické kinazy, ktoré aktivujt MAPK
dvojitou fosforylaciou v Thr-X-Tyr motive, kde X predstavuje kyselinu glutamovu,
kyselinu asparagovu, glycin alebo prolin (Zhang a Klessig, 2001, Colcombet a Hirt,
2008).

MAP2K moézu aktivovat’ viacero MAPK, ked'Ze gendém Arabidopsis koduje iba 10
génov pre MAP2K a 20 génov pre MAPK (Ichimura et al., 2002, Menges et al., 2008).
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MAP2K sa delia do 4 skupin: A, B, C a D. Skupina A zahina MKK 1, MKK2 a MKKG6,
pricom MKK1 a MKK?2 pri strese fosforyluja MPK4 (Ichimura et al., 1998, Mizoguchi
et al., 1998, Huang et al.,, 2000). MKK1 je aktivovana pri poraneni alebo pocas
abiotického stresu ako chlad, sucho, ¢i sol'ny stres (Matsuoka et al., 2002).

Skupinu B tvori iba jeden ¢len, MKK3, ktora je zapojena do signalizacie pri napadnuti
rastliny patogénmi (Doéczi et al., 2007). Na 3¢ konci kdduje MKK3 doménu jadrového
transferového faktora (nuclear transfer factor, NTF) (Hamel et al., 2006). NTF je protein,
ktory sa Vvcytoplazme viaze na Ran-GDP anasledne ju importuje do jadra
(Steggerda a Paschal, 2002). Tento fakt naznacuje, ze MAP2K s NTF doménou su
zapojené do transportu medzi cytoplazmou a jadrom (Ichimura et al., 2002).

MAPKK4 a MAPKKS patriace do skupiny C aktivujit MPK3 a MPKG6 pri odpovedi
na patogénom indukovany stres (Asai et al., 2002).

Skupiny MAP2K génov C a D su charakteristické tym, Ze neobsahuju intrény
(Ichimura et al., 2002).

2.2.1.3 Mitogénom aktivované protein kinazy (MAPK)

MAPK, poslednd kindza v kaskéade, je aktivovana dvojitou fosforylaciou Thr a Tyr
rezidui na tripeptidovom motive v aktiva¢nej T-slucke medzi poddoménami VI a VIII
v kinazovej katalytickej doméne (Zhang a Klessig, 2001). Fosforylované MAPK
prenasaju signal na molekuly, ¢im ovplyviiuju ich aktivitu, funkciu a lokalizaciu.

Genom A. thaliana koduje 20 génov pre MAPK (Ichimura et al., 2002; Menges et al.,
2008). Podl'a aminokyseliny v konzervovanom motive T-X-Y ich mozeme rozdelit' do
dvoch podskupin. Podskupina TEY obsahuje Vv sekvencii kyselinu glutdmovua
a podskupina TDY obsahuje kyselinu aspardgovi. Podskupinu TEY moZno dalej
rozdelit’ do skupin A, B a C. Podskupina TDY obsahuje iba jednu skupinu D (Ichimura
et al., 2002; Suarez-Rodriguez et al., 2010).

MPK4 a MPKS5 patria do B podskupiny TEY MAPK. Tato skupina je zapojena do
odpovede na environmentalny stres a do regulacie bunkového delenia. Mutant mpk4 ma
poruchy v tvoreni preprofazneho zvézku (preprophase band, PPB) a bunkovej prepazky
(Beck et al., 2011). Mutant mpk5 nema za normalnych kultiva¢nych podmienok odlisny
fenotyp od divokého typu (Su a Krysan, 2016).

MAPK zo skupin A a B maju v blizkosti C-terminalneho konca konzervovanu CD
doménu, ktord slizi ako miesto na interakciu s MAP2K, fosfatdzami a proteinovymi

substratmi. CD doména obsahuje aminokyselinovii sekvenciu s dvoma pril'ahlymi

14



kyslymi reziduami kyseliny asparagovej a kyseliny glutamovej, ktoré umoznuju
interakciu so zasaditymi aminokyselinami MAP2K. Ukotvenie enzymu a substratu

zvysuje uéinnost’ vSetkych enzymatickych reakcii (Tanoue et al., 2000).

2.2.2 Charakteristika MAPK mutantov

2.2.2.1 Mutant mpk4

Homozygotny recesivny mutant mpk4 ma volnym okom pozorovatelny Specificky
fenotyp: zakrpateny vzrast a zdeformovany koren (Beck et al., 2010; Kosetsu et al.,
2010). Korenové vlasky homozygotneho mutanta mpk4 su ¢astokrat rozvetvené a az 75 %
vSetkych korenovych vlaskov v mpk4 je abnormalnych (Beck et al., 2010). Miesta
vyrastania korenovych vlaskov z trichoblastov su zna¢ne napuchnuté a celkovo maju
vacsi priemer nez U rastlin divokého typu ekotypu Columbia (Col-0). Mutant ma aj
mnoho ektopickych vlaskov. Epidermalne bunky korefia sii napuchnuté a organizicia
buniek v koreni je narusena (Beck et al., 2010).

K expresii MPK4 dochadza v listoch, korenoch, stonkach a kvetoch. Histochemicka
analyza B-glukuroniddazového (GUS) reportérového génu spojené¢ho s promotorom pre
MPK4 odhalila expresiu MPK4 v napuchnutych epidermalnych bunkach korena, ako aj
v mladych koretiovych vlaskoch.

Kobzvlast silnému GUS sfarbeniu dochadzalo v meristematickych bunkéach
koretiovych Spiciek. Tento experiment poukazuje na tlohu MPK4 vo vyvoji korena
a zahfha vyvoj a rast korenovych vlaskov, rovnako, ako aj epidermalnych buniek korenia
(Beck et al., 2011).

Vetvenie korenovych vlaskov, rovnako, ako aj vyskyt ektopickych korenovych
vlaskov, spolu s radialnym zvac¢Senim buniek naznacuje, ze v rastlinach mpk4 dochadza
k zdsadnym  zmenam v organizacii  mikrotubulov.  Kortikdlne  mikrotubuly
vV meristematickej oblasti korefia u mpk4 mutanta si zvizkované a v napuchnutych
epidermalnych bunkéch st nahodne usporiadané. V epidermalnych bunkach hypokotylu
U tohto mutanta su kortikdlne mikrotubuly neusporiadané a tvoria nepravidelné siete.
K zvdzkovaniu mikrotubulov dochadza aj v korefiovych epidermélnych bunkdch a
dlazdicovych epidermélnych bunkach klicnych listov. V obidvoch typoch buniek mozno
pozorovat’ aj nedokonale rozdelené bunky. Bunkovéd prepdzka je Vv tychto bunkéach

vytvorena iba Ciasto¢ne, ¢o potvrdzuje, Ze rastliny mpk4 maju znacné cytokinetické
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defekty. ZvysSena rezistencia voci herbicidu oryzalinu, ktory depolymerizuje
mikrotubuly, bola pozorovana v epidermalnych bunkach hypokotylu (Beck et al., 2010).
MPK4 ovplyviiuje rovinu bunkového delenia a je kI'i¢ovym komponentom regulacie
cytokinézy (Kosetsu et al., 2010). Spolu s proteinom asociujacim s mikrotubulmi (MAP)
MAPG5-1 je zapojena do organizacie mikrotubulov pri raste bunky (Beck et al., 2010).
Defekty buniek mutanta mpk4 suvisia s organizaciou mikrotubulov (Beck et al., 2011).
Bunky korena divokého typu Col-0 st pravidelne usporiadané v radoch, na rozdiel od
buniek mpk4, v ktorych sa vyskytuju nedokonéené bunkové prepazky a nekompletné
bunkové steny. Znacenie pomocou 4',6-diamidin-2-fenylindolu (DAPI) odhalilo, ze

vacésina napuchnutych buniek ma dve a viac jadier.

2.2.2.2 Mutant mpk5

MPKS5 spolu s MPK4 patria do rovnakej podskupiny TEY MAPK, maju podobnu
evolu¢nu drahu a st s najvacsou pravdepodobnost'ou redundantné (Ichimura et al., 2002).
Mutant mpk5 vsak za normalnych kultivaénych podmienok nevykazuje abnormalny
fenotyp a nebol d’alej podrobne skiimany.

Kvantitativna PCR analyza stonkovych vrcholov u mpk4 mutanta neodhalila
vyznamny rozdiel v transkripcii MPK5, MPK12 a MPK13 v porovnani s divym typom.
Konstitutivne aktivna forma MKK®6, patriaca medzi MAP2K, v in vitro podmienkach
fosforyluje MPK5 a MPK13. Zaroven je vsak MKK6 nadriadena v signaliza¢nej kaskade
vo¢i MPK4 pri regulacii cytokinézy. Tieto vysledky naznacuju, ze MPK4, MPKS5
a MPK13 st podriadené pod MKK®6 pri regulacii cytokinézy (Kosetsu et al., 2010).

2.2.2.3 Dvojity mutant mpk4 mpk5

Na odhalenie génovych interakcii bola pripravena kolekcia dvojitych mutantov z T-DNA
inzerénych jednoduchych mutantov (Su a Krysan, 2016). Na krizenie bol vzdy pouzity
mutant defektny v géne, ku ktorému bolo Ziaduce ndjst’ interagujice gény. Druhy mutant
bol defektny v géne, u ktorého sa predpoklada interakcia s génom prvého mutanta. Na
tento ucel boli teda zvolené mutanty v génoch, ktoré stivisia s MAPK signalizaciou.
Podl'a Wanga (2008) az 78 % inzercii nachadzajucich sa 501-1000 parov baz (base
pairs, bp) pred start kodonom smerom k 5¢ koncu DNA ma za nasledok uplné vypnutie
alebo potlacenie transkripcie génu. Preto boli na krizenie z dostupnych T-DNA
inzerénych mutantov v pozadovanych génoch vybrané mutanty s vel'kostou inzertu 650

bp v mieste zaciatku transkripcie (Su a Krysan, 2016).
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Na krizenie boli vzdy vybrané rastliny homozygotne recesivne v danom géne.
Krizenim dvoch jednoduchych mutantov boli ziskané rastliny F1 (Obr.2). Naslednym
samoopelenim F1 rastlin boli ziskané rastliny F2. Po genotypizacii F2 rastlin metédou
,lce Cap“ boli vyselektované rastliny homozygdtne v oboch znakoch. Samoopelenim
rastlin F2 boli ziskané rastliny generacie F3, ktoré¢ boli nasledne pouzité na fenotypova

analyzu.

krizenie

&

F1 semena

dvojity heterozygétny mutant

samoopelenie

}
v

l genotypizacia
=

l

W F2 populacia

l genotypizacia metédou "Ice Cap"

% dvojity homozygdtny mutant

l samoopelenie

W F3 semena

analyza fenotypu
Obr. 2 Postup tvorby dvojitych mutantov z dvoch jednoduchych mutantov pomocou krizenia.

Cisla 1 a 2 oznaduju dvoch jednoduchych inzerénych mutantov pouzitych na kriZenie (upravené
podla Su a Krysan, 2016).
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V pripade tvorby dvojitych mutantov z jednoduchého mutanta mpk4 boli na krizenie
pouzité heterozygdtne rastliny, kedze recesivne homozygdtne rastliny v mpk4
neprodukuji semena (Petersen et al., 2000).

Krizenim bolo vytvorenych 275 dvojitych mutantov. Semena z vytvorenej kolekcie
dvojitych mutantov st verejne dostupné z Arabidopsis Biological Research Center

(www.abrc.osu.edu). Nasledna analyza fenotypu ziskanych mutantov odhalila génové

interakcie Vv Styroch dvojitych mutantoch: mpk4 anp2, mpk4 anp3, mpk4 mpk5, a
mpk4 mpk13 (Su a Krysan, 2016).

Korene rastlin mpk4 mpk5 su o 30% kratsie nez korene rastlin mpk4. Na overenie tohto
pozorovania bol vytvoreny dvojity mutant, ktory pochadzal z nezavislej linie mpk5.
Dizka korefiov v oboch liniach mpk4 mpk5 bola porovnatelna, o potvrdzuje existenciu

génovej interakcie (Su a Krysan, 2016).

2.3 Redundancia signalnych drah a kondicionalny fenotyp

Priama genetickd analyza (od fenotypu ku génu) a spitnd genetickd analyza (od génu
k fenotypu) su vyuzivané na objasnenie funkcii vSetkych génov. Spétna geneticka analyza
spociva v Studiu naruSenia prirodzenej génovej aktivity (Bouché a Bouchez, 2001).

Priamou genetickou analyzou mutantov rastlin S abnormalnym fenotypom boli
charakterizované gény zodpovedné za konkrétne funkcie. Po osekvenovani gendému
A. thaliana sa zacala pouzivat’ spdtna geneticka analyza, ktora umoziuje priamu analyzu
Specifickych génov mutantov a ich mozny vplyv na biologické funkcie rastliny.

Pomocou Agrobacterium tumefaciens boli vytvoreni T-DNA inzer¢ni ,,knock out*
mutanti s presne zmapovanymi genetickymi inzerciami spdsobujlicimi naruSenie génov.
(Clough a Bent, 1998; O'Malley et al., 2015)

Vicsina ,.knock out” inzerénych mutantov A. thaliana vSak nema odlisny fenotyp,
ktory by odhalil funkciu vyradeného génu za Standardnych kultivacnych podmienok
(Bouché aBouchez, 2001, Bolle et al., 2011). Je mozné, ze rastliny maju tzv.
kondicionalny fenotyp, teda odlisny fenotyp, ktory by sa prejavil iba pri urcitych
stresovych podmienkach.

Rastliny ako sesilné organizmy celkovo znaSaji vysSie genetické zataZenie
V porovnani sinymi eukaryotickymi organizmami a si schopné adaptovat svoju
fyziologiu pri pdsobeni roznych stresov bez badatelnej zmeny morfologie. Dalsim
moznym vysvetlenim, pre¢o nemaju ,,knock out* mutanty odlisny fenotyp, je redundancia

génov a ich funkcii, ¢o znamena, ze viac génov v organizme ma rovnaku alebo podobnu
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funkciu. V gendome A. thaliana je priblizne jedna Sestina vsetkych génov pritomna vo
viacerych kopiach, ktoré mozu mat’ podobné, ale aj tiplne rovnaké funkcie (Bolle et al.,
2013).

Geneticka redundancia je situdcia, pri ktorej je narusenie génu selektivne neutralne
anema vplyv na celkova Zivotaschopnost’ organizmu. Preto nedochadza k selekénému
tlaku  vo¢i  nahromadeniu  Skodlivych  muticii v redundantnych  génoch
(Bouché a Bouchez, 2001).

Dal§im moznym vysvetlenim je prekryvanie signalizaénych drah (Su a Krysan, 2016).

V MAPK signaliza¢nej drdhe v odpovedi na abioticky stres dochadza k znacnému
prekryvaniu drah jednotlivych komponentov (Smékalova et al., 2014).

Génova interakcia je jav, pri ktorom fenotyp dvojitého mutanta nemozno vysvetlit’ ako
aditivny efekt fenotypov oboch jednoduchych mutantov (Phillips, 2008).

Tato geneticka interakcia vzdy zahtiiala zvySenie poc¢tu defektov vyvinu a rastu korena
pozorovanych u jednoduchého mutanta mpk4. Tieto dvojité mutanty boli heterozygotne
v MPK4 ahomozygétne V druhej muticii, kedZe jednoduché aj dvojit¢é mutanty
homozygdtne v MPK4 su sterilné. Pri mnoZeni tychto dvojitych mutantov samoopelenim
dojde k vystiepeniu priblizne 25% rastlin, ktoré st homozygotne v oboch znakoch a maji
vol'nym okom rozpoznatelny fenotyp, vd’aka ¢omu ich mozno jednoducho vyselektovat’

a pouzit’ na experimenty (Weigel a Glazebrook, 2002).

2.4 Odpovede rastlin na stres

2.4.1 Abioticky stres

Rastliny Ziju v neustale meniacich sa podmienkach prostredia. Musia sa tak vysporiadat’
so Sirokou Skalou stresov. Medzi najzasadnejSie abiotické stresy patri sucho, sol'ny stres
a extrémne teploty (Zhu, 2016). Vylepsenie adaptacie pol'nohospodarsky vyznamnych
rastlin na takéto zmeny vedie kK vy$§im vynosom.

Rastliny reaguji na bioticky a abioticky stres mnohymi spdsobmi, pri¢om regulacia
MAPK dréh je v oboch pripadoch jednym z najvyznamnejsich obrannych mechanizmov
(Smékalova et al., 2014).

MAPK signalizacné drahy spusta chlad, sucho, teplo, posobenie tazkych kovov, UV
ziarenie, solny, oxidativny a osmoticky stres, poranenie, 0zon, ¢i vietor. Najcastejsie
aktivovanymi kindzami v odpovedi na abioticky stres si MPK3, MPK4 a MPKG6
(Ichimura et al., 2000; Teige et al., 2004; Colcombet a Hirt, 2008).
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Genetickou modifikaciou aktivity komponentov MAPK mozno dosiahnut lepSiu
adaptaciu na stres u A.thaliana, ale aj u pol'nohospodarsky vyznamnych rastlin.
Komponenty MAPK drahy su zahrnuté¢ do odpovede na stres, no podielaji sa aj na
vyvinovych procesoch, z coho mozno usudit’, ze tieto procesy v rastlinach spolu tuzko
stvisia (Samajova et al., 2013b).

Mnohé¢ signalne drahy spustené roznymi stresmi ¢asto zdiel'aju rovnaké komponenty
MAPK drahy alebo dokonca celé¢ kaskady (Xu a Zhang, 2015). Je mozné, ze odpoved’
rastliny na kazdy z tychto stresov, je rovnaka alebo aspon zahffia spolocné prvky.
Napriklad, rastlina sa musi chranit’ pred dehydrataciou pri suchu, ale aj v mraze (Knight
a Knight, 2001).

MKK?2 je aktivovand pri solnom strese a chlade, nie je vSak aktivovana teplom ani
H202. MPK4 a MPK6 st fosforylované a aktivované MKK2 v in vitro ako aj v in vivo
podmienkach (Teige et al., 2004). MKK2 je fosforylovana MEKKI.

Reaktivne formy kyslika (reakctive oxygen species, ROS) su délezitym vedl'ajsim
produktom aerobnych organizmov (Mittler et al., 2011). Tvoria sucast’ signalizacie a st
dolezité v udrziavani homeostazy bunky (Smékalova et al., 2014). Rychlu deaktivaciu
ROS zabezpecuju enzymy superoxid dismutaza a kataldza. MAPK signlizacia pri strese
sposobenom ROS a ozéonom u A. thaliana zahfia aktivaciu MPK3 a MPKG6 (Lee a Ellis,
2007; Lumbreras et al., 2010). RNAI potlac¢enie MKKS v rastlinach vedie k potlaceniu
odpovede MPK3 a MPK6 na ozonom spdsobeny stres (Miles et al., 2009).

K strate vody dochadza hlavne cez prieduchy, preto jednym zo spésobov ochrany
rastliny proti suchu je uzatvorenie prieduchov. Fosfolipaza al (PLDal) za¢ne po aktivacii
kyselinou abscisovou (ABA) produkovat’ kyselinu fosfatidova (PA). Pri strese zo sucha
sa zvySi obsah ABA v bunkéch, ¢o mé za nasledok uzatvorenie prieduchov. Rastliny
A. thaliana s mutaciou PLDal vykazuju vyssiu stratu vody Vv porovnani s rastlinami
divokého typu (Hong et al., 2010). RT-PCR analyza preukazala, Ze dochadza k vysokej
expresii MPK9 a MPK12 v zatvaravych bunkach prieduchu v porovnani s bunkami

mezofylu (Jammes et al., 2009).

2.4.1.1 Sol’ny stres

Sol'ny stres sposobuje nerovnovahu v koncentracii Na*, CI" a dalsich i6nov. Taktiez
dochadza k naru$eniu homeostazy mineralov, naj¢astejsie Ca* a K*. Vysoké koncentracie
Na*a CI" v pdde brania korefiom absorbovat’ vodu a zarovefi je vysoka koncetracia tychto

ionov v rastlinach toxicka (Munns, 2005). A.thaliana, spolu s véicSinou
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pol'nohospodarsky vyznamnych rastlin patri do skupiny glykofytov, ¢o st rastliny, ktoré
st schopné rast’ iba v prostredi s nizkou koncentraciou soli (Isayenkov, 2012).

Medzi hlavné mechanizmy obrany rastlin vo¢i vysokym koncentraciam soli patri
zabranenie absorpcie toxickych iénov a cielend akumulacia i6nov do fotosynteticky
neaktivnych ¢asti rastliny (Munns a Tester, 2008). S vysokou koncentraciou Na*a Cl" sa
moze rastlina vysporiadat’ akumuléciou tychto iénov v centralnej vakuole (Munns, 2005).

Kanaly draslika reguluji optimalny pomer K* a Na* iénov v bunkach. Na* konkuruje
K* v metabolickych procesoch buniek. Vysoky obsah K* i6énov v bunkach zlepSuje
toleranciu rastlin vo¢i sol'nému stresu (Isayenkov, 2012).

Transportéry Na® a K* spolu s kanalmi na prijem Na* a K" hraji délezita tlohu
v adaptacii glykofytov aj halofytov. Na rozdielnej tolerancii glykofytov a halofytov na
so' sa podielaju rozdiely v génovej expresii, rozdiely v Strukture proteinov
a posttranslacné modifikacie (Assaha et al., 2017).

Ako uz bolo spomenuté, chlad a sol'ny stres aktivuji signalnu drahu MEKK 1-MKK2-
MPK4/MPK6, kde MEKKI1 je MAP3K, ktora dalej v kaskade aktivuje MKK2
(MAP2K), a ta nasledne aktivuje MPK4 a MPK6 (MAPK) (Teige et al., 2004, Smékalova
etal., 2014).

Hypersenzitivna odpoved’ na chlad a sol'ny stres bola pozorovana u mutanta mkk2,
ktory nedokéaze aktivovat MPK4 a MPK6. Transgénne linie nadexprimujice MKK2 su
schopné vysporiadat’ sa s mrazivymi podmienkami na rozdiel od mkk2 a rastlin divokého
typu. Rastliny tejto nadexpresnej linie dosahuji na médiu s pridavkom NaCl vyssiu
kli¢ivost nez divoky typ. Naopak, kli¢ivost rastlin mkk2 je na takomto médiu vel'mi nizka
(Teige et al., 2004).

MKKK?20 je zapojena do odpovede na abiotické stresy prostrednictvom aktivacie
MPK®6. K aktivacii MKKK20 (MAP3K) dojde v pripade, Ze koncentracia soli v rastline
je dostato¢ne vysoka na to, aby vyvolala hyperosmoticky stres. Mutanty mkkk20 st vel'mi
citlivé na vysoku koncentraciu soli a pri dehydratécii rychlejsie stracaji vodu nez rastliny
divokého typu v rovnakych podmienkach. Pri pésobeni so'ného stresu mozno v tychto
mutantoch pozorovat’ zvySenu koncentraciu superoxidu v porovnani s rastlinami
divokého typu. Transgénne rastliny s nadexpresiou MKKK20 vykazovali toleranciu na
sol'ny stres. PodrobnejSie Stadium tohto mutantu naznacuje, ze MKKK?20 je taktieZ
zapojena do odpovede na chlad, osmoticky stres a ROS. MKKK20 reguluje aktivitu
MPKG6 po osetreni rastlin H2O2, NaCl a posobenim chladu (Kim et al., 2012).

21



2.5 Cytoskelet

Rastlinny cytoskelet zabezpec€uje oporu bunky, reguluje jej intracelularnu organizaciu a
vezikularny transport azohrdva dolezitt Ulohu v bunkovom deleni a ndslednej
diferenciacii (Kamal a Goldstein, 2000; Li et al., 2015; Komis et al., 2015; Smertenko et
al., 2017). Cytoskelet rastlin je zapojeny do prenosu signalov z okolia a do odpovedi
rastlin na vonkajSie podnety (Staiger, 2000). Cytoskelet rastlin tvoria aktinové filamenty

a mikrotubuly.
2.5.1 Aktinové filamenty

Aktinové filamenty, taktiez nazyvané aj mikrofilamenty, st polyméry tvorené
globularnym proteinom aktinom (Obr.3). Molekula aktinu ma vézobné miesto pre
adenozintrifosfat (ATP). Aktin sa v bunke nachddza bud’ ako vol'ny monomér, tzv.

globularny aktin (G-aktin), alebo ako sti¢ast’ polymérneho vlakna, tzv. filamentovy aktin

(F-aktin) (Allwood et al., 2001).

molekula aktinu

plus koniec

37n

minus koniec

Obr. 3 Struktura aktinového filamentu (upravené podl'a Alberts et al, 2008).
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Aktinovy filament pozostava z dvoch paralelnych protofilamentov, ktoré su medzi
sebou obvinuté do pravotodivej zavitnice s priemerom 5-9 nm. Aktinové filamenty st
preto flexibilnejSie v porovnani s dutou valcovitou Struktirou mikrotubulov. Celkova
dizka aktinovych filamentov dosahuje iba niekol’ko desiatok mikrometrov, no v bunkach
st jednotlivé filamenty spajané a zvizkované do rozsiahlejsich sieti/Struktar (Alberts
et al., 2008).

Pri tvorbe nového vlakna sa spoja tri monoméry aktinu do triméru, ¢im vytvoria jadro,
na ktoré sa za¢nl pridavat dalSie podjednotky. Pri vysokej koncentracii volnych
monomeérov rastie filament na oboch koncoch vlakna, avsak rychlejsSie na ostnatom konci
(Lee a Dominguez, 2010). Pri poklese koncentracie vol'nych monomérov sa ostnaty
koniec predlzuje, ale ostry koniec sa zaCne skracovat. Tento jav sa nazyva
Hthreadmilling”. Aktinové monoméry pridavané na ostnaty koniec filamentu majh
naviazani molekulu ATP, ktord vSak kratko po polymerizacii aktinu hydrolyzuje na
ADP. Aktin s naviazanou molekulou ADP disociuje z filamentu lahSie nez aktin
s naviazanym ATP (Cooper a Hausmann, 2007).

V génome A. thaliana je 10 vysoko konzervovanych génov kodujucich jednotlivé
izoformy aktinu, ktoré sa nachadzaji na chromozémoch 1, 2, 3 a5 (McKinney
a Meagher, 1998; McKinney et al., 2002), pricom osem tychto génov sa v rastline
preukazatel'ne exprimuje. Vo vegetativnych pletivach dochadza k expresii génov ACT2,
ACT7 and ACT8 (Vaskebova et al., 2017), pricom gény ACT1, ACT3, ACT4, ACT1la
ACT12 sa exprimuju v reprodukénych pletivach. Gény ACTS a ACT9 zrejme koduju
nefunkéné proteiny (McDowell et al., 1996, Slajcherova et al., 2012).

2.5.1.1 Aktin viazuce proteiny
Dynamiku aktinového cytoskeletu ovplyviiuji proteiny (actin-binding proteins, ABP),
ktoré sa viazu bud’ na aktinové monomeéry, tzv. G-aktin viaziice proteiny, alebo na uz
vzniknuté mikrofilamenty, tzv. F-aktin viaZice proteiny. Interakciou s aktinom reguluji
nukledciu, rychlost’ polymerizacie a depolymerizacie alebo spOsobuji zvidzkovanie
mikrofilamentov. Medzi najdolezitejSie ABP patria profilin, aktin depolymerizujtci
faktor a formin. (Ayscough, 1998; Winder a Ayscough, 2005).
Profilin zabrafiuje spontannej nukledcii G-aktinu, katalyzuje vymenu ADP
naviazaného na aktin za ATP, ¢im urychl'uje polymerizaciu (Krishnan a Moens, 2009).
Clenovia génovej rodiny kofilinov (actin depolymerizing factor, ADF) stimuluji

dezintegraciu aktinovych filamentov. Dosahuju to dvoma réznymi spdsobmi:
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preseknutim mikrofilamentov a zdroveil aj urychl'ovanim oddel'ovania monomérov
z ostnatého konca mikrofilamentov. Geném A. thaliana obsahuje 12 rdznych sekvencii
pre rodinu kofilinov, i ked’ nie vSetky gény st funk¢né (Maciver a Hussey, 2002).

Ciapockové proteiny (capping protein, CP) maju vysoku afinitu k rychlo rasticemu
ostnatému koncu aktinovych filamentov (Hussey a Hashimoto, 2008). Zabranuju strate
aktinovych podjednotiek z ostatého konca, atak podporuju ich stabilitu (Ayscough,
1998).

Génova rodina forminov ma v genome Arabidopsis viac nez 20 sekvencii. Koduje
dimérne proteiny. Kazd4d podjednotka ma vézobné miesto pre monomér aktinu,

naviazanim dvoch monomérov predlzuje aktinové filamenty (Alberts et al., 2008).

2.5.2 Mikrotubuly

Génovl rodinu kédujucu o-tubuliny a B-tubuliny u A. thaliana tvori Sest génov
kodujuacich $tyri rozne izoformy a-tubulinu (Kopczak et al., 1992) a devat génov
kodujtcich osem roznych izoforiem B-tubulinu (Snustad et al., 1992). Geném koduje
aj dve y-tubulinové izoformy (Liu et al., 1994). Réznorodost’ tubulinovych izoforiem
zvySuju aj nasledné posttranslaéné modifikacie (Magiera a Janke, 2014).

Mikrotubuly su dlhé duté valcovité Struktury s vonkaj$im priemerom 25 nm, ktory ich
robi odolnej$imi nez aktinové filamenty (Wade, 2009). Vnutorny priemer mikrotubulov
je 14 nm. Mikrotubuly byvaju rovné adlhé, jeden zkoncov byva pripojeny na
mikrotubuly-organizujuce centrum (MTOC) a predlzuju sa na plus konci smerom
k cytoplazmatickej membrane (Wade, 2009).

Mikrotubuly st tvorené heterodimérmi. Heterodiméry mikrotubulov sa skladaja
zdvoch globularnych proteinov, a-tubulinu a B-tubulinu (Obr.4), spojenych
nekovalentnou vdazbou. (Nogales et al., 1999). Kazda podjednotka heterodiméru viaze
jednu molekulu guanozintrifosfazu (GTP), takZe heterodimér ma dve vdzobné miesta pre
GTP. N-miesto (non-exchangeable) je v a-tubuline nedostupné, preto nedochadza
K hydrolyze naviazaného GTP. Molekula GTP tak tvori integralnu cast’ heterodiméru.
Naopak, GTP na E-mieste (exchangeable) v B-tubuline je pristupny na konci

nepolymerizovaného diméru (Hyman et al., 1992).
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heterodimér
tubulinu

&B

plus koniec

minus koniec

Obr. 4 Struktura mikrotubulov (upravené podl'a Alberts et al., 2008).

Pri zostavovani mikrotubulov je koniec s B-tubulinom s naviazanym GTP pripojeny k
a-tubulinu d’al$ej molekuly heterodiméru, atak sa postupne vytvori protofilament
(Hussey a Hashimoto, 2015). Molekula GTP naviazana na B-tubuline je po polymerizacii
hydrolyzovana na GDP.

Charakteristicka je Struktarna polarita mikrotubulov. Dynamickej$i koniec
mikrotubulov, na ktorom dochadza k rychlejSej polymerizacii a depolymerizacii, je
oznacovany ako plus koniec. Opacny koniec je oznacovany ako minus koniec. Pri vizbe
d’alsieho heterodiméru na predlzujuci sa plus koniec a-tubulinova podjednotka interaguje
s E-miestom GTP na koncovej B-tubulinovej podjednotke, ¢im spusti hydrolyzu GTP.
Podjednotka a-tubulinu pdsobi ako aktivaény protein GTPazy (GTPase-activating
protein, GAP) v E-mieste.
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Protofilamenty sa zdruzujt paralelne k sebe, pri¢om byvaju pri sebe pripojené rovnaké
podjednotky (a-o a B-B). Laterdlne vdzby vsak byvaju neporovnatelne slabSie nez
longitudinalne vézby. Charakteristickii dutu Struktru mikrotubulov tvori spolu 13
spojenych protofilamentov (Tilney et al., 1973, Cooper a Hausmann, 2007).

Mikrotubuly tak tvoria velktl a pevnu §truktru, k rozpadu ¢i oddeleniu molekil
dochadza spravidla iba z koncov mikrotubulov.

Dynamickd nestabilita mikrotubulov je spOsobend sucasnou polymerizaciou a
depolymerizaciou na rovnakom mikrotubulovom vladkne. Z minus konca disociuju
diméry s naviazanym GDP. Zaroven sa mikrotubuly predlzuji na plus konci védzbou
dimérov s GTP. Ktomuto procesu oznacovanému ako ,threadmilling” dochadza aj
v aktinovych filamentoch. Ak polymerizacia prebieha rychlejsie nez depolymerizacia,
dochadza ku kontinudlnemu rastu vldkna, v opacnom pripade sa mikrotubuly skracuji

(Rodionov a Borisy, 1997; Cooper a Hausmann, 2007).

2.5.2.1 Mikrotubuly viaZice proteiny

Dynamika mikrotubulov je regulovana proteinmi, ktoré s nimi asociuju (microtubule-
associated proteins, MAPS), rozkladaji ich, pripadne zrychl'ujii depolymerizaciu na
koncoch mikrotubulov. Dalsie proteiny z tejto triedy naviazanim sa na mikrotubuly
zvySuju ich stabilitu. Interakcie stabilizujtcich proteinov s mikrotubulmi tvoria dolezity
mechanizmus na ur¢enie tvaru a polarity bunky (Cooper a Hausmann, 2007). Interakcie
s MAPs umoznuju tvorbu komplexnej siete mikrotubulov v rastlinnej bunke
(Gardiner, 2013).

Rastlinné MAPS mozno rozdelit' do piatich skupin: mikrotubulové crosslinkery,
motorové proteiny, regulatory tvorby a dynamiky mikrotubulov, proteiny viazice sa na
plus koniec mikrotubulov aregulatory skladania tubulinu, tzv. prefoldiny
(Gu et al., 2008).

K najlepsie preskimanym génovym rodindm v ramci mikrotubulovych crosslinkerov
patria proteiny MAPG65, ktoré spdjaji mikrotubuly medzi sebou a sposobuju ich
zvizkovanie.

Genom A. thaliana koduje 9 génov z rodiny MAP, oznaCovanych AtMAP65-1 az
AtMAPG65-9 (Smertenko et al., 2008).

Sekvencia tychto génov preukazuje 28 % zhodu medzi MAP65-4 a MAP65-8, a az
78% zhodu medzi MAP65-1 a MAP65-2 (Hussey et al., 2002).
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MAPG5-1 sposobuje zvizkovanie mikrotubulov tvorbou mostikov medzi paralelnymi
mikrotubulmi, av§ak nepodporuje polymerizaciu proteinov. Zviazkovanim mikrotubulov
sa zvySuje stabilita mikrotubulov, zabranuje sa katastrofe, atym sa redukuje
depolymerizacia mikrotubulov (Smertenko et al., 2004). MAP65-1 spolu s MAP65-2 hra
dolezitu tlohu pri raste korena, podporuje bunkové delenie a axidlne predlzovanie
(Lucas a Shaw, 2012). V in vitro podmienkach st MAP65-1 a MAP65-2 fosforylované
MPK4 (Sasabe et al., 2011). Expresia konstruktu MAP65-1:GFP a MAP65-2:GFP
vV suspenznej kultire tabaku BY-2 odhalila, ze oba proteiny st pocas cytokinézy
lokalizované vo fragmoplaste (Sasabe et al., 2011).

MAPG5-3 je dolezity pri organizacii mikrotubulov pocas mitézy a cytokinézy.
UdrZiava integritu prekryvajucich sa mikrotubulov vo fragmoplaste (Miiller et al., 2004).
Taktiez hra doleziti tlohu pri infekcii patogénmi Hyaloperonospora arabidopsidis a
Erysiphe cruciferarum (Quentin et al., 2016). Mutant map65-3 je menej nachylny na
infekciu, pretoze velké bunky v korenoch, ktoré vyuziva patogén na vyzivu sa bez
funkéného proteinu MAP65-3 nediferencuju Uplne a nie su Zivotaschopné (Caillaud et
al., 2008).

MAPG65-4 asociuje s deliacim vretienkom pocas profazy a s kinetochorickymi
vlaknami od prometafdzy az do konca anafiazy. Tvorba mostikov medzi pril'ahlymi
mikrotubulmi v in vitro podmienkach spdsobuje zvizkovanie mikrotubulov a sprevadza
ich predlZovanie (Fache et al., 2010).

MAPG65-5  zvdazkovanim antiparalelnych ~ mikrotubulov  podporuje  tvorbu
dvojdimenzionalnej siete. V in vivo podmienkach sa MAP65-5 viaze na PPB ana
mikrotubuly deliaceho vretienka pocas profazy (Gaillard et al., 2008).

MAPG65-6 kolokalizuje s mitochondriami a sposobuje reorganizaciu mikrotubulov do
sietovitej Struktary, priCom vSak mikrotubuly nezvizkuje (Mao et al., 2005).

Imunolokalizacia MAP65-8 a MAPG65-9 nepreukazala pritomnost’ tychto proteinov
v kortikalnych mikrotubuloch, PPB alebo fragmoplaste (Smertenko et al., 2008). Funkcia

a lokalizacia MAP65-7 zatial’ nebola preskiimana.

2.6 Bunkové delenie

Cytokinéza rastlinnych buniek je regulovand fragmoplastom, mikrotubulmi, aktinovymi
filamentmi a asociovanymi molekulami, ktoré tvoria konsStrukciu pre vytvorenie novej

bunkovej steny (Otegui et al., 2005). Poc¢as bunkového cyklu dochadza k reorganizacii
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mikrotubulov. Ako bolo spomenuté, protein MAP65 zvézkuje mikrotubuly. Je kl'iCovy
pre integritu vretienka pocas anafdzy a pri bunkovom deleni.

PPB urcuje rovinu bunkového delenia este pred zac¢iatkom mitdzy (Verma, 2001). PPB
je prstenec, ktory pozostava znahusto uloZenych kortikalnych mikrotubulov
a aktinovych filamentov. Tvori sa po replikacii DNA v G2 faze bunkového cyklu este
pred zacatim profazy. Nasledne sa jadro bunky presunie do stredu PPB. Nasleduje
karyokinéza, ked’ sa deliace vretienko v metafaze napoji na skondenzované chromozémy
apocas anafazy rozdeli sesterské chromatidy na opa¢né poly bunky. Medzi dvoma
sesterskymi novovzniknutymi jadrami zacne vznikat fragmoplast zo zvyskov
mikrotubulov deliaceho vretienka. Fragmoplast pozostava z aktinovych filamentov,
dvoch antiparalelnych sad mikrotubulov ardéznych proteinov. Mikrotubuly vo
fragmoplaste st orientované plus koncom krovine bunkového delenia
(Otegui a Staehelin, 2000). V miestach, kde bol predtym vytvoreny PPB, sa
z fragmoplastu nasledne vytvori bunkova prepazka, ktord sa postupne rozsiruje
centrifugalne a splyva s plazmatickou membranou materskej bunky (Lucas et al., 2006).
Kaloza a d’alSie polysacharidy potrebné na rast bunkovej prepazky sa tvoria v Golgiho
aparate a st transportované pomocou mikrotubulov. Vezikuly z Golgiho aparatu
obsahujtce kaldzu splyvaji s okrajom bunkovej prepazky (Otegui et al., 2005), a tak ju
roz8irujt, az pokym nedosiahnu bunkovt stenu materskej bunky (Nishihama a Machida,
2001).

Celulozu mozno detekovat’ v bunkovej prepazke, ked zacne splyvat’ s materskou
bunkovou stenou a dozrievat. Pri dozrievani celuléza nahradza kalozu. Tento fakt
naznacuje, ze celulézasyntdza je dopravend k bunkovej prepdzke pomocou vezikul

z Golgiho aparatu (Verma, 2001).
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Material

3.1.1 Biologicky material

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

Arabidopsis thaliana T-DNA inzer¢ny ,,knock out“ mutant mpk4 (SALK _056245),
ekotyp Col-0.

Arabidopsis thaliana T-DNA inzerény ,.knock out* mutant mpk5 (WiscDsLox430A12),
ekotyp Col-0.

Arabidopsis thaliana ,,knock out* mutant mpk4 mpk5 vytvoreny krizenim linii mutanta
mpk4 (SALK _056245) a mutanta mpk5 (WiscDsLox430A12) (Su a Krysan, 2016).
Arabidopsis thaliana exprimujuci marker aktinového cytoskeletu (35S::GFP:FABD?2),
ekotyp Col-0.

Arabidopsis thaliana exprimujici marker tubulinového cytoskeletu (35S::TUAG6:GFP),
ekotyp Col 0.

3.1.2 Chemikalie
Alfa Aesar: Gellan Gum
BioRad: monoklonalna protilatka anti-a-tubulin YOL1/34

Desert Biological: meicelaza

Duchefa Biochemie: Murashige & Skoog Medium Basal Salt Mixture,

Invitrogen: 6x DNA Loading Dye, marker molekularnej vel’kosti GeneRuler 1
kb Plus DNA Ladder, stiprava na genotypizaciu Phire Plant Direct
PCR Kit, konjugovana sekundarna protilatka (kozia anti-potkania)
Alexa Fluor 488 Goat anti-rat 1IgG (H+L)

Nippon Genetics: Midori Green fluorescenéné farbivo

Polysciences: paraformaldehyd
Serva: celulaza, macerozym
Sigma Aldrich: 4',6-diamidin-2-fenylindol (DAPI), agar6za, dimethylsulfoxid

(DMSO),  ethylendiaminotetraoctova  kyselina ~ (EDTA),
glutaraldehyd, glycerol, hovidzi sérovy albumin (BSA), chlorid
draselny (KCI), chlorid sodny (NaCl), kyselina octova, MES

monohydrat, Nonidet P-40, parafenyléndiamin, sacharéza,
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tetrahydroboritan sodny (NaBHj), tris(hydroxymetyl)aminometan
(TRIS)

Zeiss: Imerzny olej 518F

3.1.2.1 Roztoky a média

Pevné kultivaéné %2 MS médium

2,15 g-I't Murashige & Skoog Medium Basal Salt Mixture

10 g-1' sachardza

6 gl Gellan Gum

1g1?t MES

11 miliQ H20
pH 5,8

sterilizacia autoklavovanim

Tekuté %> MS médium
2,15g11 Murashige & Skoog Medium Basal Salt Mixture

10 g-1' sacharoza

1g1? MES

11 miliQ H20
pH 5,8

sterilizacia autoklavovanim

Tekuté 5 MS médium s obsahom 150 mmol-1* NaCl
2,15 g1t Murashige & Skoog Medium Basal Salt Mixture

10 g-1*t sachardza

1gl? MES

11 miliQ H20
pH 5,8

sterilizacia autoklavovanim

8,766 g'I7  NaCl
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Tekuté '» MS médium s obsahom 150 mmol-1* KCI
2,15 g1t Murashige & Skoog Medium Basal Salt Mixture

10 g-1' sachardza

1g1? MES

11 miliQ H20
pH 5,8

sterilizacia autoklavovanim

11,183 g:1*  KCI

PBS (fosfatom timeny sol'ny roztok)
0,14 mmol-1* NaCl
2,7 mmol-1t KCI
6,5 mmol-1t Na;HPO4. 2 H,0
1,5 mmol- 1t KH2PO4
miliQ H2O
pH 7,3

MTSB (pufor stabilizujici mikrotubuly)
50 mmol-1*  PIPES
5mmol-1t  MgSOs. 7 H,0
5mmol- 1t EGTA

pevny KOH

miliQH20

pH 6,9

Fixaény roztok

12,5 ml MTSB

2,35 ml paraformaldehyd (16%)
0,5ml glutaraldehyd (25%)
9,65 ml miliQ

25 ul Triton X-100

Redukény roztok
50 mg NaBH4
50 ml PBS

31



Enzymaticky roztok

15 ml PBS

0,15¢g meicelaza
0,15¢g celulaza
0,15¢ macerozym

Permeabilizaény roztok

30,8 ml PBS
3,5mi DMSO (10%)
0,7 ml Nonidet P-40 (2%)

Zalievacie médium

15 mg parafenyléndiamin

30 ul DMSO (10%)

14 ml glycerol

1ml 1,5 mol-1" TRIS HCI pufor, pH 8,8

1% agardzovy separacny gél

099 agaroza

90 ml 1x TAE pufor

4,75 ul fluorescen¢né farbivo Midori

TAE pufor

1219 trishydroxymetylaminometan (TRIS)

50 ml kyselina etyléndiamintetraoctova (EDTA)
422 ml miliQ H20

28,55 ml kyselina octova (99,5%)

3.1.3 Pristroje

laboratorne predvazky S1502 (Bel Engeneering)
analytické vahy XA110/2X (Radwag)

pH meter Cyberscan 310 (Eurotech Instruments)
elektromagneticka miesacka MSH-420 (Boeco)
vortex (Labnet)

flowbox (Faster)

digestor (Merci)
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fytotron (Weiss Gallenkamp)

trepacka nastavitel'nou teplototou inkubacie ES-20 (Biosan)
skener ImageScanner 111 (Epson)

konfokalny laserovy skenovaci mikroskop LSM 710 (Zeiss)
stereomikroskop MSZ 5000 (Kriiss)

binokularna lupa M165FC s CCD kamerou (Leica Microsystem)
PCR thermocykler MyCyclerTM Thermal Cycler (BioRad)
vizualizator na gély Gel DocTM EZ Imager (BioRad)

3.1.4 Software

Inkscape 0.92.3, Leica Application Suite, Microsoft Office Excel 2016, Microsoft Office
PowerPoint 2016, EPSON Scan, Zeiss ZEN Blue 2011, Zeiss ZEN Black 2011

3.2 Metédy

3.2.1 Povrchova sterilizacia semien

Semena boli sterilizované v mikroskiimavke s objemom 1,5 ml; pri¢om semené zapinali
maximalne objem 0,2 ml. Sterilizacia prebehla za sterilnych podmienok v laminarnom
boxe nasledujucim postupom:
1) premytie semien v 1 ml 70% etanolu po dobu 5 minut,
2) odpipetovanie 70% etanolu z mikroskumavky,
3) premytie semien v1 ml 96% etanolu po dobu 3 minut v pripade Semien
mutantnych linii @ 4 minaty v pripade semien divokého typu,
4) odpipetovanie 96% etanolu z mikroskiimavky,
5) dvakrat premytie semien v sterilnej destilovanej vode po dobu 2 minut
a odpipetovanie vody,
6) premytie semien v sterilnej destilovanej vode po dobu 5 minut,
7) odpipetovanie poloviéného objemu vody.
Nasledne bola suspenzia semien a vody prenesena pipetou so Spickou s odstrihnutym
koncom na Petriho misku s filtraénym papierom. Po vyschnuti filtracného papiera bola
miska uzatvorend parafilmom. Takto sterilizované semend boli skladované v chladnicke

pri teplote 4 °C.
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3.2.2 Priprava kultivaénych médii
Na kultivaciu bolo pouzité pevné 2 MS médium. V 1 | destilovanej vody bolo za
neustaleho miesania rozpustenych 2,15 g MS Salts Basal Salts Mixture, 10 g sacharézy
al g MES. Do kazdej zo Styroch flia§ s objemom 500 ml bolo pridanych 1,5 g Gellan
Gum. Hodnota pH bola upravena na 5,8 pomocou 10 mol-1* a nasledne 1 mol-1* KOH.
Do kazdej fl'ase bolo naliatych 250 ml média. FlaSe boli sterilizované autoklavovanim.
Tekuté 1/2 MS médium pouzité na vyvolanie stresu bolo pripravené rovnako ako
pevné 2 MS médium S tym rozdielom, ze do flia§ nebol pridany Gellan Gum. Na
vyvolanie stresu boli pouzité média s obsahom soli, konkrétne 150 mmol-1? KCI
a 150 mmol-1* NaCl. Soli boli za neustileho miesania pridané do sterilizovaného média

bezprostredne pred oSetrenim rastlin.

3.2.3 Optimalizacia podmienok in vitro kultivacie rastlin

Sterilizované médium bolo rozpustené a do Stvorcovych Petriho misiek bolo naliatych
50 ml média. Po stuhnuti média boli na povrch média vysiate sterilizované semena
A. thaliana.

Vo flowboxe boli sterilizované semena vysiate na Petriho misku s pevaym 2 MS
médiom. Nasledne boli misky uzatvorené parafilmom a chirurgickou paskou. Misky
S vysiatymi semenami boli ponechané¢ 72 hodin v chladnicke pri 4 °C, aby presli
procesom stratifikacie. Pocas uskladnenia v tme, chlade avlhku semena absorbuju
vlhkost’ a Ziviny. Nasledné klicenie vSetkych semien je synchronizované.

Po 72 hodinach v chladnicke boli misky so semenami premiestnené do fytotronu, kde
boli kultivované vertikalne, pri teplote 21 °C, vlihkosti 70% a fotoperiode 16 h svetlo, 8 h

tma.

3.2.4 Selekcia rastlin na imunocytochemicki lokalizaciu
Ako uz bolo spomenuté, rastliny mpk4 a mpk4 mpk5 vykazuju abnormalny fenotyp iba
Vv pripade, Ze obe alely MPK4 st vyradené z funkcie, teda, Ze rastlina je v danom znaku
homozygo6t. Tento fenotyp mozno pozorovat’ uz na rastlinach starych 2 dni.

Po 72 hodinach kultivacie vo fytotrone boli selektované rastliny mpk4 a mpk4 mpk5.
Na selekciu bol pouzity stereomikroskop. Rastliny, ktoré vykazovali normélny rast, dizku
korena a Strukturu korenovych vlaskov, boli z misky odstranené a neboli pouzité na

experimenty.
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Rastliny mpk5 arastliny divokého typu neboli selektované, na experimenty boli

pouzité vsetky.

3.2.5 Indukcia soI'ného tresu
Petriho misky s rastlinami boli umiestnené na kyvacky pri 15 otackach za minutu
(revolutions per minute, RPM) a nasledne boli zaliate 10 ml 150 mmol-1* NaCl alebo KCI

v ¥4 MS médiu. Rastliny boli premyvané po dobu 30 minut.

3.2.6 Imunocytochemicka lokalizacia metodou ,,whole mount*
Na imunocytochemicku lokalizaciu a-tubulinu bol pouzity protokol podla Samajove;
et al. (2014), mierne upraveny podl'a potrieb tohto experimentu.

Petriho misky s vysadenymi semenami linii mpk4, mpk5, mpk4 mpk5 a divokym
typom Col-0 boli ulozené do chladnicky na 72 hodin pri teplote 4 °C. Nasledne boli
kultivované 3 dni vo fytotrone pri teplote 21 °C, 70% vlhkosti a fotoperiode 16 h svetlo,
8 h tma, vo vertikalnej polohe.

Po navodeni sol'ného stresu opisaného v predchadzajucej podkapitole boli rastliny
prenesené do plastovych koSikov s membranou, ktoré boli umiestnené do jamiek
kultivaénej dosticky s napipetovanym fixaénym roztokom. Kultivacnéd dosticka bola
vloZena do exsikatora a rastliny vo fixaénom roztoku boli vystavené vdkuu dva razy po
dobu 3 minut. Nasledne boli rastliny ponechané 1 hod vo fixatnom roztoku pri izbovej
teplote (room temperature, RT). Takto zafixované rastliny boli dvakrat premyté po dobu
10 min v %2 MTSB a dvakrat premyté v PBS po dobu 10 mintt. Rastliny boli prenesené
do redukéného roztoku, kde prebiehala redukcia trikrat po dobu 5 minuat. Redukény roztok
bol vymyvany pitkrat v PBS. Nasledovalo enzymatické natravenie bunkovej steny
enzymatickym roztokom v inkubatore pri 30 °C po dobu 30 min. Nasledne boli rastliny
premyté Styrikrat v PBS po dobu 5 minut. Nasledovalo oSetrenie permeabilizaénym
roztokom pocas 60 min. Potom boli rastliny Styrikrat premyté v PBS po dobu 10 min. Na
blokovanie bol pouzity 5% roztok BSA v PBS, inkubacia trvala 60 min. Primarna
protilatka anti-a-tubulin (YOL1/34) bola zriedena v 2,5% roztoku BSA v PBS v pomere
1:300. Rastliny boli inkubované v primarnej protilatke pocas noci pri 4°C.

Na druhy den boli vzorky Sestkrat premyté v 5% roztoku BSA v PBS. Nasledovala
inkubacia koziou anti-krysou sekundarnou protilatkou Alexa Fluor 488 rozriedenou
v 2,5% roztoku BSA v PBS v pomere 1:500. Inkubacia prebichala 90 min v inkubatore
pri 37 °C a nasledne 90 min pri RT. Vzorky boli trikrat premyté v PBS po dobu 10 min.
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Nasledovalo znacenie jadier fluorescenénym farbivom DAPI po dobu 10 min, pricom bol
pouzity 10 mmol-17 zasobny roztok DAPI zriedeny v PBS v pomere 1:1000. Nasledovalo
trojnasobné premytie v PBS, vzdy pocas 10 min.

Rastliny boli prenesné na podlozné sklicko do kvapky zalievacieho média, prekryté
krycim sklickom a okraje boli utesnené lakom na nechty.

Vzorky boli pozorované konfokalnym laserovym skenovacim mikroskopom LSM 710
(Zeiss). Na excitaciu fluorescenéného farbiva DAPI bol pouzity laser s vinovou dizkou
405 nm, emisny filter prepustal Ziarenie s vinovou dizkou 410-503 nm. Fluorescenéné
farbivo Alexa Fluor 488 bolo excitované laserom s vinovou dizkou 488 nm a emisny filter

preptstal Ziarenie s vinovou dizkou 490-547 nm.
3.2.7 Krizenie mpk4 mpk5 s markermi cytoskeletu

3.2.7.1 Selekcia rastlin

Semena mpk4 a mpk4 mpk5 boli vysiate do Petriho misiek vo flowboxe v sterilnych
podmienkach na %2 MS pevné médium a boli ulozené do chladnicky na dva dni pri teplote
4 °C. Potom boli kultivované vo fytotrone pri teplote 21 °C, 70% vlhkosti a fotoperiode
16 h svetlo, 8 h tma vo vertikalnej polohe. Po $tyroch diioch boli rastliny selektované
podla charateristického fenotypu, pricom boli z Petriho misiek odstranené zakrpatené
rastliny s deformovanym korenom vykazujuce fenotyp mutanta, ktory je recesivne
homozygétny v MPK4. Ako uz bolo spomenuté, mutant mpk4 mpk5 recesivne
homozygotny v MPK4 neprodukuje semena. Selekcia prebehla vo flowboxe.

Z rastlin, ktoré nevykazovali neobvykly fenotyp, bol odobraty list, ktory bol nasledne
rozsuspenzovany v extrakénom pufre v mikroskimavke pomocou pipetovej S$picky.
Mikrosktimavky boli ponechané na 'ade 60 min, neskor boli uskladnené v mraznicke pri

-20 °C. Vzorky boli pouzité na genotypizaciu.

3.2.7.2 Genotypizacia PCR a agarozova elektroforéza

Genotypizacia bola uskuto¢nena s pouzitim Phire Plant Direct PCR Kit (Tab. 1). Na
amplifikaciu cielovej sekvencie boli pouzité prislusné kombinéacie primerov (Tab. 2),
s komplementarnou sekvenciou k amplifikovanému tseku DNA vlakna (Tab. 3). Priebeh

reakcii je zhrnuty nizsie (Tab. 4).
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Tab. 1 Zlozenie a objemy 1 reakcie PCR mixu

objem 1 reakcie (spolu 15 ul)
dH20 57 ul
2x PCR pufor 7,5l
primer forward (koncetracia 0,5 umol-1?) 0,375 ul
primer reverse (koncetracia 0,5 pmol-17) 0,375 ul
Phire Polymeraza 0,3 ul
DNA templat 0,75 ul

Tab. 2 Pouzité kombinacie primerov

sada primerov

amplifikovana alela

MPK4 FW + MPK4 Rev

divoky typ MPK4

MPK4 Rev + MLB1

mutantna alela MPK4

MPKS5 FW + MPKS5 Rev

divoky typ MPK5

MPK5 FW + p745

mutantna alela MPK5

Tab. 3 Sekvencie pouzitych primerov

primer sekvencia primeru 5‘—3°

MPK4 FW CGGTGAAACAATGACACGAGA

MPK4 Rev CCGCTTCAACAGATGGTTACG

MPKS5 FW GTTAAGGAGCTACCTAAGTTCCCAAG

MPKS5 Rev CATGAGATGAAGGAGAAACAGAGCT

p745 AACGTCCGCAATGTGTTATTAAGTTGTC

MLB1 GTGGACTCTTGTTCCAAACTG

Tab. 4 Reakéné podmienky PCR

faza reakcie cas teplota | pocet opakovani
pociatocna denaturécia 30s 98°C |1

denaturacia 5s 98°C |35

nasadanie primerov 5s 67°C |35

elongacia 20s 72°C |35

konec¢na elongécia Smin |72°C |1
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Po prevedeni PCR reakcie boli vzorky v thermocycleri zachladené a udrziavané pri
teplote 4 °C. Do kazdej vzorky boli pridané 3 pl nanasacieho pufru 6x Loading Dye. Do
jamiek v 1% agar6zovom separa¢nom géli umiestnenom v elektroforézovej vanicke bolo
z kazdej vanicky nanesenych 13 pl vzorky. Do okrajovych jamiek gélu bol na porovnanie
velkosti produktov po separacii napipetovany marker molekularnej velkosti GeneRuler.
Gél bol zaliaty 1x TAE pufrom. Separacia prebichala 35 min, priCom bolo pouzité napatie
85V a elektricky prad 400 mA. Po ukonceni elektroforézy bol gél analyzovany vo

vizualizatore.

3.2.7.3 Krizenie rastlin

Rastliny, uktorych genotypizacia preukazala, Zze su heterozygotne v MPK4
a homozygotne v MPKD5, boli po 2 tyzdiioch kultivacie v in vitro podmienkach presadené
Z Petriho misiek do kvetinacov s pddou a d’alej boli kultivované vo fytotrone pri 21 °C,
60% vlhkosti a fotoperidde 16 h svetlo, 8 h tma. Samotné krizenie prebehlo po tom, ako
sa zacali vyvijat’ kvetné puciky na rastlinach. Kvetné puaciky na rastlinach mpk4 mpk5,
ktoré eSte neboli rozvinuté a nezacali produkovat’ pel’, boli pomocou pinzety otvorené
a z kvetu boli odstranené vSetky pel'nice. Na bliznu piestika takto upravenych kvetov bol
preneseny pel z rastlin Col-0 exprimujtacich markery cytoskeletu (35S::GFP:FABD2 a

35S::TUAG:GFP). Kvetné puciky boli nasledne opatrne uzatvorené a oznacené.

38



4 VYSLEDKY
4.1 Optimalizacia podmienok in vitro kultivacie rastlin v podmienkach
abiotického stresu

Na experiment boli pouzité linie mpk4, mpk5 a mpk4 mpk5, ako kontrola boli pouzité
semena divokého typu Col-0 (Obr. 5).

mpk4 mpkd

Obr. 5 Rastliny po 4 dioch kultivacie na 2 MS médiu. Mierka 2 mm.

A Fenotyp rastliny divokého typu Col-0. Fotka je zloZzena z dvoch snimok.
B Fenotyp mutanta mpk5. Fotka je zlozena z dvoch snimok.

C Fenotyp mutanta mpk4.

D Fenotyp mutanta mpk4 mpk5.
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Po troch dioch kultivacie boli rastliny na Petriho miskach zaliate 10 ml tekutého Y4
MS média s obsahom 150 mmol-1* NaCl alebo 150 mmol-1 KCI. Misky boli 30 minat
premyvané na kyvackach pri 15 RPM. Ako kontrola boli pouzité rastliny, ktoré boli
premyvané iba Cistym 2 MS médiom a rastliny, ktoré neboli premyvané vobec.

Nasledne boli rastliny podrobené imunocytochemickej lokalizacii metédou ,,whole

mount®.

4.2 Imunocytochemicka lokalizacia cytoskeletu u vybraného dvojitého
mutanta metodou ,,whole mount* v kontrolnych a stresovych
podmienkach

Metodou ,,whole mount* bola uskuto¢nend imunocytochemicka lokalizacia cytoskeletu
Vv epidermalnych bunkach korefia. Pouzita primarna potkania protilatka sa naviazala na
a-tubulin. Na primarnu protilatku bola naviazand konjugovanéd sekundarna protilatka

S fluoroforom. Jadra boli kontrastne sfarbené DAPI.

4.2.1 Organizacia mikrotubulov v epidermalnych bunkach korenov

Vv kontrolnych podmienkach

Vizualizaciou mikrotubulov imunohistochemicky bolo mozné sledovat’ anatomicku
organizaciu buniek korenovej $picky (Obr. 6). V koreni rastlin divokého typu Col-0 su
bunky usporiadané do pravidelnych radov (Obr. 6 A). Bunky v meristematickej oblasti
mali priblizne rovnaku velkost. K deleniu buniek dochadza v rovine delenia kolmo na
smer rastu koreiia. Farbenie DAPI preukézalo, Ze kazd4 bunka obsahuje iba jedno jadro.
Kortikalne mikrotubuly st paralelne a rovnomerne usporiadané kolmo na pozdiznu os
korena (Obr. 7 A).

Pozorovanie ukazalo, Ze koren mpk4 je deformovany (Obr. 6 B). V koreni sa
vyskytovali abnormalne velké bunky, rovnako ako aj nedokonéené bunkové prepazky
a viacjadrové bunky. Bunky v koreni nie s usporiadané do pravidelnych radov, ¢o sa
prejavuje na celkovej stavbe a strukture korena. Rovina delenia buniek byva rozna, ¢asto
sikma (Obr. 8 A), ¢o mdze viest' k nerovnomernému rozdeleniu bunky. Dochadza tak
K naruseniu prirodzenej organizacie buniek korena. V detaile buniek mozno pozorovat’
nedokoncené bunkové prepazky charakteristické pre mpk4, ktoré umoznuji vznik
velkych mnohojadrovych buniek (Obr. 7 B).

Bunky korenia mpk5 su usporiadané do radov podobne ako bolo pozorované u divého

typu Col-0. Velkost susediacich buniek je porovnatel'na (Obr. 6 C). Neboli pozorované
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ziadne abnormalne vel'ké bunky s viacerymi jadrami alebo Sikmo rozdelené bunky.
Organizacia kortikalnych mikrotubulov je porovnatel'na s mikrotubulmi v korenovych
bunkach divokého typu (Obr. 7 C).

Korent mutanta mpk4 mpk5 je deformovany, moZzno pozorovat abnormalne velké
Clenité bunky, ktoré su nepravidelne usporiadané (Obr. 6 D). V koreni sa nachadzaju
bunky s viacerymi jadrami a organizacia korena je narusenda, dochadza k Sikmému
rozdeleniu buniek (Obr. 8 B a C). Podobne ako u mpk4 aj v koreniovych bunkach mpk4
mpk5 ¢asto dochadza k vytvoreniu netplnych bunkovych prepazok, ¢o je pric¢inou vzniku

mnohojadrovych buniek (Obr. 6 D, Obr. 7 D).
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Obr. 6 Imunofluorescenéna lokalizacia mikrotubulov (zelené) a DAPI farbenie (oranzové)
Vv kontrolnych podmienkach. Farba DAPI bola upravena v programe ZEN Blue z modrej na
oranzovu pre lepsiu ndzornost’. Mierka 50 pm.

A Koren divokého typu Col-0.

B Koren mpk4 mutanta. Hviezdicky oznacuju bunky s dvoma jadrami.

C Koreni mpk5 mutanta.

D Koren mpk4 mpk5 mutanta. Hviezdicky oznacuju bunky s viacerymi jadrami.
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mpk4 mpkb
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Obr. 7 Imunofluorescen¢na lokalizacia mikrotubulov rastlin v kontrolnych podmienkach.
Mierka 10 pum.

A Detail korena divokého typu Col-0.

B Detail korena mpk4 mutanta. Trojuholniky ukazuji nedokoncené bunkové prepazky.

C Detail korena mpk5 mutanta.

D Detail korena mpk4 mpk5 mutanta. Trojuholniky ukazuji nedokoncené bunkové prepazky.
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mpk4 mpk5

Obr. 8 Cytokinetické defekty v bunkach koreia umpk4 ampk4 mpk5 kultivovanych
Vv kontrolnych podmienkach.. Mierka 10 pm.

A Bunky so Sikmou rovinou delenia v mpk4. Trojuholniky ukazuji nedokonéené bunkové
prepazky.

B Bunky so Sikmou rovinou delenia v mpk4 mpk5. Trojuholniky ukazuji nedokoncené bunkové
prepazky.

C Deliace sa bunky v mpk4 mpk5. Dvojitd Sipka ukazuje skoré fragmoplasty so Sikmou
orientaciou. Kruhy ozna¢uju bunky s viacerymi mitotickymi vretienkami.
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4.2.2 Organizacia mikrotubulov v epidermalnych bunkach Kkorenov
premyvanych v /2 MS médiu

V nasledujicich experimentoch bola pozornost zamerana hlavne na organiziciu

kortikdlnych mikrotubulov epidermdlnych buniek korefla urastlin vystavenych

kratkodobému abiotického stresu.

Ako kontrola boli pouzité rastliny premyvané v %2 MS médiu bez pridavku NaCl a
KCI. Organizacia kortikalnych mikrotubulov divokého typu Col-0 nevykazovala zmeny
V porovnani s nestresovanymi rastlinami (Obr. 9 A).

V epidermalnych bunkach mpk4 mozno pozorovat vyraznejSic zvizkovanie
kortikalnych mikrotubulov (Obr. 9 B).

U mpk5 dochadzalo po premyvani rastlin v 4 MS médiu k miernemu zvédzkovaniu
kortikalnych mikrotubulov v porovnani s ich organizaciou v nepremyvanych korenioch
(Obr. 9 C).

V bunkach mpk4 mpk5 podobne ako u mpk4 mutanta pri premyvani s /2 MS médiom
dochadzalo k vyraznejSiemu zvizkovaniu mikrotubulov v porovnani s kortikdlnymi

mikrotubulmi nevystavenymi premyvaniu (Obr. 9 D).
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Obr. 9 Imunofluorescen¢na lokalizacia mikrotubulov rastlin premyvanych 30 min v /2 MS médiu.
Mierka 10 pum (A) a 20 pm (B,C,D).

A Detail korena divokého typu Col-0.

B Detail korena mpk4 mutanta. Sipky ukazujii zvizkované mikrotubuly po premyvani
Vv %2 MS médiu. Trojuholniky ukazuji nedokoncené bunkové prepazky.

C Detail korena mpk5 mutanta. Sipky ukazuju zvizkované mikrotubuly po premyvani
v %2 MS médiu.

D Detail koreia mpk4 mpk5 mutanta. Sipky ukazuji zvizkované mikrotubuly po premyvani
Vv %2 MS médiu.
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4.2.3 Vplyv soPného stresu navodeného 150 mmol-1? NaCl na

organizaciu mikrotubulov v epidermalnych bunkach korenov

Na $tadium vplyvu sol'ného stresu boli rastliny vystavené posobeniu 150 mmol-1"t NaCl
po dobu 30 min.

Kortikalne mikrotubuly v korenovych bunkach divokého typu Col-0 sa
v podmienkach soI'ného stresu zacinaji zviazkovat’ (Obr. 10 A).

Bunky mpk4 reaguji na stres masivnym zvizkovanim a chaotickym usporiadanim
mikrotubulov (Obr. 10.B).

Mikrotubuly mutanta mpk5 sa zvizkuja vyraznejsie v sol'ou indukovanom strese nez
v bunkach rastlin oSetrenych iba 2 MS médiom bez pridavku soli (Obr. 10 C). Napriek
tomu zostava paralelné usporiadanie vyraznych zvizkov mikrotubulov v bunkach mpk5
zachované. V kontrolnych podmienkach bez premyvania bola organizacia mikrotubulov
u Col-0 a mpk5 porovnatel'na, no mutant mpk5 reaguje na stres z NaCl citlivejsie nez
divoky typ.

Mikrotubuly v bunkach mpk4 mpk5 st chaoticky usporiadané a dochadza
k ¢iastoénému rozpadu mikrotubulov (Obr. 10 D).
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mpk4 mpk5

Obr. 10 Imunofluorescenéna lokalizacia mikrotubulov po oSetreni 150 mmol-1* NaCl.

Mierka 10 um.

A Epidermalne bunky koretia divokého typu Col-0. Sipky ukazuju zvizkované mikrotubuly po
osetreni NaCl.

B Epidermélne bunky korefia mpk4 mutanta. Sipky ukazuji zviizkované mikrotubuly po o$etreni
NaCl. Trojuholniky ukazuji nedokoncené bunkové prepazky.

C Epidermalne bunky koretia mpk5 mutanta. Sipky ukazuju zviazkované mikrotubuly po o$etreni
NacCl.

D Epidermalne bunky korefia mpk4 mpk5 mutanta. Sipky ukazuju zvizkované mikrotubuly po
oSetreni NaCl. Trojuholniky ukazuji nedokonc¢enu bunkovi prepazku. Modré elipsy zobrazuja
rozpadavajice sa mikrotubuly.
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4.2.4 Vplyv solného stresu navodeného 150 mmol- 1! KCI na

organizaciu mikrotubulov v epidermalnych bunkach korenov
V korenovych bunkéach divokého typu Col-0 dochadza k vel'mi vyraznému zviazkovaniu
mikrotubulov (Obr. 11 A), rastliny Col-0 reaguju na stres z KCl vyrazne citlivejSie nez
pri oSetreni NaCl (Obr. 10 A).

Bunky mpk4 mutanta po osetreni KCl vykazuju mierne zvdzkovanie (Obr. 11 B), st
teda menej citilivé na KCI nez na NaCl.

Mutant mpk5 taktiez reaguje na stres zvazkovanim, v bunkach v§ak mozno pozorovat’
aj rozpad mikrotubulov nasledkom pdsobenia stresu (Obr. 11 C). Mutant teda na stres
z KCl reaguje citlivejSie nez na stres z NaCl, ked’ sice dochadza k tvorbe vel'mi hrubych
zvéazkov, ale mikrotubuly sa nerozpadavaja (Obr. 10 C).

V bunkach mpk4 mpk5 pri posobeni KCI dochadza k vyraznému zvizkovaniu
(Obr. 11 D). V bunkach vsak nedochadza k rozpadu mikrotubulov ako pri pésobeni NaCl
(Obr. 10 A). Mutant mpk4 mpk5 ma na pésobenie KC1 podobna odpoved’ ako jednoduchy
mutant mpk4.
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Obr. 11 Imunofluorescenéna lokalizacia mikrotubulov po oSetreni 150 mmol-1" KCI.

Mierka 10 um (A, B, C) a 20 um (D).

A Epidermalne bunky korefia divokého typu Col-0. Sipky ukazuju zvizkované mikrotubuly po
osetreni KCI.

B Epidermalne bunky koreiia mpk4 mutanta. Sipky ukazujt zvizkované mikrotubuly po o$etreni
KCI. Trojuholnik ukazuje nedokon¢enti bunkovu prepazku.

C Epidermalne bunky koretia mpk5 mutanta. Sipky ukazuju zvizkované mikrotubuly po o3etreni
KCI. Modré elipsy zobrazuju rozpadavajice sa mikrotubuly.

D Epidermalne bunky koreiia mpk4 mpk5 mutanta. Sipky ukazuji zvizkované mikrotubuly po
osetreni KCl. Trojuholniky ukazuju nedokoncené bunkové prepazky.
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4.3 Krizenie vybraného dvojitého mutanta MAPK s transgénnymi
liniami nesticimi molekularne markery cytoskeletu

4.3.1 Genotypizacia PCR a agarozova elektroforéza

Bolo dolezité si vyselektovat heterozygdtne rastliny v MPK4, kedze iba z nich mozno
vypestovat semend homozygdtne recesivnych mutantov. Selekcia recesivne
homozygdtnych mpk4 a mpk4 mpk5 bola prevedena vizualne, avsak bolo potrebné odlisit’
rastliny heterozygétne v MPK4 od rastlin, v ktorych sa nenachddza ani jedna mutatna
alela MPK4.

Pri genotypizacii boli hladané produkty PCR s velkostou charakteristickou pre
konkrétne pary primerov. V pripade, Ze je pouzita sada primerov na nemutantnt alelu bez
inzertu v mieste MPK4, po PCR reakcii mozno obdrzat’ produkty s vel'kost'ou priblizne
889 bp. Sada primerov na alelu s inzertom v mieste MPK4 naamplifikuje produkty
s vel'kost'ou priblizne 802 bp. Primer MLB1 je navrhnuty Specificky tak, aby bol
komplementarny na usek inzerénej T-DNA v SALK mutantoch, a teda v kombinacii s
MPK4 Rev primerom vytvoril produkt iba na mpk4 alele.

Genotypizaciou boli odlisené rastliny bez mpk4 alely od rastlin heterozygétnych
v MPK4 (Obr. 12), ktoré boli nasledne pouZité na krizenie.
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Obr. 12 Fotografie gélu genotypizacie MPK4 po agar6zovej elektroforéze rastlin dvojitého
mutanta mpk4mpk5.

A Produkty vytvorené sadou primerov MPK4 FW a MPK4 Rev.

B Produkty vytvorené kombinaciou primerov MPK4 Rev a MLB1. Pismeno ,,m*“ oznacuje
mierku na urcenie molekularnej velkosti DNA. Ako negativna kontrola bola pouzitd voda.
Pozitivnou kontrolou bola Col-0 a mpk4. Genotypizacia preukazala, ze vzorky 4 a 9 pochadzaju
zrastlin bez mutantnej mpk4 alely. Zvysné vzorky Vtomto experimente su z rastlin
heterozygotnych v MPK4.
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Genotypizacia bola pouzita aj na overenie, ze mutanty mpk5 a mpk4 mpk5 st skutocne
recesivne homozygotne v MPK5. Primery MPK5 FW a MPKS5 Rev vytvaraju produkt
s velkost'ou 464 bp iba v pritomnosti alely bez inzertu v mieste MPK5. Primer p745 je
taktiez navrhnuty komplementarne na T-DNA inzert a spolu s primerom MPK5 FW
vytvaraja produkt iba na mpk5 alele. Genotypizaciou bolo potvrdené, Ze vsetky pouzité

rastliny st homozygdtne recesivne v MPKS5.

4.3.2 Krizenie mpk4 mpk5 s transgénnymi liniami nesucimi

molekularne markery cytoskeletu

Krizenie rastlin prebiehalo pocas viacerych dni, aby bolo opelenych ¢o najviac kvetov
dvojitého mutanta pel’'om rastlin s markermi aktinového cytoskeletu (35S::GFP:FABD2)
alebo pel'om rastlin s markermi tubulinového cytoskeletu (35S::TUA6:GFP). Uzatvorené
kvetné puciky dvojitétho mutanta mpk4 mpk5 boli otvorené a z kvetu boli odstranené
pelnice. Na bliznu piestikov mutanta mpk4 mpk5 bol preneseny pel’ z kvetov
transgénnych linii nesucich markery cytoskeletu. Kvety jednej rastliny dvojitého mutanta
boli vzdy opelené pel'om iba jednej rastliny s markerom cytoskeletu. Kvetné stonky
sumelo opelenymi kvetmi boli oznacené. V sti€asnosti sa z umelo opelenych kvetov
vyvijaji SeSule so semenami F1 generacie. Po ich dozreti a vykli¢eni buda z nich
vyselektované rastliny exprimujuce cytoskeletalne markery. Z vyklicenych semien F2
generacie budi vyselektované homozygotne rastliny v MPK4 a MPK5 exprimujice
markery cytoskeletu. Semena F3 generacie homozygotneho mpk4 mpk5 budua pouzité na

mikroskopické Studie cytoskeletu.
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5 DISKUSIA

Praca bola zamerana na zmeny v organizacii cytoskeletu A. thaliana v odpovedi na sol'ny
stres navodeny NaCl a KCIl. Na experimenty boli pouzité¢ linie ekotypu Columbia
divokého typu, jednoduché mutanty mpk4 ampk5 spolu s dvojitym mutantom
mpk4 mpk5.

Gény MPK4 aMPKS5 patria do podskupiny MAPK zapojenych do regulécie
bunkového delenia (Ichimura et al., 2002). V jednoduchom recesivne homozygdtnom
mutantovi mpk4 dochadza k cytokinetickym defektom, ktoré sa prejavuju hlavne na
fenotype korena (Beck et al., 2010; Beck et al., 2011).

Posobenim solného stresu dochadzalo v epidermalnych bunkach korena mpk4
Kk zvézkovaniu mikrotubulov, rovnako ako aj pri premyvani kontrolnym > MS médiom
(Obr. 9 B, 10 B, 11 B). Pre mutanta mpk4 je charakteristické zvazkovanie mikrotubulov,
ktoré vedie k zvySenej rezistencii vocCi oryzalinu, ktory spdsobuje depolymerizéciu
mikrotubulov (Beck et al., 2010).

Fenotyp mpk5 za normalnych kultivaénych podmienok nie je na prvy pohlad odlisny
od divokého typu Col-0 (Su a Krysan., 2016). TaktieZ je porovnateI'na organizacia buniek
v koreni a Struktara mikrotubulov, ¢o bolo potvrdené aj v tejto bakalarskej praci
(Obr.6 Aa6C,7 Aa7C).Pripdsobeni sol'ného stresu, ale aj pri premyvani kontrolnym
%2 MS médiom vSak dochadza v epidermalnych bunkach korenia mpk5 mutanta
k zvdzkovaniu mikrotubulov a pri pdsobeni KC1 dokonca k ich rozpadu. Divoky typ na
premyvanie kontrolnym 2 MS médiom nereaguje zvizkovanim (Obr. 9 A). Pri posobeni
KCl vsak dochadza k vyraznému zvdzkovaniu kortikdlnych mikrotubulov Col-0
(Obr. 11 A). Mutant mpk5 teda reaguje na stres citlivejsie ako divoky typ Col-0.

Bol potvrdeny predpoklad, Zze jednoduché mutanty, ktorych fenotyp je za normalnych
podmienok rovnaky ako u rastlin divokého typu, moézu vykazovat odliSny fenotyp pri
pOsobeni stresu. Priame genetické analyzy rastlin s abnormalnym fenotypom viedli
k identifikacii a odhaleniu mnohych génov zodpovednych za Specifické funkcie rastlin
(Bolle et al., 2011). Spétna geneticka analyza je zamerand na vytvorenie ,.knock out™
mutanta v presne uréenom géne a naslednu charakterizaciu jeho defektov.

V ramci spétnej genetickej analyzy mutantov MAPK bol vytvoreny dvojity mutant
mpk4 mpk5, kedze jednoduchy mutant mpk5 neprejavoval odlisny fenotyp za
normalnych kultivaénych podmienok. Fenotypova analyza mpk4 mpk5 odhalila, ze medzi

génmi dochadza ku genetickej interakcii (Su a Krysan, 2016).

53



Experimenty potvrdili charakteristické fenotypy korenov mutantov mpk4
a mpk4 mpk5, ktoré boli podrobne opisané v publikovanych ¢lankoch (Beck et al., 2010;
Beck et al., 2011; Su a Krysan., 2016).

I6ny Na® a Cl" nachadzajice sa v zasolenych pddach vo vysokych koncentraciach
obmedzuji rast rastlin dvoma sposobmi. Korene maju problém absorbovat vodu
a akumulédcia i6nov v pletivach je pre rastlinu toxickd (Munns, 2005). Vysoka
koncentracia soli v pode sposobuje problémy v polnohospodarstve, ked’ze vacSina
pol'nohospodarskych plodin su glykofyty (Isayenkov, 2012). Na experimenty v tejto praci
boli pouzité rastliny A. thaliana z dvoch dovodov: je to vyznamny modelovy organizmus
dvojkli¢noslistovych rastlin a taktiez patri do skupiny glykofytov.

Vysledky prezentované v tejto praci vSak naznacuji, Zze mpk5 je nachylnej$i na
osetreniec KCI nez divoky typ Col-0, mpk4 jednoduchy mutant a mpk4 mpk5 dvojity
mutant, ked’Ze dochadza k rozpadu mikrotubulov. Mutant mpk4 mpk5 je vsak citlivejsi na
posobenie NaCl nez ostatné linie pouzité v tomto experimente.

Taktiez bolo prevedené krizenie rastlin mpk4 mpk5 s rastlinami exprimujucimi
markery aktinového a mikrotubularneho cytoskeletu. Dalsie skimanie takto vytvorenych
rastlin moze viest’ k odhaleniu odpovedi cytoskeletu na meniace sa podmienky prostredia.
Na mikroskopické Studie zmien organizacie a dynamiky cytoskeletu sa budi moct’ pouzit
semena F3 generacie homozygotneho mpk4 mpk5 v kontrolnych podmienkach, ako aj

v podmienkach abiotického stresu.
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6 ZAVER

Bakalarska praca bola rozdelena na Cast’ teoreticka a experimentéalnu. V teoretickej Casti
tejto prace bola detailne popisana signalizacia MAPK kaskad v odpovedi na abioticky
stres u A. thaliana. Predstavena bola problematika kondicionalneho fenotypu a tvorba
dvojitych mutantov. Podrobne popisany bol rastlinny cytoskelet a S nim asociované
proteiny.

V experimentalnej ¢asti bolo najprv charakterizované usporiadanie buniek korenove;j
Spicky a organizacia kortikdlnych mikrotubulov u divokého typu Col-0, jednoduchych
mutantov mpk4 a mpk5 a dvojitého mutanta mpk4 mpk5 v kontrolnych podmienkach bez
premyvania s tekutym > MS médiom. Ako d’alSia kontrola boli pouZité rastliny oSetrené
tekutym 2 MS médiom na zistenie vplyvu mechanického stresu na organizaciu
kortikalnych mikrotubulov. U vSetkych mutantnych linii v tomto pripade dochadzalo
k zvazkovaniu kortikdlnych mikrotubulov, ¢o naznacuje, ze mutanti mpk4, mpk5
a mpk4 mpk5 st nachylnejsi na mechanicky stres nez rastliny divokého typu Col-0.

Sledoval sa vplyv so'ného stresu navodeného premyvanim rastlin v 150 mmol-1*
NaCl na organizaciu kortikalnych mikrotubulov. Mutant mpk4 sa branil voc¢i sol'nému
stresu tvorbou vel'mi vyraznych a hrubych zvizkov mikrotubulov. V bunkidch mutantov
mpk5 taktiez dochadzalo k tvorbe velmi hrubych zvdzkov mikrotubulov. Mutant
mpk4 mpk5 reagoval na NaCl rozpadom mikrotubulov. U dvojitého mutanta mpk4 mpk5
bola pozorovana vyssia citlivost’ na posobenie NaCl nez u oboch jednoduchych mutantov.

V d’alSej casti bol Studovany vplyv sol'ného stresu navodené¢ho premyvanim rastlin
v 150 mmol-1* KCI na organizaciu kortikalnych mikrotubulov. Mikrotubuly rastlin
divokého typu Col-0 reaguji na osetrenie KCI tvorbou vel'mi vyraznych zvizkov. Mutant
mpk4 tvori zvizky, avS§ak v mensej miere nez pri posobeni NaCl. Naopak u mutanta mpk5
dochadza k rozpadu mikrotubulov. Na posobenie KCI je teda citlivejSi nez na NaCl.
Dvojity mutant mpk4 mpk5 vytvara zvizky, no k rozpadu mikrotubulov nedochadza.

Posledna cast’ bola venovana krizeniu dvojitych mutantov mpk4 mpk5 s rastlinami
s markermi aktinového cytoskeletu (35S::GFP:FABD2), a markermi tubulinového
cytoskeletu (35S::TUA6:GFP), ekotyp Col-0. Rastliny po kriZzeni vytvorili SeSule so
semenami F1 generacie. Po dozreti z nich buda vyselektované rastliny exprimujuce
cytoskeletalne markery. Semena generacie F3 homozygdtneho mpk4 mpk5 budi pouzité

na mikroskopické studie cytoskeletu.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

A. thaliana
ABA
BSA
Col-0
CP
DAPI
DMSO
EDTA
EGTA
F-aktin
G-aktin
GFP
GUS
H202
K+

KCI
MAP
MAPK
MAPKK
MAPKKK
MPK4
MS médium
MTOC
MTSB
Na*
NaCl
Obr.

P

PA
PBB
PBS
PCR
PIPES
PLDal
ROS
RPM
RT
SALK
Tab.
TDY
TEY
TRIS

Arabidopsis thaliana

kyselina abscisova (abscisic acid)

hovédzi sérovy albumin

ekotyp Columbia

¢iapockovy protein (capping protein)

4, 6-diamin-2-fenylindol

dimethylsulfoxid

ethyléndiamintetraoctova kyselina
ethylénglykol-bis-(2-aminoetyléther)-N,N,N*,N*-tetraoctova kyselina
filamentovy aktin

globularny aktin

zeleny fluorescencny protein (green fluorescent protein)
B-glukuronidazovy reportérovy gén

peroxid vodika

draslikovy i6n

chlorid draselny

protein asociujuci s mikrotubulmi

mitogénom aktivovana protein kinaza

mitogénom aktivovana protein kinaza kinaza

mitogénom aktivovana protein kinaza kinaza kinaza
mitogénom aktivovana protein kinaza 4

Murashige and Skoog médium

mikrotubuly-organizujuce centrum

pufor stabilizujtici mikrotubuly

sodikovy i6n

chlorid sodny

obrazok

fosfat

kyselina fosfatidova

preprofazny zvézok

fosfatom tlmeny sol'ny roztok

polymerazova retazova reakcia (polymerase chain reaction)
piperazin-N,N*-bis-(etansulfonova kyselina)

phospholipaza D alfa 1

reaktivne formy kyslika

otacky za minutu (revolutions per minute)

izbova teplota (room temperature)

institat biologickych stadii Salk Institute for Biological Studies
tabulka

podskupina MAPK s motivom treonin kyselina asparagova tyrozin
podskupina MAPK s motivom treonin kyselina glutdmové tyrozin
tris(hydroxymetyl)aminometan
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