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TEORETICKA CAST



1. Uvod

Rastliny su sesilné organizmy a musia sa neustale prispésobovat' rychlo sa meniacim
enviromentalnym podmienkam. V snahe prezit, normalne rast a vyvijat sa, si rastliny
vyvinuli mechanizmus na rychle zachytavanie a prenos signalov z prostredia, ktory
vedie k Specifickym adaptivnym alebo obrannym odpovediam. Déleziti ulohu v tomto
mechanizme zohravaju mitogén aktivované protein kinazy (MAPK). MAPK predstavuju
skupinu vysoko konzervovanych fosforylatnych enzymov nachadzajucich sa vo
vSetkych eukaryotickych bunkach. Az 5% z celkového gendmu Arabidopsis koduje
protein kinazy, z nich 10% je zapojenych v MAPK signalnych drahach (Arabidopsis-
Genome-Initiative, 2000). MAPK umoziuju na jednej strane rychlu a dynamicku
regulaciu enzymovej aktivity a na druhej strane zmenu génovej expresie. Zucastiuju
sa réznych procesov ako su regulacia rastu, diferenciacia, predlZzovanie, odpoved na
stres a apoptéza (Suarez-Rodriguez et al., 2010; Samajova et al., 2013a). MAPK su
zahrnuté nielen v signalizacii biotického a abiotického stresu, ale zohravaju délezitu
ulohu aj v hormanalnej a vyvojovej signalizacii. U ZivoCiSnych buniek je zname, Ze
MAPK moduly su priestorovo spojené sréznymi bunkovymi doménami, ako su
endozomalne organely (Howe et al., 2001; Teiss et al., 2002 a 2006; Taub et al., 2007)
a cytoskelet (Pullikuth & Catling, 2007). V rastlinnych bunkach si MAPK lokalizované
na plazmatickej membrane, v cytoplazme (endomembranovy systém a cytoskelet) a
v jadre (Samajova et al., 2013b). MAPK kaskady su zahrnuté v normainom bunkovom
metabolizme pocas fyziologickych, vyvojovych a hormonalnych odpovedi u rastlin
(Mishra et al., 2006; Zhang et al., 2006; Pitzschke & Hirt., 2009).



2. Charakteristika MAPK

2.1. MAPK kaskady
MAPK vytvaraju v bunkach kaskady, nazyvané tiez moduly, ktoré prenasaju a zosilfiuju

signaly prostrednictvom troch typov reverzibilne fosforylovanych kinaz. Su to MAPK
kinazy kinazy (MAP3Ks), MAPK kinazy (MAP2Ks) a MAPK (Suarez-Rodriguez et al.,
2010). MAPK moduly konvertuju signaly vytvorené nareceptore do vhodnych
bunkovych odpovedi prostrednictvom fosforylacie réznych substratovych proteinov.
Ktymto substratovym proteinom patria napriklad transkripéné faktory alebo
cytoskeletalne proteiny. Reverzibilna fosforylacia je kriticky regulaény mechanizmus
kontrolujuci aktivitu proteinov. V MAPK signalnej kaskade zavisi buneéna odpoved na
intenzite a trvani aktivacie MAPK, ktora je uréena rovnovahou medzi fosforylovanym
a defosforylovanym stavom. V gendme Arabidopsis thaliana bolo identifikovanych 110
hypotetickych génov pre MAPK moduly, z toho 80 pre MAP3K, 10 pre MAP2K a 20 pre
MAPK (Ichimura et al., 2002). Kin4zy v kaskade su funkéne prepojené (Samaj et al.,
2004b). Vytvaranie a integritu MAPK modulov zabezpecuju takzvané kostrové proteiny,
ktoré kaskadu udrZiavaju pohromade (Morrison et al., 2003). Predpoklada sa, Ze
kostrové proteiny zohravaju velmi vyznamnu ulohu pri uréovani Specificity MAPK
signalnych drah. Tieto proteiny maju vazbové miesta pre MAP3Ks, MAP2Ks a MAPK a
tiez Specialne domény (napr. FYVE), ktorymi sa mdzu viazat na fosfolipidy v
endomembranach (Whitmarsh & Davis, 1998; Bardwell et al., 2001; Takekawa et al.,
2005). Aj samotné komponenty MAPK modulu méZu niekedy fungovat ako kostrové
proteiny. Dalej sa na integrite Specifickej MAPK kaskady mézu podielat adaptorové
a kotvové proteiny (Whitmarsh et al., 1998; Bardwell et al., 2001; Takekawa et al.,
2005).

2.2. Clenovia MAPK modulov: nomenklatura a klasifikacia
MAP3K su najvacSia a najviac heterogénna skupina v MAPK kaskade. R6zne MAP3K

mozu iniciovat podobnu MAPK kaskadu, ktora aktivuje rovnaku MAPK. Toto
predstavuje jeden z mechanizmov, ktorym sa rézne stimuly prenasaju na tu istt MAPK.
Zdielanie jednej komponenty rdznymi kaskadami tiez vedie k interakcii medzi réznymi
drahami (Ichimura et al., 2002; Jonak et al., 2002). Skupina MAP3K je rozdelena do
dvoch velkych podskupin: MEKK-typ a Raf-typ. U A. thalina su prikladmi MEKK-typu
ANP 1/2/]3 a MEKK1, zatial ¢o CTR1 (Constitutive Triple Response 1)
a EDR1(Enhanced Disease Resistance1) patria k Raf-typu (Ichimura et al., 2002).
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MAP2Ks predstavuju najmenS$iu skupinu s 10 ¢lenmi. Rastlinné MAP2Ks su rozdelené
do Styroch skupin (A-D) podla ich sekvenéného usporiadania. Rastlinné MAP2K su
charakterizované réznymi primarnymi Strukturami, ale su konzervované v ramci jednej
skupiny (Jouannic et al., 1999). Napriklad, skupina A sa podiela na abiotickom strese
a bunkovom deleni atiez reaguje na patogény. MAP2Ks patriace do skupiny C su
citivé na abioticky stres a hraju ulohu v hormonalnych a enviromentalnych
odpovediach (Ichimura et al., 2002).

MAPK u A. thaliana su skratene nazyvané MPKs a su klasifikované do dvoch
podtypov: tie ktoré obsahuju TEY (Thr-Glu-Tyr) aminokyselinovu sekvenciu a tie, ktoré
obsahuju TDY (Thr-Asn-Tyr) aminokyselinovi sekvenciu v ich aktivacnej doméne.
Podtyp TEY sa sklada ztroch skupin: A, B aC. MAPK skupiny A su dblezité
v environmentalnych a hormonalnych odpovediach. Do tejto skupiny patria napr. MPK3
a MPK6. MAPK skupiny B, do ktorej patri MPK4, tiez hraju ulohu v odpovediach na
enviromentalny stres a podielaju sa na bunkovom deleni. Velmi malo sa vie o skupine
C, ale zda sa Ze tieto MAPK su regulované cirkadiannym rytmom. TDY podtyp MAPK
tvori skupinu D. Tieto MAPK maju dihSiu C-terminalnu oblast vo vztahu ku skupinam
A, B a C. MAPK v skupine D su indukované patogénom (huby) a poranenim (lchimura
et al., 2002).

Rovnaké kinazy su &asto zahrnuté v réznych fyziologickych procesoch. Interakcie
medzi kindzami v ramci MAPK kaskady vznikaju cez vézbové miesta pritomné

v kindzach, alebo s pomocou externych kostrovych proteinov.

2.3. Aktivacia MAPK
Stimulovany receptor na plasmatickej membrane aktivuje MAP3Ks (Obr. 1). Su to

serin/treoninové kinazy, ktoré fosforyluju MAP2Ks cez serin/treoninové zvysky v S/T-
Xs5-S/T motive. MAP2Ks su dvojito Specifické treonin tyrozin kinazy, ktoré aktivuju
MAPK ako poslednu komponentu v module, a to prostrednictvom dvoijitej fosforylacie
tyrozinového a serin/treoninového zvysku v T-X-Y motive (Thr-X-Tyr; X je akakolvek
ina aminokyselina) (Chang & Karin, 2001; Colcombet et al, 2008). Deaktivacia a tym
regulacia aktivity MAPK je riadena pomocou tyrozinovych a serin/treoninovych fosfataz
(Sun et al., 1993; Luan, 2003). Clenovia MAPK modulov mézu byt aktivovani viac ako
len jednym typom stresu. Aktivované MAPK su z MAPK modulu uvofnené, nasledne
relokované v bunke a tak pripravené regulovat Siroku Skalu réznych substratov (napr.
transkripcné faktory, enzymy, cytoskeletalne proteiny).

Bunkova odpoved zavisi na stimule a na intenzite a trvani aktivacie MAPK dvojitou

fosforylaciou, ktora musi byt prisne regulovana (Marshall, 1995; Camps et al., 2000;
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Theodosiou & Ashworth, 2002; Dickinson a Keyse, 2006; Owens & Keyse, 2007,
Keyse, 2008).

NajlepSie charakterizované MAPK u A. thaliana su MPK3, MPK4 a MPK®6, ktoré su
aktivované roéznymi biotickymi a abiotickymi stresmi (Samajova et al. 2013a) ale

podielaju sa aj na vyvinovych procesoch (Beck et al. 2010, Mdiller et al. 2010).

o Bunkova
o Substrat =, dpoved

Obr.1 Schématické zobrazenie MAPK kaskady zloZenej z MAP3K, MP2K a MAPK.
Aktivaciou receptora dochadza k postupnej aktivacii jednotlivych zloZiek kaskady, ¢o
ma za nasledok bunkovu odpoved. Aktivne formy kinaz a substratu su zvyraznené

ZItym ohrani€enim. Pi je anorganicky fosfat a PP je protein fosfataza

2.4. Inaktivacia MAPK
Defosforylacia treoninového alebo tyrozinového zvysku v ramci aktivaéného motivu T-

X-Y inaktivuje MAPK. Uplna inaktivacia MAPK vyzaduje defosforylaciu na oboch,
treoninovom aj tyrozinovom zvySku. SU za fiu zodpovedné dvojito Specifické MAPK
fosfatazy (MKPs), ktoré predstavuju délezitu skupinu fosfataz priradenu k negativne;j
regulacii MAPK signalizacie (Camps et al.,, 2000; Theodosiou & Ashworth, 2002;
Dickinson & Keyese, 2006; Owens & Keyes, 2007; Keyese, 2008). Tieto fosfatazy,

podobne ako MAPK, maju réznu subcelularnu lokalizaciu. Zastupenie a aktivita MAPK
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fosfataz je regulovana aktivovanymi MAPK drahami pomocou spatnovazobnej slucky
(Camps et al., 2000).

K dneSnému driu boli identifikované tri rozne formy fosfataz: protein tyrozin fosfatazy
(PTPs), protein serin-treonin fosfatazy (PSTPs) a dvojito-Specifické (Ser/Thr a Tyr)
fosfatazy (DSPs) (Gupta et al., 1998; Meskiene et al., 1998; Xu et al., 1998; Bartels et
al.,, 2010). U A. thaliana, Clenovia vSetkych troch skupin su spojené s MAPK
inaktivaciou, ale dvojito-Specifické MAPK fosfatazy su najddlezitejSia skupina, pretoze
umoznuju defosforylaciu oboch zvySkov. Genom A. thalina koéduje pat moznych
kandidatov dvojito-Specifickych MAPK fosfataz (MKP1, MKP2, DsPTP1, PHS1 a IBR5)
(Bartels et al., 2010). Fosfataza DsPTP1 (Dual Specificity Protein Tyrosine
Phosphatase), bola izolovana a bolo dokazané, ze inaktivuje MPK4 in vitro (Gupta et
al., 1998). Celkovo bolo najdenych v gendme A. thalina 11 DSPs. Fosfataza ABI1
(ABA Insensitive 1) hra délezita ulohu v signalnej drahe kyseliny abscisovej (Leung et
al., 1994; Meyer et al.,, 1994) a defosforyluje zloZku MAPK kaskady (Heimovaara-
Dijkstra et al., 2000). Ina fosfataza MKP1 (MAPK Phosphatase) je regulatorom MAPK
kinazovej drahy dolezitej pri DNA poskodeni genotoxickym UV stresom (Ulm et al.,
2001). MKP1 je potrebna na udrzanie potrebnej hladiny aktivity MAPK. Transkripéna
hladina MKP1 je konstantna poCas a po genotoxickom strese. MKP1 preferenéne
interaguje s MPK6 a v mensej miere s MPK3 a MPK4 (Ulm et al., 2002). Celkovo je
MKP1 povazovana za negativny regulator MPK3 a MPKG6 pri rezistencii proti
bakterialnemu patogénu Pseudomonas syringae a tolerancii proti UV-B a solnému
stresu (UIm et al., 2002; Anderson et al., 2011; Basteiro et al., 2011). Lee et al. (2007)
ukazali, Ze aktivita MKP1 sa zvy$uje po vazbe na kalmodulin. To naznaduje, ze Ca*
a MAPK signalizacia su spojené cez regulaciu pomocou MKP1. MKPs mézu pdsobit
spolu s ostatnymi protein fosfatazami a kontrolovat tak MAPK aktivitu. Protein tyrozin
fosfataza 1 (PTP1), ktora interaguje s MPKG6, ucCinkuje spolu s MKP1 a potlaca
biosyntézu salicylovej kyseliny (SA), kamalexinu a patogén-suvisiacu génovu expresiu,
¢o robi rastliny viac citlivé na infekciu Pseudomonas syringae (Bartels et al., 2009). Ina
fosfataza MKP2 sa viaze a defosforyluje MPK3 a MPK®6 in vitro ako aj in vivo (Lee &
Ellis., 2007; Lumbreras et al., 2010).

2.5. MAPK a lipidova signalizacia
Okrem regulacie MAPK protein fosfatdzami, tieto mézu byt regulované tiez cez

lipidovu signalizaciu. Fosfolipaza D (PLD) je enzym asociovany s plazmatickou

membranou, ktory uvolfuje kyselinu fosfatidovi (PA) z fosfatidylcholinu,
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fosfatidyletanolaminu a fosfatidylglycerolu. PA je vyznamna ako druhy posol
v mnohych odpovediach na stres (Bargmann & Munnik, 2006).

U A. thaliana bolo dokazané, Ze PA sa viaze na MPK6, o ma za nasledok jej aktivaciu
poCas sofného stresu (Yu et al., 2010). Aktivovana MPK6 je zodpovedna za
fosforylaciu Na*/H+ antiportéru SOS1, ¢o ma za nasledok znizené hromadenie Na*

v listoch Arabidopsis.

3. Stresové odpovede rastlin

Pdsobenie réznych abiotickych stresov vyustuje do vSeobecnych alebo Specifickych
vplyvov na rast avyvoj rastlin. Napriklad, sucho obmedzuje rast kvoli zniZzenej
fotosyntéze, osmoticky stres a sucho brania dostupnosti Zivin pri vysuSovani pddy.
Podobne salinita naruSuje rast rastlin, pretoze spdsobuje fyziologické sucho a idénovu
toxicitu (Zhu, 2002). Chlad (teplota pod optimalnou hranicou, ale nad bodom mrazu)
a mrznutie mbéze tiez spbsobit osmoticky stres v pripade priameho vplyvu na
metabolizmus (Thomashow, 1999). Osmoticky a s nim spojeny oxidativny stres mézu
byt tieZz nasledkom vystavenia rastliny suchu, salinite a nizkej teplote. Pri zabraneni
osmotickému stresu vyvolanému suchom zaleZi na minimalizacii strat vody
cez prieduchy a zabezpeCeni maximalneho prijmu vody korefimi a osmotickej
regulacii. Osmotické prispdsobenie sa pofas sofného stresu hra vyznamni ulohu
v udrzani osmotickej homeostazy, zatial Co prezitie poCas osmotického stresu
indukovaného mrznutim moze zalezat na zabraneni alebo oneskoreni tvorby ladu.
Rychla a lokalizovana programovana bunkova smrt je znama ako hypersenzitivha
odpoved (HR, Hypersensitive Response). Je Casto spojena s rezistenciou rastlin na
choroby. Extrémna teplota, salinita, sucho, znecistenie a patogény znaé&ne ovplyviuju
rast, vyvoj a produktivitu rastlin. Aby rastliny prezili, vyvinuli subor signalnych drah,
ktoré ich chrania pred enviromentalnymi zmenami. Vplyvom réznych biotickych
a abiotickych stresov, ako je teplo, sucho, zranenia, osmoticky 3ok, UV-B Ziarenie,
dochadza k tvorbe a hromadeniu reaktivnych foriem kyslika (ROS- Reactive Oxygen
Species), vratane peroxidu vodika (H.O;), superoxidového aniénu a hydroxylovych
radikalov (Allen 1995; Inze & Van Montagu,1995; Bolwell & Wojtaszek 1997; Lamb &
Dixon 1997; Noctor & Foyer, 1998; Karpinski et al., 1999; Orozco-Cardenas & Ryan,
1999). ROS su vysoko reaktivne, toxické a spbsobuju poskodenie proteinov, lipidov a
DNA, ¢o ma za nasledok bunkovl smrt. H,O, je aktivna signalna molekula a jej
akumulacia (oxidativny stres) vedie k réznym bunkovym odpovediam. Odpovede
rastlin su zavislé na H,O, davkach. Vysoka davka H,O, ma za nasledok bunkovu smrt
(Jabs et al., 1996; Wang et al., 1996; Lamb & Dixon, 1997; Alvarez et al., 1998), zatial
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€¢o nizka davka H,O, spusta odolnost vo€i roznym biotickym a abiotickym stresom
(Quan et al., 2008).

Preexponovanie abiotického alebo biotického stresu, ktoré indukuju produkciu alebo
akumulaciu H,O,, mdze spustat ochrannu funkciu a ,imunizovat® rastlinu voci réznym
stresovym podmienkam. Tak dochadza k zvysSovaniu tolerancie k mnohonasobnym
stresom a patogénom (Ryals et al.,, 1996; Sharma et al., 1996; Alvarez et al., 1998;
Chamnongpol et al., 1998; Schweizer et al., 1998).

U Arabidopsis, ale aj u mnohych inych rastlinnych druhov, su MAPK kaskady zahrnuté
do signalnych drah aktivovanych abiotickymi stresmi ako su napr. salinita, chlad, teplo,

poranenie, UV Ziarenie, osmoticky $ok, tazké kovy (Samajova et al. 2013).

4. Stres a funkcie rastlinnych MAPK

4.1. Oxidativny stres a MAPK
Vadsina abiotickych stresov ako su sucho, salinita, stres chladom a teplom narusia

metabolicki rovnovahu bunky, ¢o ma za nasledok oxidativny stres (Mittler, 2002).
Termin oxidativny stres oznaluje vplyv oxidacie, v ktorej abnormalna hladina ROS
vedie k poSkodeniu (oxidativne poSkodenie) Specifickych molekul s naslednym
podkodenim buniek alebo tkaniva (Gill & Tuteja, 2010). U mnohych eukaryotov je
prenos oxidativnych signalov kontrolovany fosforylaciou proteinov zahrnutych v MAPK
moduloch (Kyriakis & Avruch, 1996; Gustin et al., 1998). MAP3Ks typu ANP u A.
thaliana (Nishihama et al., 1997) mdézu byt indukované pomocou H,O, a mbzu
aktivovat stresom-indukované MAPK (Obr. 2). MAPK kaskada obsahujuca ANP by
mohla byt tiez pojitkom medzi oxidatnym stresom a rastovym hormdénom rastlin
auxinom. ANP1 mdze spdsobit’ aktivaciu MPK3 a MPK6 (Nakagami et al., 2004).
Jednym z mechanizmov prispievajucim k oxidacnému signalu, ktory je vyvolany
stresom a toleranciou k patogénom, je aktivacia detoxifikacie a ochrana génovej
expresie. Napriklad, rastliny A. thaliana odstranuju alebo neutralizujic ROS
prostrednictvom endogénnych alebo exogénnych antioxidantov. Medzi endogénne
antioxidanty patria glutation S-transferazy (GSTs), peroxidazy, superoxid dizmutazy a
katalazy. Medzi exogénne antioxidanty patria karotenoidy, bioflavonoidy, vitaminy A, C
aE.

Vo vSeobecnosti antioxidatné enzymy pomahaju odstranovat, eliminovat
a neutralizovat ROS. Peroxid vodika v chloroplastoch a mitochondriach eliminuje
askorbat peroxidaza (Foyer & Halliwell, 1976).U&inne ho eliminuju aj katalazy (CAT) a

peroxidazy (Scandalios, 1993), zatial Co superoxid dismutaza (SOD) eliminuje
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superoxidovy anién. Naju€innejSie antioxidacné enzymy su CAT a SOD. Spolocne
premienaju superoxidovy radikal a H,O, na vodu a molekulovy kyslik.

SOD (EC 1.15.1.1) zniZzuje nebezpelenstvo vzniku hydroxylového radikalu zo
superoxidu v procese Haber-Weissovej reakcie (Foyer et al., 1994). Nachadza sa
v Castiach rastliny kde je pritomny elektronovy transport. V zavislosti na pritomnosti
kovu v aktivnhom mieste, rozliSujeme tri typy SOD: Cu/ZnSOD, MnSOD a FeSOD.
Cu/ZnSOD sa nachadza v cytoplazme a chloroplastoch eukaryotickych buniek,
MnSOD sa nachadza v matrixe mitochondrii a u prokaryotov, FeSOD sa nachadza
u prokaryotov a niektorych rastlin. Jednotlivé izozymy sa liSia citlivostou na H,O,
a KCN.

Pri $tudiu oxidativneho stresu sa Casto pouziva paraquat, ktory patri k jednym z

najpouzivanejSich neselektivnych herbicidov. Katalyzuje tvorbu O,

4.2. Osmoticky stres a MAPK
Sofny stres spbsobuje poskodenie rastliny hlavne vnuatornou nerovnovahou iénov

(Xiong et al., 2002; Zhu, 2002). Regulacia ionovej homeostazy pocas solného stresu je
preto kriticka pre toleranciu rastliny na tento stres. Jedna z odpovedi rastlinnych buniek
na stres je zvySenie cytosolického Ca?* (Knight et al., 1997), nasledna aktivacia
senzoru Ca?" a expresia potrebnych proteinov. Identifikacia SOS drahy (Salt Overly
Sensitive) (SOS) u A. thaliana, odhalila komponenty a mechanizmy podielajice sa na
rastlinnych odpovediach na osmoticky stres. Molekularna analyza sos mutantov
Arabidopsis viedla k identifikacii komponentov (SOS7, SOS2 a SOS3) signalnej drahy,
ktord prenasa solnym stresom indukované Ca®" signaly obnovujice bunkovi
homeostazu iénov. Komponenty tejto drahy boli popisané ako SOS1, Na*/H" antiportér
na plazmatickej membrane; SOS2, serin/treonin protein kinaza; a SOS3, calcineurin B
protein viazuci Ca®* (Xiong et al., 2002; Zhu, 2002). Pésobenim solného stresu sa
spusta transkripcia SOS7, ktory transportuje i6ny Na® do apoplastu. Skodliva
akumulacia Na® je signalizovana S0OS2/SOS3 kinazovym komplexom, ktory
sprostredkuje signal cez sofou indukované Ca* iény (Xiong et al., 2002; Zhu, 2002).

Predchadzajuce Studie u A. thaliana dokazali, Ze mRNA MEKK1 sa akumuluje v
odpovedi na enviromentalne stresy, vratane vysokej salinity (Mizoguchi et al., 1996).
Enviromentalne signaly su prenasané minimalne dvoma MAPK kaskadami. Jednou je
MPK4 kaskada (MEKK1-MEK1/MKK2-MPK4) a druha zahffia MPK6 a p44MAPK
(Ichimura et al., 2000) (Obr. 2). Solny a chladovy stres su signalizované MAPK drahou,
ktora zahfia aktivaciu MEKK1, MKK2 a nasledne MPK4 a MPKG6 (Teige et al., 2004).

Naopak fosfatdza MKP1 hra negativnu ulohu v signalizacii sofného stresu cez MPK6
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a MPK4 kaskady (Ulm et al., 2002). Osmoticky stres u Arabidopsis aktivuje expresiu
MPK3, MPK4 a MPK6 génov (Droillard et al., 2002; 2004).

Abioticky | Salinita Chlad | Oxidativny stres
stres ‘
1 P -l
1 - : -
MAP3K ANP1
1 ! I
\ ! i
: : ]
\ i
1 ! I
\ I
L v v ~
MAP2K MKK2 MKK1 @ MKK3 MKK4/5
MAPK

Obr.2 Schematické znazornenie vzajomnej interakcie medzi réznymi clenmi MAPK
kaskady.PIné Sipky znazorfiuju zname drahy; preruSované Sipky ukazuju predpokladané drahy;

otazniky oznacuju nezname komponenty kaskady.

4.3. Chladovy stres a MAPK
Stres chladom, méze byt klasifikovany ako chlad (pri teplote 0-15°C) a mrznutie (pri

teplote <0°C). V oboch pripadoch nepriaznivo ovplyviiuje rast a vyvoj rastlin. Stres
chladom spdésobuje inhibiciu metabolizmu a ucinkuje aj nepriamo cez chladom
indukované osmotické (chlad spésobuje inhibiciu prijmu vody a mraz spdsobuje
bunkovu dehydrataciu), oxidativne a ostatné stresy. Prispdsobenie chladu je proces,
ktorym rastliny ziskaju toleranciu k mrazu na zaklade predchadzajuceho vystavenia
nizkym nemrazivym teplotam (Thomashow, 1999). Odpoved na stres chladom je velmi
Zlozity proces, ktory zahffa vela réznych metabolickych drah, regulaciu génov a zmeny
v bunkovych kompartmentoch (Hannah et al., 2005). A. thaliana, ako mnoho dalSich
rastlin, zvySuje svoju odolnost k mrazu ked je vystavena nemrznucim teplotam (Xin &
Browse, 2000). Kedze bunkové membrany su kvapalné Struktury, nizke teploty mézu

znizit ich tekutost a spdsobit’ zvySenu tuhost. Rastlinné bunky mézu vnimat chlad cez
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zmeny v tekutosti membrany indukované nizkymi teplotami (Orvar et al., 2000). V
skutoCnosti, tuhnutie plazmatickej membrany vyvolané dimetyl sulfoxidom (DMSO)
mdze vyvolat expresiu COR (cold responsive) génov, a to aj pri normalnej teplote
rastu. Naopak, pouzitie benzylalkoholu (spésobuje vadsiu tekutost membran)
zabranuje expresii COR génov pri nizkych teplotach (Sangwan et al., 2001; Orvar et
al., 2000). Pdsobenim Soku z chladu dochadza k prechodnému zvySeniu hladiny
cytosolického Ca?* (Knight et al., 1991).

MEKK1 a MPKS3 su transkripéne indukované v A. thaliana (Mizoguchi et al., 1996),
zatial ¢o MPK4 a MPKG6 su post-translatne aktivované (fosforylované) pocas
chladového stresu (Ichimura et al.,, 2000). MAP2K nazyvana MKK2 je nahor-
regulovana v odpovedi na stres chladom (Teige et al., 2004), zatial ¢o MPK4 a MPKG6

su priame a Specifické substraty MKK2 (Mizoguchi et al., 2000).

4.4. MPK3, MPK4 a MPK6 ako najlepsie Studované Arabidopsis MAPK
NajlepSie preStudovanymi MAPK u A. thaliana su MPK3, MPK4 a MPK6. Medzi tymito

troma kinazami sa zda byt vyznamna funkéna redundancia a kazda z nich sa vyskytuje
vo viacerych signalnych drahach. Rastliny, ktoré boli vystavené peroxidu vodika alebo
patogénom (tkz. PAMPs Pathogen-Associated Molecular Patterns), reagovali rychlou
aktivaciou kinazovej aktivity MPK3, MPK4 a MPKG6 (Ichimura et al., 2006; Nakagami et
al., 2006; Suarez-Rodriguez et al., 2007). Aktivacia MPK4 tymito signalmi je nepriamo
zavisla na MAP3K, ktora sa nazyva MEKK1, zatial ¢o aktivacia MPK3 a MPKG6 na nej
zavisla nie je (Ichimura et al., 2006; Nakagami et al., 2006; Suarez-Suarez-Rodriguez
et al., 2007). Nadradena MAP2K nazyvana MKK1 priamo aktivuje MPK4 po oSetreni
PAMP (Mészaros et al., 2006), zatial ¢o MKK4 and MKK5 priamo aktivuju MPK3 a
MPK6 po vystaveni tomu istému stimulu (Asai et al.,2002). Naopak, po chladovom
a solnom strese MKK2 priamo aktivuje MPK4 a MPK6 (Teige et al.,2004). Dalej
genotoxicky UV-B stres aktivuje len MPK6 (Ulm et al.,, 2002), zatial ¢o oSetrenie
ozénom aktivuje MPK3 aj MPK6 (Miles et al., 2005). Z uvedeného vyplyva existencia
alternativnych signalnych drah pre MPK3, MPK4 a MPKG6. Pofas vyvinu rastlin A.
thaliana MPK3 a MPK6 su potrebné na spravnu regulaciu vytvarania prieduchov
v listoch. Absencia MPK3/6 aktivity spésobuje nadbytok prieduchov, zatial ¢o nadbytok
MPK3/6 aktivity ma za nasledok absenciu prieduchov. Genetické Studie ukazali, ze
umi¢anie nadradenych MAP2Ks MKK4/5 pomocou RNAI technologie ma za nasledok
defekty v tvorbe prieduchov (Wang et al., 2007). Pri tvorbe prieduchov je tymto dvom
MAP2Ks nadradena MAP3K YODA (Bergmann et al., 2004). Zaverom mozno
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skonstatovat, Zze MPK3, MPK4 a MPKG6 su zahrnuté v regulacii odpovedi rastliny na

stres a vo vyvojovych drahach.

Tab. 1 Prehlad najddlezitejSich MAP3K, MAP2K a MAPK u Arabidopsis thaliana zahrnutych v
odpovediach na stres.

Nazov Aktivacia

MAP3K

ANP1 auxiny, H,O,

MEKK1 H,0, flg22

MAP2K

MKK1 H,0,, flg22, laminarin

MKK2 sofl, chlad

MKK3 patogén, JA

MKK4 H,O, PAMPs

MAPK

MPK3 chlad, sofl, dotyk, ROS

MPK4 chlad, sucho, sofl, dotyk, poranenie,
kyselina salicylova
hyperosmolarita

MPKG6 chlad, sucho, sol, hyperosmolarita,
dotyk, poranenie, ROS, patogény,

5. Cytoskelet

Cytoskelet je komplexna vnutrobunkova Struktira zlozena z proteinovych viakien.
Predstavuje vysoko dynamicku a premenlivl intracelularnu kostru, ktora je u rastlin
zlozena z mikrotubulov (MT) a aktinovych filamentov (AF). Cytoskelet hra ddlezitu
ulohu pri prenose signalu z okolia, medzi vyvijajucimi sa bunkami a v odpovedi rastlin
na vonkajsie podmienky (Dhonukshe et al., 2003; Samaj et al., 2006; Yang et al., 2008;
Wasteneys & Ambrose, 2009). Predpokladd sa vzajomna interakcia medzi
cytoskeletom a MAPK modulmi (Nishihama et al., 2002; Samaj et al., 2002;
Limmongkon et al., 2004; Naoi & Hashimoto, 2004; Samaj et al., 2004a; Smertenko et
al., 2006). U rastlin sa cytoskelet podiela na vzniku bunkovej polarity, bunkovom
deleni, morfogenéze, regulacii vezikularneho transportu, endocytéze, exocytéze
a sprostredkovani intracelularnej motility organel (Samaj et al., 2006; Boutte et al.,
2007; Panteris 2008; Yang, 2008, Wasteneys & Ambrose 2009).
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Kontrola roviny delenia je klu€ovym prvkom morfogenézy buniek. Ked sa bunka
pripravuje na mitézu, jadro obklopené aktinovymi filamentami migruje do miesta kde sa
formuje potencialna rovina delenia. V rovnakom ¢ase, radialne mikrotubuly, ktoré
vychadzaju z jadrového obalu sa spdjaju s kortikalnym cytoskeletom. Potom sa MT
preprofaznym zvazkom (PPB Pre-Prophase Band) stanovi avyznali miesto
a orientaciu buducej roviny delenia. Dalsou MT S$trukturou je deliace vretienko, ktoré
sluZi na rozdelenie chromozomov. Akonahle sa chromozémy posunu k dvom
protifahlym polom, tak sa po€as neskorej anafazy de novo vytvori mikrotubularny
fragmoplast v rovine, ktora bola predtym oznaéna pomocou PPB.

U vysSich rastlin sa vyskytuje niekolko jedineénych MT cytoskeletalnych Struktur ako
kortikalne MT, preprofazny zvazok (PPB) a fragmoplast. Kortikalne MT maju délezitu
ulohu v polarnej expanzii buniek a spoluuréuju rovinu ukladania mikrofibril celulézy
do bunkovej steny (Chu et al.,, 2007; Paredez et al.,, 2008; Sieberer et al., 2009).
Fragmoplast je Specificky cytokineticky aparat vyskytujuci sa u rastlin a je priamo
zapojeny do transportu vezikul potrebnych pri tvorbe novej bunkovej steny. Schopnost
rastlinnych buniek dynamicky menit svoj tvar zavisi na schopnosti regulovat ukladanie
niekofkych vrstiev celul6znych mikrofibril, ktoré maju prieCnu orientaciu na smer
predlZovania bunky.

AF aMT sa mbézu predlZzovat a skracovat polymerizaciou alebo depolymerizaciou
zakladnych stavebnych jednotiek na oboch koncoch. MT su biopolyméry zloZzené z
dimérov a- a B-tubulinu. Tieto diméry polymerizuji do takzvanych protofilamentov,
ktoré sa potom 3piralovito ukladaju do dutého cylindrického polyméru nazyvaného
mikrotubulus. MT sa predIzuje pridanim heterodimérov tubulinu na jednom (plus) konci,
zatial €o opacny (minus) koniec sa nepredlzuje alebo naopak straca tubulinové diméry.
AF vznikaji polarnou polymerizaciou z globularneho G-aktinu (monomeér).
Polymerizacia prebieha na takzvanom ostnatom konci a depolymerizacia na opacnom
ostrom konci filamentu.

V rovnovaznom stave zodpoveda rychlost polymerizacie rychlosti depolymerizacie.
Funk&na vsestrannost je ulahCovana flexibilnou organizaciou cytoskeletu, ktord u MT
umoznuje takzvany ,treadmilling®.

Spravanie AF a MT je ovyplyvnené proteinmi, ktoré sa na ne $pecificky viazu alebo su
s nimi asociované, podla ¢oho dostali aj mena Microtubule Associated Proteins (MAPSs)
a Actin Binding Proteins (ABPs) (Hamada 2007; Higaki et al., 2007). Zo Studia
zivoCisSnych buniek je zname, ze MAPK méZu regulovat cytoskelet priamou asociaciou
s elementami cytoskeletu alebo fosforylaciou proteinov viaZuciach sa na cytoskelet
(Hai & Gu, 2006; Pullikuth & Catling, 2007; Gerthoffer, 2008). MAPK nereguluju
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spravanie MAPs a ABPs len fosforylaciou, ale zda sa Ze aj vytvaranim komplexov s
cytoskeletalnymi proteinmi.

V rastlinnych bunkach, ktoré sa prave nedelia, sa obylajne cytoskelet zoskupuje
do dvoch formiem v podobe kortikdlnych a radialnych (transvakuolarnych) MT a AF.
Radialne MT a AF siahaju od jadra do bunecnej periférie. Zatial ¢o kortikalne MT a AF
sa nachadzaju na periférii (kortexe) buniek hned pod plazmatickou membranou. Pri
raste bunky su kortikalne MT umiestnené v paralelnych prstencoch, ktoré obklopuju
bunku. PredlZovanie bunky sa uskuto¢iuje v smere, ktory je kolmy na Kkortikalne MT.
Z toho vyplyva, Ze usporiadanie a orientacia kortikalnych MT su dblezité pre riadenie
smeru, ktorym sa bunka predizuje. Narusenie MT farmakologickym o$etrenim alebo
mutaciou zastavuje predlZzovanie bunky a tato sa zacina rozSirovat radialne (Kaskin et
al., 1994; McClinton & Sung, 1997; Whittington et al., 2001; Sugimoto et al., 2003;
Wasteneys & Fuijita, 2006; Ambrose et al., 2007; Wasteneys & Collings, 2007). Existuje
niekofko mutacii, ktoré menia organizaciu kortikalnych MT. Rastliny s tymito mutaciami
maju defekty v kontrole riadenia bune¢ného predlZovania.

Reorganizacia cytoskeletu je pevne spojena s mechanizmom signalizacie. Kortikalne
MT urcitych typov buniek (napriklad v stonkovom meristéme) su schopné prijat
informaciu z prostredia (napriklad mechanické stimuly), €o mdze ovplyvnit' ich
morfogenézu. Zmeny v MT mézeme rozdelit do Styroch skupin: reorientacia,

dezorganizacia/rozklad, zvazkovanie a posttranslaéné modifikacie.

5.1. Reorientacia
Usporiadanie kortikalnych MT a AF sa v interfaze ¢asto meni v zavislosti na réznych

podnetoch. Reorientacia MT je spojena s tropistickymi rastovymi signalmi, ako je
gravitacia, svetlo adokonca mechanicka sila (Fischer & Schopfer, 1998). V
koleoptilach a hypokytyle slneCnic su kortikdlne MT vonkajSej epidermy zoskupené
paralelne s nahodnym usporiadanim uhlov. Reorientacia MT je aktivovana zmenou osi
rastu gravitropickym, alebo fototropickym podnetom. Nahodné usporiadanie sa zmeni

do prie¢neho vzoru, ktory je kolmy k pozdiZznej ose.

5.2. Dezorganizacial/rozklad
Vystavenie rastlinnych buniek biotickému alebo abiotickému stresu méze mat za

nasledok dezorganizaciu alebo rozklad MT. Rozklad MT bol pozorovany ako odpoved
buniek na nizke a vysoké teploty. Hoci stupen rozkladu MT sa lidi v zavislosti na

citlivosti ku chladu u prislusnych rastlin.
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5.3. Zvazkovanie
Zvazkovanie MT ma délezZitu ulohu pri ich organizacii a funkcii. Acentrozomalne

interfazne MT v kortexe rastlinnych buniek su silne zviazané aich priestorova
organizacia urCuje smer expanzie bunky (Wasteneys & Ambrose,2009). Kortikalne MT
su vysoko dynamické a Casto interaguju s ostatnymi MT (Shaw et al., 2003). Tieto
interakcie vedu k tvorbe zvazkov kortikalnych MT. Na zvazkovani MT sa podielaju
¢lenovia MAPG65 rodiny. Gendm Arabidopsis kéduje devat MAP65 proteinov, z ktorych
MAPG65-1, MAP65-2, MAP65-5 a MAP65-8 su lokalizované na kortikalnych MT in vivo
(Hussey et al., 2002; Van Damme et al., 2004; Smertenko et al., 2008). NajlepSie

prestudovana izoforma u Arabidopsis je MAP65-1.

5.4. Posttranslacné modifikacie
Stavebné jednotky MT, heterodiméry a- a B-tubulinu, podliehaju posttranslaénym

modifikaciam akymi su acetylacia, glutamylacia, fosforylacia a cyklicka
detyrozinacia/tyrozinacia (Hammond et al., 2008). Napriklad, vSetky eukaryotické
a-tubuliny nesu konzervovany karboxyterminalny tyrozin, ktory méze byt vystiepeny
a spatne pripojeny Specifickymi enzymami. Takyto tubulin zbaveny tyrozinu je
dominantny v stabilnych MT, zatial €o nestabilné MT obsahuju hlavne tubulin
s tyrozinom. Tieto modifikacie hraju ulohu nielen v regulacii vlastnosti MT, ale
pravdepodobne ovplyviuju aj bunkové funkcie MT.

Rézne izotypy tubulinu boli popisané poas mikrotubularnej reorientacie spustenej
signalom (Duckett & Lloyd, 1994). Niektoré izotypy tubulinu mdézu byt rozlizené na
zaklade Specifickych protilatok, ktoré rozliSia tyrozinovany a detyrozinovany a-tubulin
(YL1/2 and YOL1/34). Detyrozinacia ma za nasledok zvySenie Zivotnosti a dizky MT
(Skoufias & Wilson, 1998). PozdiZzne MT maju dlhiu Zivotnost v porovnani s prieénymi
MT, takze stabilita jednotlivych MT je urCena aj ich orientaciou (Wiesler et al., 2002).
Nedavna Studia (Jovanovi€¢ et al.,, 2010) poukazala na vyznam posttranslaénych
modifikacii tubulinu pre regulaciu bunkového cyklu u rastlin. Ireverzibilna
nitrotyrozinacia a-tubulinu (za¢lenenim nitrotyrozinu (NO,Tyr) namiesto tyrozinu) méze
inhibovat' bunkové delenie a stimulovat predlzovanie buniek s dezorientaciou

priecnych stien.
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6. Bunkové delenie

Rastlinné MAPK hraju centralnu ulohu pri bunkovom deleni priCom niektoré MAPK su
prechodne indukované pocas mitdzy. Cytokinéza u rastlin zahfha Specificky subor
mikrotubulov (MT) znamy ako fragmoplast. U rastlin, MAPK kaskada kontroluje
dynamiku MT vo fragmoplaste a umozniuje expanziu fragmoplastu, ktora je dolezita pre
postupnu cytokinézu (uplné rozdelenie dcérskych buniek). Takzvand NACK-PQR
draha, ktora zahriiuje MAPK kaskadu potrebnu pre rastlinnu cytokinézu, je aktivovana
poCas neskorej M-fazy aje konzervovana utabdku a A. thaliana. Tato drdha sa
u tabaku sklada z kinezinov NACK1 (NPK1-activating kinesin 1) a NACK2, MAP3K
nazyvanej NPK1 (nucleus- and phragmoplast-localized protein kinase 1), MAP2K
nazyvanej NQK1/NtMEK1 a MAPK nazyvanej NRK1/NTF6 (Nishihama et al., 2001,
2002; Ishikawa et al., 2002; Soyano et al., 2003). NPK1 je exprimovana v deliacich sa
bunkach po€as M-fazy a interaguje s motorovymi proteinmi NACK1 a NACK2, ktoré ju
aktivuju. Oba tieto proteiny su lokalizované v centralnej rovine deliaceho vretienka
a fragmoplastu deliacich sa buniek tabaku (Nishihama & Machida, 2000) podobne ako
NPK1, NQK1/NtMEK1 a NRK1/NTF6 (Calderini et al., 1998; Nishihama et al., 2001,
2002). Aktivita komponentov v NACK-PQR drahe je regulovand nadol po
depolymerizacii mikrotubulov. NACK1 je potrebny predovSetkym na lokalizaciu NPK1
do strednej zony fragmoplastu (Nishihama et al., 2002). Pre mutantov NACK a NPK1
v tabakovych BY-2 bunkach su typické defekty v cytokinéze. To naznacuje, ze NACK1
a NPK1 su potrebné pre cytokinézu (Ishikawa et al., 2002; Nishihama et al., 2002).
Aktivovana NRK1 nasledne fosforyluje MAP65 (microtubule associated protein 65) vo
fragmoplaste (Soyano et al., 2003; Sasabe et al., 2006). Aktivita tejto signalnej drahy je
spojena s dynamickymi vlastnostami MT vo fragmoplaste (Nishihama et al., 2001,
2002; Ishikawa et al., 2002; Soyano et al., 2003; Sasabe et al., 2006). Arabidopsis
gény AINACK1/HINKEL, ANP1 (ANP2 a ANP3) ANQ1/MKK6 a MPK4, ktoré su
ortolégmi tabakovych génov NACK1, NPK1, NQK1 a NRK1, su taktieZ potrebné pre
cytokinézu buniek u tohto rastlinného druhu (Nishihama et al., 1997; Krysan et al.,
2002; Nishihama et al., 2002; Strompen et al.,2002; Soyano et al., 2003; Tanaka et
al.,2004; Kosetsu et al.,, 2010; Takahashi et al., 2010). Mutacia v HIK/AtINACK1
ovplyviiuje organizaciu a expanziu fragmoplastu po€as cytokinézy (Strompen et al.,
2002). Podobne, ANP a MPK4 kinazy pozitivne reguluju bunkové delenie a rast a v ich
mutantoch su pozorované poruchy cytokinézy (Krysan et al., 2002, Beck et al. 2010,
2011). NRK1 utabaku a MPK4 u Arabidopsis su ¢lenmi ERK podrodiny MAPK.
ERK1/2 v fudskych bunkach su lokalizované v strednej zéne vretienka a inhibicia ERK

drahy vedie k porucham delenia rakovinovych HelLa buniek (Sharipo et al., 1998;
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Zecevic et al., 1998; Kasahara et al., 2007). Tieto pozorovania podporuju hypotézu, ze
ERK1 potencialne reguluje cytokinézu v bunkach zivoc&ichov.

Cytoskelet, hlavne PPB hraju kld€ovu ulohu v uréeni roviny bunkového delenia.
Signaly ako svetlo, elektrické pole, gravitacia a ibnovy gradient spdsobuju asymetrické
bunkové delenia (Nick, 1999a). Po rozdeleni chromozémov pocas mitdzy, dochadza
u rastlin k vytvoreniu fragmoplastu, ktory sa sklada hlavne z usporiadanych MT a AF.
Funkcie MAP a proteinov ako kinezin (KLPs) su po¢as mitézy u zivoCichov a kvasiniek
kontrolované pomocou fosforylacie Polo kinazami a protein kinazami zavislymi na
cyklinoch (CDKs). Rastliny maju unikatny typ CDK, nazyvany CDK-B, ktory je
exprimovany Specificky v M-faze a tvori komplexy s cyklinom Aa B. CDK-B maju
modifikovand PSTAIRE sekvenciu, ktora je vSeobecne motivom pre vazbu s cyklinmi
(Hirayama et al., 1991; Proceddu et al., 1999).

Cytokinéza u rastlin je zabezpeCena lateralnou expanziou fragmoplastu. Expanzia
fragmoplastu je sprostredkovana tromi hlavnymi molekularnymi procesmi: zmenou MT
(Yasuhura et al., 1993; Yasuhara & Shibaoka, 2000), syntézou bunkovej steny (Zuo et
al., 2000) a regeneraciou endomembran (Lukowitz et al., 1996). Tieto tri procesy su
regulované usporiadanym spdsobom, pretoZe inhibicia akéhokolvek z nich blokuje
expanziu bunkovej platnicky. SIMK je MAPK z Medicago sativa, ktora interaguje s MT
aj AF. Bola lokalizovana do fragmoplastu po solnom strese (BaluSka et al., 2000) a po
stabilizacii mikrotubulov taxolom (Samaj et al., 2004b). Ostatné MAPK boli tiez
lokalizované do fragmoplastu (Calderini et al.1998; Bogre et al.1999). Dynamiku MT
aich ukladanie do zvazkov reguluju proteiny z rodiny MAP65. U A. thaliana bolo
dokazané, Zze MAPG65-1 asociuje s kortikalnymi MT a pri cytokinéze je negativne
regulovany pomocou MPK4 a MPKG6 ¢o spbsobuje potrebnu dynamiku MT pri expanzii
fragmoplastu (Smertenko et al., 2006).

Sofny stres méze indukovat zvazkovanie AF, avSak dlhodobé vystavenie solnému
stresu depolymerizuje AF (Wang et al, 2010). MT depolymerizuju a potom
repolymerizuju ked su semenaciky A. thaliana vystavené solnému stresu. Pociato¢na
depolymerizacia MT vznika pri nizkych i vysokych koncentraciach NaCl, ktorym su
semenaciky vystavené. Pri vySSich koncentraciach je ovela niz§i pocCet buniek
s repolymerizaciou MT ako pri nizkych koncentraciach (Wang et al., 2007). Ak je
pociatocné poskodenie MT vyvolané oryzalinom (inhibitor depolymerizujuci MT) pocet
buniek obnovujucich MT je zvySeny. To znamena, Ze pbvodne narusené MT maju

blizky vztah s reorganizaciou novych MT.
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7. Material

7.1. Pouzité pristroje
Chemikalie na pripravu médii aroztokov boli vazené na predvazkach od firmy

Belengineering (Taliansko) a na analytickych vahach XA110/2X od firmy Radwag
(Ceska republika). Roztoky boli homogenizované prostrednictvom magnetického
mieSadla MSH-420 od firmy Boeco (Nemecko) a pH bolo upravené pouzitim pH metra
PL-600 Lab pH Meter od firmy MRC Lab (Turecko). Manipulacia s latkami drazdivymi,
zdraviu 3kodlivymi a prchavymi prebiehala v digestore od firmy Merci (Ceska
republika). Praca za sterilnych podmienok bola vykonavana v laminarnom boxe firmy
Faster (Taliansko). K homogenizaci vzoriek bol pouzity vortex od firmy Labnet (USA).
Inkubacie prebiehali v inkubatore orbital shaker incubator ES-20 od firmy Grant Bio
(USA). Vzorky boli stacané za pouzitia centrifig Model 16K microcentrifuge od firmy
Bio-Rad (USA), Spectrafuge ™24D microcentrifuge od firmy Labnet (USA) a
ScanSpeed Micro 1730R minicentrifuge firmy Labgene (Svajéiarsko). Koncentracia

proteinov bola stanovena pomocou UV/VIS sprektrofotometra SmartSpec ™

plus
Spectrophotometer od firmy Bio-Rad (USA). Skenovanie semenadikov bolo
uskutoCnené pomocou skenera Image Scanner 3 od firmy Epson (Japonsko).
Mikroskopicka analyza fenotypov semenacikov bola uskutoénena pod binokularnym
mikroskopom Leica M165FC (Nemecko), ktory bol vybaveny CCD kamerou Leica
Microsystem (Nemecko). Imunocytochemické vzorky boli vyhodnotené pomocou
konfokalneho mikroskopu LSM 710 od firmyZeiss (Nemecko). Nativna elektroforéza
bola uskutoénena pomocou Mini-PROTEAN 3 Cell 39 od firmy Bio-Rad (USA). Gély
boli fotené pomocou zariadenia ChemiDoc ™Mp imaging system od firmy Bio-Rad

(USA).

7.2. Chemikalie
Desert Biological: meicelaza
Duchefa Biochemie: Murashige&Skoog medium, Basal salt mixture,
kanamycin,
Serva: cellulaza, macerozyn, nitroblue tetrazolium (NBT),
Serotec: monoklonalna protilatka anti-a-tubulin YOL1/34
Sigma Aldrich: chlorid sodny (NaCl), sachar6za, formaldehyd,

glutaraldehyd, tetrahydroboritan sodny (NaBH4), hovadzi
sérovy albumin (BSA), hypochlorid sodny 10%, Tween 20
Bioxtra, fytagél, chlorid draselny (KCI), dihydrat
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Invitrogen:

7.3. Roztoky a média
Sterilizacény roztok

dihydrogenfosfore¢nan sodny (Na;HPO,4.2H,0),
dihydrogenfosfore¢nan draselny ( KH,PO,), nonidet P-40,
dimethylsulfoxid (DMSO), PIPES, heptahydrat siranu
(MgS0O,4-7H,0), 4',6-Diamidino-2-

phenylindole (DAPI), paraquat, peroxid vodika (H20),

horeénetého

acrylamide/bis-acrylamide, Bradfordovy reagent, glycerol,

glycin, kyanid draselny (KCN), N,N,N’N'’-
Tetrametyletyléndiamin (TEMED), riboflavin, kyselina
askorbova

Alexa 488 konjugovana-sekundarna protilatka (goat anti-

rat)

5ml natrium hypochloridu (12%)
95 ml dH,0
par kvapiek TWEEN

. MS médium

2,24/l MS salts (Micro and Macro elements, Duchefa M0231)
10 g/l sacharéza
6 g/l fytagél

dH;0, pH 5,8
PBS
0,14 M NaCl
2,7mM KCI
6,5 mM NaHPO,4.2H,0
1,5 mM KH,PO,

dH,O pH 7,3
MTSB
50 mM PIPES
5mM MgSO0,.7 H,0O
5 mM EGTA

dH,0, pH 6,9
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EGTA (0,5 M zasobny roztok)

3,89 EGTA
10 ml dHO
pH 8

Fixacny roztok

500 pl MTSB

188 ul paraformaldehyd (8 %)
20 ul glutaraldehyd (25 %)
292 ul dHO

Redukény roztok
50 mg NaBH,
50 ml PBS

Permeabilizaény roztok

88 ml PBS
10 ml DMSO (10 %)
2ml Nonidet P-40 (2 %)

DAPI (zdsobny roztok)
10mM DAPI v DMSO

Zalievacie médium na preparaty

100 mg p-phenylendiamin
90 % glycerol
10 % PBS

Priprava 10% deliaceho gélu

2,5ml 40% acrylamide (37,5:1)
2,5ml 0,5M Tris-HCI, pH 8,8
4,95m| dH.O

0,005ml TEMED

0,05ml APS
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Priprava 4% zaostrovacieho gélu

0,5ml 40% acrylamide (37,5:1)
1,26ml 0,5M Tris-HCI, pH 6,8
3,23ml dHO

0,005ml TEMED

0,025ml APS

Elektréodovy pufor

39 Tris-base

14,49 glycin
dH,0O

8. Metody

8.1. Povrchova sterilizacia semien
Semena A. thaliana boli nasypané do eppendorfky a zaliate sterilizacny roztok.

Eppendorfky so semenami boli umiestnené na trepaCke pocas 7 min. Po
viacnasobnom premyti (minimalne 5x) semien dH,O v laminarnom boxe boli semena
prenesené na sterilny filtraény papier v Petriho miske. Po vysuSeni filtratného papiera

bola Petriho miska uzavreta parafilmom a skladovala sa pri 4°C.

8.2. Fenotypova analyza
Na fenotypovu analyzu boli pouzZité knockout mutanty mpk6-2 a mpk4 (s T-DNA

inzerciami v MPK6 a MPK4 génoch, oba v Col-0 zaklade) a dvojity homozygotny
mutant v MAPKKK génoch ANP2 a ANP3 nazyvany anp2anp3 vo Ws (Wassiljevskija)
zaklade. Semena mutantov a divokych typov boli vysadené na Stvorcové Petriho misky
s '/, MS médiom bez vitaminov. Petriho misky s 1/2 MS médiom boli inkubované vo
vertikalnej polohe v kultivacnej miestnosti pri konstantnych podmienkach (22°C; 16
hodin svetlo, 8 hodin tma). Rychlost rastu korefia semenacikov divokych typov
a mutantov bola zaznamenavana pomocou skenovania po dobu 8 dni. Na fenotypové

Studium semenacikov bol pouzity binokularny mikroskop.

8.3. Posobenie sofného, osmotického a chladového stresu
Semena A. thaliana (divoky typ Col-0 a Ws a mutanti mpk4, mpk6-2 a anp2anp3) boli

vysadené na 2 MS médium, ulozené na 48 hod pri 4°C a potom kultivované vo
vertikalnej polohe v kultivacnej miestnosti (22°C; 16 hodin svetlo, 8 hodin tma). Po 3

drioch kultivacie boli klicence opatrne, tak aby nedoslo k ich poSkodeniu, prenesené na
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Stvorcové Petriho misky, ktoré obsahovali 2 MS médium bez vitaminov s pridanim
75mM, 100mM a 150mM NaCl, 3%, 5% sachardzy alebo 0,1uM paraquatu. Petriho
misky boli nadalej inkubované vo vertikdlnej polohe v kultivaénej miestnosti pri
kon&tantnych podmienkach (22°C; 16 hodin svetlo, 8 hodin tma). PoCas chladového
stresu boli Petriho misky s kli¢encami inkubované pri teplote 4°C. Po dobu 5 dni boli
zaznamenavané zmeny vdizke korefia divokych typov a mutantov pomocou

skenovania.

8.4. Imunolokualizacia mikrotubulov metédou ,,whole-mount*
Semena A. thaliana (divoky typ Col-0 a Ws a mutanti mpk4, mpk6-2 a anp2anp3) boli

vysadené na 2 MS médium, ulozené na 48 hod pri 4°C a potom kultivované vo
vertikalnej polohe v kultivacnej miestnosti (22°C; 16 hodin svetlo, 8 hodin tma). Po 3
dioch kultivacie boli klicence opatrne, tak aby nedoslo k mechanickému poskodeniu,
prenesené na Stvorcové Petriho misky, ktoré obsahovali 2 MS médium bez vitaminov
s pridanim 75mM NaCl, 100mM NaCl, 150mM NacCl, 3%, 5% sacharozy, alebo 0,1uM
paraquatu. Petriho misky boli nadalej inkubované vo vertikalnej polohe v kultivacnej
miestnosti pri konstantnych podmienkach (22°C; 16 hodin svetlo, 8 hodin tma). Pocas
chladového stresu boli Petriho misky s kli¢encami inkubované pri teplote 4°C.

Po 2 dnoch (stres chladom) alebo 3 dnoch (75mM, 100 a 150 mM NaCl, 3% a 5%
sacharéza, 0,1uM paraquat) boli semenaciky poas 1 hod fixované vo fixatnom
roztoku za pouzitia vakua. Fixované rastliny boli dvakrat po 10 min premyté v %2 MTSB
a trikrat po 10 min v PBS. Volné aldehydové skupiny boli zredukované redukénym
roztokom. Bunkové steny boli natravené zmesou enzymov, ktora obsahovala 1% [w/V]
cellulazu, 1% [w/v] meicelazu, 1% [w/v] macerozym v PBS, pri 37°C po dobu 30 min.
Semenadiky boli Styrikrat premyté v PBS (kazdé premyvanie trvalo 5min) a nasledne
boli 1 hodinu inkubované v permeabilizachom roztoku pri izbovej teplote. Po premyti
(Styrikrat po 10 min v PBS) boli vzorky hodinu blokované roztokom 3% [w/v] BSA v
PBS pri izbovej teplote. Nasledovala inkubacia s primarnou potkafiou monoklonalnou
protilatkou anti-a-tubulin YOL1/34, ktora bola rozriedena v PBS s 2% BSA v pomere
1:300. Inkubacia prebiehala pri teplote 4°C cez noc. Vzorky boli potom Sestkrat
premyté v PBS a inkubované s fluorescenéne znacenou sekundarnou protilatkou
rozriedenou v PBS s 2% BSA v pomere 1:500. Inkubacia prebiehala po dobu 3 hodin
(1,5 h pri 37°C a 1,5 h pri izbovej teplote). Semenaciky boli Styrikrat premyté po 10 min
v PBS. Nasledovalo farbenie pomocou DAPI (10 min) pri izbovej teplote. Zasobny
roztok DAPI bol rozriedeny s PBS v pomere 1:1000. Po trojnasobnom premyti (vzdy

po 10 min) v PBS boli vzorky prenesené na podlozné sklicka do zalievacieho média,
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prikryté krycimi sklickami a preparaty boli uzavreté lakom na nechty. K vyhodnoteniu
vzoriek bol pouzity laserovy konfokalny mikroskop (Zeiss LSM 710). Alexa 488 bola
excitovana laserom s vinovou dizkou 488 nm a detekovana pri 498-532 nm.
Fluorescenéna farbicka DAPI bola excitovana laserom s vinovou dizkou 488 nm a

detekovana v rozsahu 410-470 nm.

8.5. Farbenie nitroblue tetrazoliom (NBT)
Na farbenie boli pouzité celé semenaciky divokého typu Ws a mutanta anp2anp3, ktoré

boli na treti defi po vykli€eni prenesené na 2 MS médium bez vitaminov s pridanim
0,1uM paraquatu. Na 3. den kultivacie boli korene farbené v roztoku 2mM nitroblue
tetrazolia (NBT) v 20mM fosfatovom pufre (pH 6,1) poas 6 min. Reakcia bola
zastavena prenesenim semenacikov do destilovanej vody. Korene boli pozorované
binokularnym mikroskopom (Leica M165FC) vybavenym CCD kamerou (Leica

Microsystems).

8.6. Nativna elektroforéza
Korene a listové ruzice 18 dhovych semenadlikov divokého typu Ws a mutanta

anp2anp3 boli zamrazené v tekutom dusiku. Biologicky material bol rozotrety vo
vychladenej trecej miske pomocou ti¢ika s pridanim extrakéného pufru a piesku.
Nasledne bol homogenat preneseny do 1,5ml eppendorfky a centrifugovany 15min pri
13 000g a 4°C. Po centrifugovani boli supernatanty odsolené a koncentrované za
pouzitia koléniek AMICON ULTRA-10K. Po centrifugacii (5min, 4°C, 14 000g) boli
vzorky zahustene glycerolom (vysledna koncentracia glycerolu bola 5%) a zafarbené
0,4yl brémfenolovej modrej. Obsah bielkovin bol stanoveny metdédou podla
Bradfordovej. Proteiny boli separované na 10 % deliacom géle a 4 % zaostrovacom
géle (600V; 30mA; 3h). Do kazdej drahy bola nanesena identicka koncentracia
proteinov (20 ug). Po skonéeni elektroforézy sa jeden gél inkuboval 15 min vo
fosfatovom pufri (pH 7,8), druhy gél sa inkuboval vo fosfatovom pufri s pridanim
kyanidu draselného a treti gél sa inkuboval vo fosfatovom pufri s pridanim H,O,. Po
skonceni inkubacie boli gély preplachnuté fosfatovym pufrom a inkubované vo
fosfatovom pufri s pridanim NBT pocas 15 min v tme. Nakoniec sa gély inkubovali vo
fosfatovom pufri s pridanim riboflavinu, TEMEDU a EDTA 15 min v tme a nasledne

vyvolavali za puZitia svetla.
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9. Vysledky

Vysledky dosiahnuté po€as diplomovej prace su uvedené v nasledujucej kapitole a su
rozdelené na tri ¢asti. V prvej Casti boli Studované fenotypy korefiov mpk4, mpk6-2
a anp2anp3 mutantov. Ziskané vysledky boli porovnané sdoteraz znamymi
fenotypovymi Studiami jednotlivych mutantov. V dalSej cCasti sa sledoval vplyv
stresovych podmienok (osmoticky, oxidativny a chladovy stres) na fenotyp mutantov
a divokych typov. Nasledne sa imunocytochemicky Studoval vplyv stresovych faktorov
na cytoskelet jednotlivych mutantov metédou ,whole mount®. V dalSej Casti sa
histochemicky sledovala distribucia superoxidu u rastlin vystavenych oxidativhemu

stresu. V poslednej Casti tejto kapitoly su prezentované vysledky biochemickych Studii.

9.1. Charakterizacia fenotypov korennov u mpk4, mpk6-2 a anp2anp3
mutantov

Na charakterizaciu korefiovych fenotypov mpk4, mpk6-2 a anp2anp3 mutantov a
prislusnych divokych typov (Col 0 a Ws) boli semena vysadené na 2 MS médium bez
vitaminov a spevnené fytagélom. Mikroskopicku analyzu sme zacali u 3 drfiovych
semenacikov. V porovnani so semenacikmi divokého typu, semenaciky vsetkych
mutantov ukazuju spomaleny rast a skratené korene (Obr.3 A a B). Korene mpk4
mutanta a anp2anp3 dvojitého mutanta boli zdurené (Obr. 3 A a B). Typicky fenotyp
“bez korena” alebo “skrateny korei” u mpk6-2 mutanta je ukazany na Obr. 3 A a 4 B.
Tieto dva typy fenotypov su len doCasné a u 6 dnovych semenacikov mpk6-2 mutanta
sa zacinali vyvijat normalne korene. Silna dominancia adventivnych korefiov sa zacina
objavovat' u 10 dni starych semenacikov mpk6-2 mutanta (Obr. 4 B).

DetailnejSiou mikroskopickou analyzou korefov mutantov mpk4, mpk6-2 a anp2anp3
boli zistené abnormality vo fenotypoch korenovych vliaskov v porovnani s korefiovymi
vlaskami u oboch divokych typov (Obr. 4 A, C a D). Va&Sina korefiovych vlaskov mpk4
mutanta mala atypické formy, ako su napriklad trojité vetvenie korenovych vilaskov,

zhrubnuté bazy korefiovych vlaskov alebo atypické trubicovité formy (Obr. 4 A).
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Obr.3 Fenotypy a rast korefia kontrol, mpk4, mpk6-2 a anp2anp3 mutantov.

A Reprezentativne obrazky 4 dnovych semenacikov Col-0, mpk4, mpk6 mutantov a grafické
znazornenie rastu korefia semenadikov. Korene mpk4 rastlin dosiahli len '/ z dizky kontrolnych
rastlin na 8 der po vykli¢eni. Semenacdiky mpk6 mutanta ukazuju fentoyp “bez korena”.

B Reprezentativne obrazky 4 diiovych semenacikov Ws a anp2anp3 mutanta a grafické
znazornenie rastu ich korefiov. Semenaciky mutanta maju redukovany rast korefia. Korene
anp2anp3 rastlin dosiahli ¥z z dizky kontrolnych rastlin.
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Obr.4 Porovnanie korefiového fenotypu medzi Col-0, mpk4, mpk6-2, Ws a anp2anp3.

A Reprezentativne obrazky 6 dnovych semenacikov Col-0 a mpk4 mutanta. Mutant ukazuje
zdureny koren s abnormalnymi korefiovymi viaskami (Sipky).

B Reprezentativhe obrazky 6 driovych semenadikov Ws a anp2anp3 mutanta. Mutant ukazuje
vetvenie korefiovych viaskov (Sipky).

C Reprezentativne obrazky 6 dhovych semenacikov Col-0 a mpk6-2 mutanta.

D Obrazok rovnakych semenacikov ako ukazuje C ale po 10 drioch rastu. Divoky typ ukazuje
normalny vyvoj lateralnych korefiov pozdiz primarneho korefia. Semenadik mpk6-2 mutanta
nema lateralne korene ale namiesto nich ma korene adventivne (Sipky). Detailny obrazok
mpk6-2 mutanta ukazujuci abnormalne formy korefiovych viaskov.
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9.2. Fenotypové zmeny u mpk4, mpk6-2 a anp2anp3 mutantov
a prislusnych divokych typov navodené osmotickym, oxidativhym
a chladovym stresom

Na podrobnejSiu charakterizaciu korefovych fenotypov u mpk4, mpk6-2 a anp2anp3
mutantov a kontrol (Col-0 a Ws) po pdsobeni osmotického, oxidativheho a chladového
stresu, boli semena najskdr vysadené na 2 MS médium bez vitaminov a spevnené
fytagélom, aby sa zamedzilo vplyvu stresov na kli¢enie. Tri dni po vykli¢eni boli na
semenaciky aplikované jednotlivé stresy a denne boli mikroskopicky analyzované.
Z dévodu vylu€enia mechanického stresu poCas prenosu semenacikov na stresové
meédia sa prenasali aj ich kontroly.

Pdsobenie vsetkych abiotickych stresov pouzitych v nasich experimentoch vyustuje do
Specifickych vplyvov na fenotypy Studovanych mpk4, mpk6 a anp2anp3 mutantov
a prislusnych divokych typov (Obr. 5-7).

Porovnanie dizky korefia jednotlivych mutantov a prisludnych divokych typov v
zavislosti na pbsobeni osmotického, oxidativneho a chladového stresu ukazalo, Ze
vSetky pouzité stresy navodzuju inhibiciu rastu korenov (Obr. 8 a 9). Inhibicia rastu
korenov mutantov i divokych typov je najvyraznejSia po pdsobeni chladu. Inhibicia sa

prejavuje uz jeden def po prenose.

9.2.1. Vplyv osmotického stresu
Jeden deh po prenose nastava aj inhibicia rastu korefia po pésobeni 150mM NacCl

u Col-0 a Ws. Col-0 je najmenej citlivda na 75mM NaCl, 3% sacharézu a 100mM NacCl.
Naproti tomu mpk4 mutant je najmenej citlivy na pbsobenie osmotického stresu
vyvolaného 3 a 5% sachar6zou. Mutant mpk6-2 je odolnejSi na osmoticky stres
(navodeny NaCl a sachardzou) ako mpk4 a anp2anp3 mutanti (Obr. 8).

Ws je najmenej citliva na osmoticky stres vyvolany nizkymi koncentraciami soli a cukru
(75mM NaCl a 3% sachar6za). Pésobenim 5% sacharézy dochadza k postupne;j
inhibicii rastu korefia u Ws. Na druhej strane, anp2anp3 mutant je najmenej citlivy na
oxidativny stres vyvolany 0,1uM paraquatom. U mutanta anp2anp3 nastava na 3. den
inhibicia rastu korefia p6sobenim osmotického stresu (75, 100 a 150mM NaCl, 3 a 5%
sacharéza) (Obr. 9).

U divokych typov Col-0 a Ws, ktoré rastli na médiu s pridanim NaCl, su fenotypové
prejavy Umerné vzrastajlucej koncentracii. Cim vy$sia koncentracia NaCl bola pridana
do média, tym dochadzalo k vyraznejSej inhibicii rastu korefiovych viaskov a znizZil sa aj
poCet lateralnych koreniov (Obr. 13 A a C, 15 A a C). 75mM NaCl ma najmensi
inhibi€ny ucinok na korenové viasky (Obr. 11 A). Na pdsobenie 150mM NaCl je viac

rezistentnejSia Ws nez Col-0 (Obr.15 A a C). Divoky typ Col-0 nevytvara takmer Ziadne
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korefiové vlasky a lateralne korene (Obr. 14 A). Naproti tomu Ws vytvara malé a
zdurené korefiové vlasky (Obr. 13 C).

U mutantov mpk4, anp2anp3 a mpk6-2 so zvySujucou sa koncentraciou NaCl
pozorujeme redukciu poctu korefovych viaskov (Obr. 11 A-C, 13 A-C, 15 A-C). Pri
aplikacii 100mM a 150mM NaCl dochadza k vyraznému zhrubnutiu korenovych viaskov
(Obr.13 A-C, 15 A-C). Tento efekt je najvyraznejsi u mpk4 mutanta (Obr. 15 A).
Osmoticky stres vyvolany 3% sachar6zou ma podobne ako u 75mM NaCl minimalny
inhibiény vplyv na vyvoj a rast korefovych vlaskov divokych typov (Obr. 17 Aa C).
Naopak, pdsobenim 5% sacharézy dochadza u Ws k zhrubnutiu korefiovych vilaskov,
¢o u divokého typu Col-0 nepozorujeme (Obr.19 A a C).

U mutanta mpk4 po pbésobeni 3% sacharézy pozorujeme dva typy korenovych vlaskov,
tenké trubicovité alebo zdurené (Obr.17 A). U mutanta anp2anp3 su korefové vilasky
velmi malé a zdurené (Obr. 17 C). Pésobenim 5% sacharézy dochadza u mpk4
mutanta k vyraznejSiemu zhrubnutiu korefiovych vlaskov a k ich skrateniu (Obr.19 A).
Mutant anp2anp3 ma po pbésobeni 5% sachardzy zhrubnuté korerfiové vlasky takmer
po celej dizke (Obr. 19 C). U mpk6-2 mutanta dochadza po pdsobeni 5% sacharézy,
na rozdiel od 3% sachardzy (Obr. 17 B), k uplnej inhibicii rastu korefiovych viaskov
(Obr. 19 B).
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Obr. 5 Vplyv osmotického stresu na celkové fenotypy mpk4, mpk6-2 a anp2anp3 mutantov a prisluSnych
divokych typov .

A Reprezentativne obrazky mutantov a divokych typov 0 deri po prenose na %2 MS médium.

B Reprezentativne obrazky mutantov a divokych typov 3 defi po prenose na %2 MS médium

C Reprezentativne obrazky mutantov a divokych typov 0 defi po prenose na médium s pridavkom 75mM
NaCl.

D Reprezentativne obrazky mutantov a divokych typov 3 den po prenose na médium s pridavkom 75mM
NaCl.

E Reprezentativne obrazky mutantov a divokych typov 0 den po prenose na médium s pridavkom 100mM
NaCl.

F Reprezentativne obrazky mutantov a divokych typov 3 den po prenose na médium s pridavkom 100mM
NaCl.

G Reprezentativne obrazky mutantov a divokych typov 0 def po prenose na médium s pridavkom 150mM
NaCl.

H Reprezentativne obrazky mutantov a divokych typov 3 defi po prenose na médium s pridavkom 150mM
NaCl.
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Obr. 6 Vplyv osmotického stresu na celkové fenotypy mpk4, mpk6-2 a anp2anp3 mutantov a prislusnych
divokych typov .

A Reprezentativne obrazky mutantov a divokych typov 0 deri po prenose na 2 MS médium.

B Reprezentativne obrazky mutantov a divokych typov 3 defi po prenose na %2 MS médium

C Reprezentativne obrazky mutantov a divokych typov 0 defi po prenose na médium s pridavkom 3%
sacharézy.

D Reprezentativne obrazky mutantov a divokych typov 3 deri po prenose na médium s pridavkom 3%
sacharézy.

E Reprezentativne obrazky mutantov a divokych typov 0 den po prenose na médium s pridavkom 5%
sacharézy.

F Reprezentativne obrazky mutantov a divokych typov 3 den po prenose na médium s pridavkom 5%
sacharozy.
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Obr. 7 Vplyv oxidativneho a chladového stresu na celkové fenotypy mpk4, mpk6-2 a anp2anp3 mutantov a
prislusnych divokych typov .

A Reprezentativne obrazky mutantov a divokych typov 0 deri po prenose na %2 MS médium.

B Reprezentativne obrazky mutantov a divokych typov 3 den po prenose na ¥2 MS médium

C Reprezentativne obrazky mutantov a divokych typov 0 defi po prenose na médium s pridavkom 0,1uM
paraquatu.

D Reprezentativne obrazky mutantov a divokych typov 3 den po prenose na médium s pridavkom 0,1uM
paraquatu

E Reprezentativne obrazky mutantov a divokych typov 0 der po prenose rastucich na médium pri 4°C.

F Reprezentativne obrazky mutantov a divokych typov 3 deri po prenose rastucich na médium pri 4°C.
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Obr. 8 Porovnanie rastu dizky korefia u Col-0, mpk4 a mpk6-2 po&as pdsobenia osmotického,
oxidativneho a chladového stresu.

A Grafické znazornenie rastu korefiov semenacikov Col-0 v zavislosti na pdsobeni osmotického
(NaCl a sacharoza), oxidativneho (paraquat) a chladového stresu.

B Grafické znazornenie rastu korenov semenacikov mpk4 v zavislosti na pdsobeni osmotického
(NaCl a sacharoza), oxidativneho (paraquat) a chladového stresu.

C Grafické znazornenie rastu korefov semenacikov mpk6-2 v zavislosti na pésobeni
osmotického (NaCl a sachardza), oxidativneho (paraquat) a chladového stresu.
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Obr. 9 Porovnanie rastu dizky korefia u Ws a anp2anp3 po&as pdsobenia osmotického,

oxidativneho a chladového stresu.
A Grafické znazornenie rastu korefiov semenacikov Ws v zavislosti na pdsobeni osmotického

(NaCl a sachardéza), oxidativneho (paraquat) a chladového stresu.
B Grafické znazornenie rastu koreriov semenacikov anp2anp3 v zavislosti na podsobeni
osmotického (NaCl a sachar6za), oxidativneho (paraquat) a chladového stresu
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Obr . 10 Vplyv osmotického stresu na korenoveé fenotypy mpk4, mpk6-2 a anp2anp3 mutantov a
prislusnych divokych typov rasticich na médiu s pridavkom 75mM NaCl.

A Reprezentativne obrazky semenacikov Col-0 a mpk4 mutanta 3 den po prenose na médium
s pridavkom NacCl.

B Reprezentativhe obrazky semenacdikov Col-0 a mpk6-2 mutanta 3 defi po prenose na
médium s pridavkom NaCl.

C Reprezentativne obrazky semenacikov Ws a anp2anp3 mutanta 3 den po prenose na
médium s pridavkom NaCl.
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Obr. 11 Porovnanie fenotypov korenovych viaskov mpk4, mpk6-2 a anp2anp3 mutantov a
prislusnych divokych typov rastucich na médiu s pridavkom 75mM NaCl.

A Reprezentativne detailné obrazky semenacikov Col-0 a mpk4 mutanta na 3 defi po prenose
na médium s pridavkom NaCl.

B Reprezentativne detailné obrazky semenacikov Col-0 a mpk6-2 mutanta na 3 deri po prenose
na médium s pridavkom NaCl.

C Reprezentativne detailné obrazky semenacikov Col-0 a anp2anp3 mutanta na 3 den po
prenose na médium s pridavkom NaCl.
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Obr. 12 Vplyv osmotického stresu na korenové fenotypy mpk4, mpk6-2 a anp2anp3 mutantov
aprislusnych divokych typov rastucich na médiu s pridavkom 100mM NacCl.

A Reprezentativne obrazky semenacikov Col-0 a mpk4 mutanta na 3 defl po prenose na
médium s pridavkom NaCl.

B Reprezentativne obrazky semenacikov Col-0 a mpk6-2 mutanta na 3 den po prenose na
médium s pridavkom NaCl.

C Reprezentativne obrazky semenacikov Ws a anp2anp3 mutanta na 3 den po prenose na
médium s pridavkom NaCl.
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Obr. 13 Porovnanie fenotypov korenovych viaskov mpk4, mpk6-2 a anp2anp3 mutantov a
prislusnych divokych typov rasticich na médiu s pridavkom 100mM NaCl.

A Reprezentativne detailné obrazky semenacikov Col-0 a mpk4 mutanta na 3 defi po prenose
na médium s pridavkom NaCl. Mutant ukazuje zhrubnuté koreriové vlasky (Sipky).

B Reprezentativne detailné obrazky semenadikov Col-0 a mpk6-2 mutanta na 3 deri po prenose
na médium s pridavkom NaCl.

C Reprezentativne detailné obrazky semenacikov Col-0 a anp2anp3 mutanta na 3 den po
prenose na médium s pridavkom NaCl. Mutant ukazuje zhrubnuté korenové viasky (Sipky).
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Obr. 14 Vplyv osmotického stresu na korenoveé fenotypy mpk4, mpk6-2 a anp2anp3 mutantov a
prislusnych divokych typov rasticich na médiu s pridavkom 150mM NaCl.
A Reprezentativhe obrazky semenacikov Col-0 a mpk4 mutanta na 3 defi po prenose na

médium s pridavkom NaCl.
B Reprezentativne obrazky semenacikov Col-0 a mpk6-2 mutanta na 3 den po prenose na

médium s pridavkom NaCl.
C Reprezentativne obrazky semenacikov Ws a anp2anp3 mutanta na 3 den po prenose na

médium s pridavkom NaCl.
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Obr. 15 Porovnanie fenotypov korefiovych viaskov mpk4, mpk6-2 a anp2anp3 mutantov a
prislusnych divokych typov rastucich na médiu s pridavkom 150mM NacCl.
A Reprezentativne detailné obrazky semenacikov Col-0 a mpk4 mutanta na 3 defi po prenose

na médium s pridavkom NaCl. Mutant ukazuje zhrubnuté korefiové vlasky (Sipky).

B Reprezentativne detailné obrazky semenacikov Col-0 a mpk6-2 mutanta na 3 deri po prenose
na médium s pridavkom NaCl. Mutant ukazuje zdurenu koreriovu Spicku (Sipky).

C Reprezentativne detailné obrazky semenacikov Col-0 a anp2anp3 mutanta na 3 den po
prenose na médium s pridavkom NaCl.
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Obr. 16 Vplyv osmotického stresu na korenové fenotypy mpk4, mpk6-2a anp2anp3 mutantov a
prislusnych divokych typov rasticich na médiu s pridavkom 3% sacharozy.

A Reprezentativne obrazky semenacikov Col-0 a mpk4 mutanta na 3 den po prenose na
médium s pridavkom sachardzy.

B Reprezentativne obrazky semenacikov Col-0 a mpk6-2 mutanta na 3 den po prenose na
médium s pridavkom sacharézy.

C Reprezentativne obrazky semenacikov Ws a anp2anp3 mutanta na 3 den po prenose na
médium s pridavkom sacharézy.
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Obr. 17 Porovnanie korefiového fenotypu medzi Col-0, mpk4, mpk6-2, Ws a anp2anp3 na
médiu s pridanim 3% sacharozy.

A Reprezentativne detailné obrazky semenacikov Col-0 ampk4 mutanta na 3 den po prenose
na médium s pridavkom sacharézy. Mutant ukazuje zhrubnuté korenové vlasky (Sipky).

B Reprezentativne detailné obrazky semenacikov Col-0 a mpk6-2 mutanta na 3 den po prenose
na médium s pridavkom sacharozy.

C Reprezentativne detailné obrazky semenacikov Col-0 a anp2anp3 mutanta na 3 den po
prenose na medium s pridavkom sachar6zy. Mutant ukazuje zdureniny na primarnom koreni
(Sipky).
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Obr. 18 Vplyv osmotického stresu na korefiové fenotypy mpk4, mpk6-2 a anp2anp3 mutantov a
prislusnych divokych typov rastucich na médiu s pridavkom 5% sachardzy.
A Reprezentativne obrazky semenacikov Col-0 a mpk4 mutanta na 3 den po prenose na

médium s pridavkom sacharézy.
B Reprezentativne obrazky semenacikov Col-0 a mpk6-2 mutanta na 3 den po prenose na

médium s pridavkom sacharézy.
C Reprezentativne obrazky semenacikov Ws a anp2anp3 mutanta na 3 den po prenose na

médium s pridavkom sacharozy.
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Obr. 19 Porovnanie korefového fenotypu medzi Col-0, mpk4, mpk6-2, Ws a anp2anp3 na
médiu s pridanim 5% sacharézy.

A Reprezentativne detailné obrazky semenacikov Col-0 a mpk4 mutanta na 3 defi po prenose
na médium s pridavkom sacharézy. Mutant ukazuje zhrubnuté koreriové vilasky a vetvenie
koreniovych vlaskov (Sipky).

B Reprezentativne detailné obrazky semenacikov Col-0 a mpk6-2 mutanta na 3 den po prenose
na médium s pridavkom sacharozy

C Reprezentativne detailné obrazky semenacikov Col-0 a anp2anp3 mutanta na 3 den po
prenose na médium s pridavkom sacharézy. Mutant ukazuje zhrubnutie korefiovych viaskov
(Sipky).
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9.2.2. Vplyv chladového stresu
Pb&sobenim chladu tiez dochadza k inhibicii vyvoja a rastu novych korefovych

korefiovych vlaskov a tvorbe lateralnych korenov u vSetkych sledovanych mutantov a
divokych typov (Obr.22 A-C). Tato inhibicia je vyraznejSia z divokych typov u Ws (Obr.
22 C) a z mutantov u mpk6-2 (Obr. 23 B).

9.2.3. Vplyv oxidativheho stresu
Na oxidativny stres vyvolany 0,1uM paraquatom je najrezistentnejdi anp2anp3 mutant

(Obr. 7 C a D). U tohoto mutanta sme pozorovali vytvorenie listovej ruzice u 90%
jedincov s priemernym poc¢tom 6 listov na rastlinu na 9. def po prenose na médium
s pridavkom paraquatu . Naproti tomu divoky typ Ws vytvara listovu ruzicu len u 60% s
priemernym poc¢tom 4 listy na rastlinu (obr. 20 A). Rastliny anp2anp3 mutanta prezivaju
aj po 18 dnoch kultivacie na médiu s pridanim 0,1uM paraquatu (obr. 20 B).

U mutantov mpk4 a anp2anp3, na rozdiel od mutanta mpk6-2 a divokych typov Col-0 a
Ws, dochadza k inhibicii rastu korefiovych vliaskov pésobenim 0,1uM paraquatu (Obr.
24 A-C).

A e

P4

Q \

hjis

&
£y

18. den po prenose 18. den po prenose

Obr. 20 Vplyv oxidativneho stresu na anp2anp3 mutanta a jeho prislusny divoky typ Ws.

A Vytvéaranie listovej ruzice u anp2anp3 mutanta a divokého typu Ws na 9 defi po prenose na
médium s pridavkom 0,1uM paraquatu. Cierne Sipky znazorfiuju pravé listy.

B PreZivanie anp2anp3 mutanta aj na 18 defi po prenose na médium s pridavkom 0,1uM
paraquatu na rozdiel od divokého typu Ws.
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Obr. 21 Vplyv chladového stresu na korefiové fenotypy mpk4, mpk6-2a anp2anp3 mutantov a
prislusnych divokych typov rastucich na médiu pri 4°C.

A Reprezentativne obrazky semenacikov Col-0 a mpk4 mutanta na 3 den po pésobeni chladu.
B Reprezentativne obrazky semenacikov Col-0 a mpk6-2 mutanta na 3 defi po pdsobeni

chladu.
C Reprezentativne obrazky semenacikov Ws aanp2anp3 mutanta na 3 def po

pdsobenichladu.
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Obr. 22 Porovnanie fenotypov korenovych viaskov mpk4, mpk6-2 a anp2anp3 mutantov a
prislusnych divokych typov rastucich pri 4°C.

A Reprezentativne detailné obrazky semenadikov Col-0 a mpk4 mutanta na 3 den po pdsobeni
chladu.

B Reprezentativne detailné obrazky semenaclikov Col-0 a mpk6-2 mutanta na 3 def po
pdsobeni chladu.

C Reprezentativne detailné obrazky semenacikov Col-0 a anp2anp3 mutanta na 3 den po
pbésobeni chladu. Mutant ukazuje vetvenie korefovych viaskov (Sipky).
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Obr. 23 Vplyv oxidativneho stresu na korenové fenotypy mpk4, mpk6-2 a anp2anp3 mutantov a
prislusnych divokych typov rastucich na médiu s pridavkom 0,1uM paraquatu.
A Reprezentativne obrazky semenacikov Col-0 a mpk4 mutanta na 3 den po prenose na

médium s pridavkom paraquatu.
B Reprezentativne obrazky semenacikov Col-0 a mpk6-2 mutanta na 3 den po prenose na

médium s pridavkom paraquatu
C Reprezentativne obrazky semenacikov Ws a anp2anp3 mutanta na 3 den po prenose na

médium s pridavkom paraquatu.
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Obr. 24 Porovnanie fenotypov korenovych viaskov mpk4, mpk6-2 a anp2anp3 mutantov a

prislusnych divokych typov rastucich na médiu s pridavkom 0,1uM paraquatu.
A Reprezentativne detailné obrazky semenacikov Col-0 a mpk4 mutanta na 3 defi po prenose

na médium s pridavkom paraquatu.
B Reprezentativne detailné obrazky semenacikov Col-0 a mpk6 mutanta na 3 den po prenose

na médium s pridavkom paraquatu.
C Reprezentativne detailné obrazky semenacikov Col-0 a anp2anp3 mutanta na 3 den po

prenose na médium s pridavkom paraquatu.

-56 -



9.3. Imunocytochemické studium cytoskeletu u mpk4, mpk6-2 a
anp2anp3 mutantov a u divokych typov Col-0 a Ws metédou "whole
mount"

Imunocytochemicky bol sledovyny vplyv osmotického (NaCl a sacharéza),
oxidativneho (paraquat) a chladového (4°C) stresu na organizaciu mikrotubulov (MT) u
divokych typov (Col-0 a Ws) a vybranych mutantov (mpk4, mpk6-2 a anp2anp3) A.
thaliana pomocou "whole mount" metédy. MT boli vizualizované pouzitim primarnej
protilatky proti a-tubulinu (Yol1/34). Charakteristické usporiadanie MT u divokych typov
Col-0 a Ws amutantov mpk4, mpk6 aanp2anp3 rasticich na kontrolnych
podmienkach je zobrazené na Obr. 1 a 2 (Priloha).

U divokych typov (Col-0 a Ws) a mutantov (mpk4, mpk6 a anp2anp3) osmoticky stres
navodeny 100mM NaCl spdsobuje dezorientaciu, fragmentaciu a zvazkovanie
kortikalnych mikrotubulov (Priloha Obr. 3 a 4). Fragmentacia MT je vyraznejSia
u divokého typu Ws, uktorého pozorujeme vacsi pocet rozpadnutych MT.
V korefiovych bunkach divokych typov rastlin boli kortikalne MT orientované paralelne
a vo vacsine pripadov priecne alebo Sikmo k hlavnej osi korena (Priloha Obr. 3 a 4).
U mpk4 a mpk6-2 mutantov pozorujeme zvazkovanie a fragmentaciu MT (Priloha Obr.
3). U anp2anp3 mutanta bolo pozorované zvazkovanie MT (Priloha Obr. 4).
P&sobenim 150mM NaCl na korenové bunky divokych typov a mutantov dochadza
k zvazkovaniu, fragmentaci a postupnej depolymerizaci MT (Obr. 25 a 26). U divokého
typu Col-0 dochadza k zvazkovaniu a k fragmentaci MT (Obr. 25 A aB). U mpk4
a mpk6-2 mutantov dochadza k zvazkovaniu MT (Obr. 25 C-F). U divokého typu Ws
bolo pozorované vyraznejSie zvazkovanie arozpad MT (Obr. 26 A a B) v porovnani
s divokym typom Col-0. Depolymerizacia MT je najvyraznejSia u anp2anp3 mutanta
(Obr. 26 C a D).

Zvazkovanie, fragmentacia a dezorientacia MT v korenovych bunkach divokych typov
i mutantov bola tieZ pozorovana osmotickym stresom navodenym 3% sachardzou.
U divokych typov Col-0 a Ws a mpk4 a mpk6-2 mutantov dochadza k zvazkovaniu MT
(Priloha Obr. 5 a 6). Naproti tomu u anp2anp3 mutanta dochada nielen k zvazkovaniu,
ale aj krozpadu MT (Priloha Obr. 6) U mpk6 mutanta boli v meristematickej oblasti
korena pozorované deliace vretienko a fragmoplast (Priloha Obr. 5)

Vplyvom 5% sacharézy dochadza k vyraznému zvazkovaniu MT v korefiovych
bunkach oboch divokych typov (Obr. 27 A-B, 28 A-B). V meristematickej oblasti korena
divokych typov (Col-0 i Ws) boli pozorované mitotické figury, ako je deliace vretienko
a fragmoplast (Obr 27 A, 28 B). U mutantov bola pozorovana nahodna konfiguracia
kortikalnych MT, ktoré stratili paralelnu orientaciu v epidermalnych bunkach. Naviac, u

mutantov sme pozorovali nielen CastejSie ulozenie kortikalnych MT vo zvazkoch, ale aj
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chaotické usporiadanie a fragmentaciu kortikalnych MT (Obr.27 C a E-G, 28 C).
Chladovy stres (4°C) spésobuje udivokych typov zvazkovanie a fragmentaciu
kortikalnych MT (Obr. 29 Aa C, 30 A-B). V meristematickej oblasti korefa divokého
typu Col-0 boli pozorované mitotické figury ako deliace vretienko a fragmoplast (Obr.
29 A a B). U vSetkych mutantov dochadza k depolymerizici kortikalnych MT (Obr. 29
D-F, 30 C-D).

Oxidativny stres vyvolany 0,1uM paraquatom spdsobuje u divokych typov (Col-0 a Ws)
depolymerizaciu a zvazkovanie kortikalnych MT (Obr. 31 A-C, 32 A-B). vSetky mutanti
ukazuju depolymerizaciu kortikalnych MT (Obr. 31 D-G, 32 C-D).

9.4. Mitéza a cytokinetické poruchy
Mikroskopickou analyzou sme u mpk4, mpk6-2 a anp2anp3 mutantov pozorovali

cytokinetické defekty, poruchy v tvorbe bunkovej steny, o ma za nasledok vznik
viacjadrovej bunky u mpk4 a anp2anp3 mutantov (Obr. 25 C-D a F, 27 C-D, 28 C).

Pomocou imunoznacéenia MT metddou “whole-mount” bol u mpk6-2 mutanta potvrdeny
atypicky vzor polohy roviny delenia, pri ktorom dochadza k posunutiu polohy PPBs,
vretienka a fragmoplastu (Obr. 27 D), ako aj k lokalnej akumutéacii mitotickych MT. U
mutanta mpk6-2 je oproti divokému typu Col-0 lokalna akumulacia PPB a

fragmoplastov, o ma za nasledok lokalne zhlukovanie buniek.
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Obr. 25 Imunofluorescencna lokalizacia MT (zelené) v korefioch divokého typu Col-0 a mpk4 a
mpk6-2 mutantov po oSetreni 150mM NaCl. Jadra su kontrastne farbené s DAPI na modro.

A Korenova Spicka divokého typu Col-0 ukazujuca zvazkovanie MT po pdsobeni NaCl.

B Detail divokého typu Col-0 ukazujuci zvazkovanie MT (Sipky) poc€as po pésobeni NaCl.

C Korenova Spicka mpk4 mutanta ukazujuca rozpad MT a pritomnost viacjadrovej bunky
(Sipka) poc¢as pbésobenia NaCl.

D Detail mpk4 mutanta ukazujuci dvojjadrovu bunku (hviezdy).

F Koreriova $pi¢ka mpk6-2 mutanta ukazujuca zvazkovanie MT (Sipky) po posbeni NaCl.

G Detail mpk6-2 mutanta ukazujuci viacjadrovu bunku (hviezdy) a zvazkovanie MT (Sipky).
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Obr. 26 Imunofluorescenna lokalizacia MT (zelené) v korefioch divokého typu Ws a anp2anp3
mutanta po oSetreni 150mM NaCl. Jadra su kontrastne farbené s DAPI na modro.

A Korenova 3Spicka divokého typu Ws ukazujuca zvazkovanie a rozpad MT po pbésobeni NaCl.

B Detail divokého typu Ws ukazujuci zvazkovanie MT (Sipky) po posobeni NaCl.

C Korenova Spicka anp2anp3 mutanta ukazujuca depolymerizaciu kortikalnych MT po pésobeni
NaCl.

D Detail anp2anp3 mutanta ukazujuci rozpad kortikalnych MT poc¢as pdsobenia NaCl.
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Obr. 27 Imunofluorescencna lokalizacia MT (zelené) v korefioch divokého typu Col-0 a mpk4 a
mpk6-2 mutantov po oSetreni 5% sachar6zou. Jadra su kontrastne farbené s DAPI na modro.

A Koreriova $picka divokého typu Col-0 ukazujuca zvazkovanie a rozpad MT a pritomnost
fragmoplastu (Sipky) po pésobeni sacharézy.

B Detail divokého typu Col-0 ukazujuci zvazkovanie MT (Sipky) po pdsobeni sachardzy.

C Korenova Spitka mpk4 mutanta ukazujuca zvazkovanie MT (3ipky).po pdsobeni sacharozy.

D Detail mpk4 mutanta ukazujuci dvojjadrova bunku (hviezdy) a pritomnost Sikmo
orientovaného fragmoplastu (Sipka) po pésobeni sacharozy.

E Korenova 3pi¢ka mpk6-2 mutanta ukazujuca rozpad MT po pdsobeni sacharézy. Deliace
vretienko je oznacené Sipkou.

F Detail mpk6-2 mutanta ukazujuci zvazkovanie a rozpad MT (Sipky).
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Obr. 28 Imunofluorescenéna lokalizacia MT (zelené) v korerfioch divokého typu Ws a anp2anp3
mutanta po oSetreni 5% sachardzou. Jadra su kontrastne farbené s DAPI na modro.

A Koreriova Spicka divokého typu Ws ukazujuca zvazkovanie kortikalnych MT (Sipky) po
pdsobeni sachardzy.

B Detail divokého typu Ws ukazujuci vytvorenie PPB a fragmoplastov (Sipky) po p6sobeni
sacharozy.

C Korenova Spicka anp2anp3 mutanta ukazujuca zvazkovanie kortikalnych MT a pritomnost
mnohojadrovej bunky (hviezdy) a synchronizovanych anafaz (Sipky) po pdsobeni sacharézy.

-62 -



Obr. 29 Imunofluorescenéna lokalizacia MT (zelené) v korefioch divokého typu Col-0 a mpk4 a
mpk6-2 mutantov po navodeni chladového stresu. Jadra su kontrastne farbené s DAPI na
modro.

A Korenova Spicka divokého typu Col-0 ukazujuca zvézkovanie a rozpad MT (Sipky) navodenim
chladu. Mitotické vretienko a fragmoplast su oznacené Sipkami.

B Detail divokého typu Col-0 ukazujuci zvazkovanie MT (Sipky) pésobenim chladu.

C Korenova Spicka mpk4 mutanta ukazujuca rozpad kortikalnych MT p&sobenim chladu.

D Korefiova Spicka mpk6-2 mutanta ukazujuca rozpad MT pésobenim chladu.

E Detail mpk6-2 mutanta ukazujuci rozpad MT pdsobenim chladu.
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Obr. 30 Imunofluorescenéna lokalizacia MT (zelené) v korerfioch divokého typu Ws a anp2anp3
mutanta po navodeni chladového stresu. Jadra su kontrastne farbené s DAPI na modro.

A Korenova Spicka divokého typu Ws ukazujuca zvazkovanie a rozpad MT p&sobenim chladu.
B Detail divokého typu Ws ukazujuci zvazkovanie kortikalnych MT (Sipky) p6sobenim chladu.

C Korenova Spitka anp2anp3 mutanta ukazujuca rozpad MT p&sobenim chladu.

D Detail anp2anp3 mutanta ukazujuci rozpad MT pésobenim chladu.
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Obr. 31 Imunofluorescencna lokalizacia MT (zelené) v korefioch divokého typu Col-0 a mpk4 a
mpk6-2 mutantov po oSetreni 0,1uM paraquatom. Jadra su kontrastne farbené s DAPI na
modro.

A Korenova Spicka divokého typu Col-0 ukazujica zvazkovanie a rozpad MT (Sipky) pdsobenim
paraquatu.

B Detail divokého typu Col-0 ukazujuci zvazkovanie MT (Sipky) po oSetreni paraquatom.

C Koreriova Spic¢ka mpk4 mutanta ukazujuca rozpad MT po oSetreni paraquatom.

D Detail mpk4 mutanta ukazujuci rozpad MT po oSetreni paraquatom.

E Korehova Spicka mpk6-2 mutanta ukazujuca rozpad MT po o3etreni paraquatom.

F Detail mpk6-2 mutanta ukazujuci rozpad MT po oSetreni paraquatom.
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Obr. 32 Imunofluorescenna lokalizacia MT (zelené) v korefioch divokého typu Ws a anp2anp3
mutanta po oSetreni 0,1uM paraquatom. Jadra su kontrastne farbené s DAPI na modro.

A Korenova $picka divokého typu Ws ukazujuca zvazkovanie a rozpad MT po oSetreni
paraquatom.

B Detail divokého typu Ws ukazujuci zvazkovanie a rozpad kortikalnych MT (Sipky) po oSetreni
paraquatom.

C Korenova $picka anp2anp3 mutanta ukazujuca rozpad MT po oSetreni paraquatom.

D Detail anp2anp3 mutanta ukazujuci rozpad MT

po oSetreni paraquatom.
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9.5. Histochemicka lokalizacia superoxidu
Sledovanim fenotypovych zmien spésobenych oxidativnym stresom (navodenym

0,1uM paraquatom) u jednotlivych mutantov a pfisludnych divokych typov sme zistili,
Ze anp2anp3 mutant je najrezistentnejSi (Obr. 7 CaD a Obr. 20 A a B). Preto sme
sledovali distribuciu O,'v korefioch divokého typu Ws a anp2anp3 mutanta za pouzitia
NBT.

NBT vytvara tmavomodrid az modrociernu zrazeninu formazanu v kontakte s
superoxidom. ModroCierne zafarbenie oznacujuce pritomnost O, sme pozorovali v
korenovej SpiCke divokého typu Ws a anp2anp3 mutanta kultivovanych v kontrolnych
podmienkach. Sfarnenie korenovych S$piCiek u anp2anp3 mutanta malo slabSiu
intenzitu. U divokého typy Ws pésobenim oxidativneho stresu pozorujeme silnejSie

zafarbenie korenovej $picky ako u anp2anp3 mutanta (Obr. 32 B).

Ws anp2anp3 | Ws anp2anp3
Kontrolné podmienky 0,1uM paraquat

Obr. 32 Histochemicka lokalizacia distibucie superoxidu v korefioch divokého typu Ws a
anp2anp3 mutanta.

A Distribucia superoxidu v korefioch divokého typu Ws a anp2anp3 mutanta, ktoré rastli na 72
MS médiu.

B Distriblcia superoxidu v korefioch divokého typu Ws a anp2anp3 mutanta, ktoré rastli na 'z
MS médiu s pridavkom 0,1um paraquatu.
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9.6. Biochemicka analyza aktivity superoxid dismutazy
Proteiny z listov a korefiov divokého typu Ws a anp2anp3 mutanta boli separované na

10% nativnom polyakrylamidovom gély. Pocas elektroforetickej separacie doslo
k odeleniu dvoch izoforiem SOD. lzozymy boli uréené na zaklade rezistencie
k inhibitorom KCN a H,O,. Po aplikaci inhibitora KCN na gél boli uréené, dve izoformy,
ktoré su rezistentné voci tomuto inhibitoru, MNSOD a FeSOD. Po aplikaci inhibitora
H,0,, bol uréeny izozym MnSOD, ktory je rezistentny na H,O, U anp2anp3 mutanta
bola pozorovana zvy$ena aktivita izozymov FeSOD i MnSOD oproti divokému typu Ws.

Tato aktivita bola zvySena v korenoch i listoch. (Obr. 33, draha 2 a 4.).

1 234 1 2341 2324

MnSOD

FeSOD

KCN H,0,

Obr.33 Nativna PAGE, farbena na aktivitu SOD izozymom v korefoch a listoch divokého typu
Ws a anp2anp2 mutanta prostrednictvom inhibitorov KCN a H,0,

Draha 1- korene divokého typu Ws, draha 2- korene anp2anp3 mutanta, draha 3- listy divokého
typu Ws, draha 4- listy anp2anp3 mutanta. Hviezda oznacuje zvySenu aktivitu izozymu MnSOD
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10. Diskusia

Korenovy fenotyp mpk4, mpk6-2 a anp2anp3 mutantov bol v sulade s fenotypmi, ktoré
boli predtym pozorované u tychto mutantov (Krysan et al., 2002; Beck et al., 2010;
Muiller et al., 2010). Mutanti mpk4 a anp2anp3 maju velmi podobny fenotyp, nielen na
urovni celych organov, ale aj jednotlivych buniek. Korene ukazuju spomaleny rast a su
znacne kratSie v porovnani so semenacikmi divokych typov (Obr. 3 A a B). Mutant
mpk6-2 ma znizenu fertilitu a dizku $eSule (Bush & Krysan, 2007) a korefiovy fenotyp
“‘bez korefia” alebo “skrateny korei” (Obr. 3 A). Av8ak tento fenotyp je len doCasny a
na 6. den zacCina vyvijat primarny koren a na 10. den pozorujeme vyvoj adventivnych
korenov (Obr. 4 C).

Defekty v cytoskelete MT uzko suvisia s radialnou expanziou buniek (Baskin et al.,
1994; Whittington et al., 2001; Sugimoto et al., 2003; Collings et al., 2006; Gardiner et
al.,, 2008). Rozdielne fenotypy korefiovych vliaskov a porucha bunkovej expanzie u
mpk4 a anp2anp3 mutantov naznacuju aberantnu organizaciu MT.

Je zname, Ze MPK4 méze byt aktivovana MEKK1 pocas abiotického a biotického
stresu, ale podfa genetickych a transkripénych $tudii to nie je jedina stresom
aktivovana MAPK draha u Arabidopsis. (Ichimura et al., 2006; Mészaros et al., 2006;
Nakagami et al., 2006; Su et al., 2007; Suarez-Rodriguez et al., 2007). Na rozdiel od
mkk1 mutanta, u ktorého so vzrastajucou koncentraciou NaCl dochadza k zachrane
rastu, rast mpk4 mutanta je NaCl inhibovany (Su et al., 2007). Mutanti mkk1 a mpk4
nemaju podobny fenotyp korenov a ruzice listov (Nakagami et al., 2006; Beck et al.,
2010), z toho vyplyva, ze MEKK1 nie je s MPK4 zac¢lenena do rovnakej drahy pocas
vyvoja rastliny.

Analyza organizacie MT bola uskutoénena in situ imunofluorescenénym znacenim
tubulinu metédou ,whole mount® (Mullet et al., 2010) u mpk4, mpk6-2 a anp2anp3
mutantov a porovnana s odpovedajucimi divokymi typmi.

Je zname, Ze mutanti mpk4 a anp2anp3 maju cytokinetické defekty (Krysan et al.,
2002; Beck et al., 2010). Dochadza u nich k neuplnym a aberantnym tvorbam bunkovej
roviny (Sikmé bunkové roviny). Napriek podobnostiam mutantov v mitotickych
a cytokinetickych defektov, zda sa, Ze su tieto defekty CastejSie u mpk4 mutanta, ako
u anp2anp3 mutanta. Z toho plynie, ze ANP2, ANP3 a MPK4 pravdepodobne funguju
spoloCne vo vyvojovej drahe, ktora reguluje morfogenézu, tvar a zvazkovanie
kortikalnych MT. Pri porovnani mpk4 mutanta s dvojitym anp2anp3 mutantom,
u ktorého su zname cytokinetické defekty (Krysan et al., 2002) aich podobnost
v organizacii MT, sa zda, ze ANP2/ANP3, MPK4 (Beck et al., 2011) a MPK6 (Mdiller et
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al., 2010) a mozno aj MAP65-1 ako jeden zo substratov MAPK, mézZu byt délezité pre
organizaciu a dynamiku mitotickych MT vo vegetativnych organoch.

VSeobecne je zname, Ze PPB a fragmoplast reprezentuju cytoskeletalne Struktury
fungujuce v bunkovom deleni rastlin (Miller et al., 2009). Kazda z tychto Struktur sa
formuje v urc€itom Stadiu bunkového cyklu a ma velmi Specificku funkciu (Goddardet al.,
1994). U mutanta mpk6-2 sa vyskytuju ektopické bunkové delenia. MPK6 sa hromadi
v Strukturach, ktoré su spojené s MT v PPB a fragmoplaste po¢as bunkového delenia
v korenoch Arabidopsis (Mlller et al., 2010).

Rastliny, ktoré znesu teplotu pod nulou potrebuju uréity ¢as na aklimatizovanie.
Abdrakhamanova et al., (2003) zistili, ze prechodny rozklad MT méze byt sucastou
aklimatizacie na chlad. Ukazali, ze pri 4°C dochadza na chlad odolnej odrody pSenice
k rychlej ale prechodnej dezorganizaci kortikalnych MT v kortexovych bunkach korefia.
Pocas aklimatizacie dochadza k zmene zloZenia a-tubulinu.

Pdsobenim chladového stresu dochadza u divokych typov k zvazkovaniu a rozpadu
mikrotubulov, ale u v8etkych troch mutantov bola pozorovana depolymerizaci
mikrotubulov. Pé&sobenie chladového stresu, nema podobny priebeh na organizaciu
mikrotubulov ako teplotny stres.

Vplyvom tepelného stresu dochadza k zmenam nielen v organizaci MT, ale aj
v dynamike bunkového cyklu (Smertenko et al., 1997). Mikrotubuly, ktord maju Sikmu
a hlavne pozdiznu orientaciu s odolnejSie vod&i tepelnému stresu v bunkach mladych
semenacikov (Muller et al., 2007). To odpoveda predchadzajucim Studiam, pri ktorych
sa zistilo, Ze stabilita kortikalnych MT zavisi na ich orientaci (Wiesler et al., 2002).
Kratkodobym pésobenim, radovo minuty, tepelného stresu a naslednou obnovou, sa
zistilo, ze MT, ktoré prezivaju mézu sluzit ako vzor pre orientaciu novych MT (Mdiller et
al., 2007). Avsak dlhodobym pésobenim chladu dochadza k uplnej depolymerizaci MT.
Mechanizmus stabilizacie MT zostava zatial neznamy, predpoklada sa vplyv MAP
proteinov, ¢o by vysvetlovalo obnovu MT u dospelych buniek korefiovych vlaskov,
ktoré pdsobenim tepla stracaju vacsiu ¢ast MT. U tychto buniek musia byt nové MT
tvorené a orientované bez vzoru. Vplyv MAP proteinov by sa mohol potvrdit pri obnove
MT, ktoré boli depolymerizované chladovym stresom.

Reaktivne formy kyslika (ROS) su produkované nielen v stresovanych bunkach, ale aj
v nestresovanych a podielaju sa na vnimani stresu ana aktivacii antioxidaéného
systému (Jacquard et al., 2009). V ramci bunky je SOD prvym obrancom voci ROS.
SOD je enzym odburavajuci superoxid za vzniku peroxidu. Superoxid vznika priamou
redukciou O, v chloroplastoch a je premiefiany na H,O, a O, superoxid dismutazou.
MPK®6 je ovplyvnena intracelularnou produkciou ROS v systéme fotosyntézy. Pomocou

nativnej elektroforézy sme v semenadikoch divokého typu Ws a mutanta anp2anp3
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sledovali aktivitu izozymov superoxid dismutazy. Mutant anp2anp3 mal v korefioch aj
v listoch zvySenu aktivitu SOD. Tym by sa vysvetlila rezistencia anp2anp3 mutanta voci
oxidativnemu stresu, ktory bol navodeny 0,1uM paraquatom, v porovnani s divokym
typom Ws. Korene anp2anp3 mutanta a divokého typu, ktoré boli oSetrené paraquatom
a sledovanim distribdciu superoxidu sa potvrdilo, Ze anp2anp3 mutant ma v koreni
nizSiu distribaciu superoxidu ako divoky typ. AvSak schopnost anp2anp3 mutanta
znizovat' hladinu superoxidu a prezivat na oxidativnom strese, nie je v spojitosti
s organizaciou mikrotubulov. U tohto mutanta dochadza k uplnej depolymerizaci

mikrotubulov.
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11. Zaver

V teoretickom uvode boli zhrnuté zakladné poznatky o MAPK signalingu, cytoskelete
rastlin a o spdsoboch odpovede rastlinnych buniek na vybrané abiotické stresy.

V praktickej Casti bol najskér charakterizovany fenotyp mpk4, mpk6 a anp2anp3
mutantov. Nasledne prebehla optimalizacia kultivacie vybranych mutantov
a prislusnych divokych typov v stresovych podmienkach. Na semenaciky bol
aplikovany osmoticky (75, 100 a 150mM NaCl, 3 a 5% sacharéza), oxidativny (0,1uM
paraquat) a chladovy (4°C) stres.

Fenotypova analyza pésobenia osmotického, oxidativneho a chladového stresu
odhalila, Ze u mpk4, mpk6 a anp2anp3 mutantov, tak isto ako aj divokych typov Col-0 a
Ws ma navacsi inhibi¢ny ucinok na rast koreha chladovy stres a to uz def po prenose
do stresovych podmienok. Z divokych typov je Ws citlivejSia na osmoticky stres
spbsobeny 5% sacharézou, naproti tomu Col-0 je citlivejSa na osmoticky stres
spbésobeny 150mM NaCl. Mutanti mpk4 a anp2anp3 su rovnako citlivé na osmoticky
stres vyvolany sachar6zou (3% a 5% sacharéza) a solou (75mM, 100mM a 150mM
NaCl). Na oxidativny stres spdsobeny 0,1uM paraquatom je najmenej citlivy mutant
anp2anp3. Mutant mpk6-2 je najmenej citlivy na osmoticky stres vyvolany solou.
Mutant mpk6-2 je odolnejSi na osmoticky stres (solny i cukorny) ako mutanti mpk4 a
anp2anp3. Zatial ¢o mpk4 a anp2anp3 mutanti vykazuju rovnaku senzitivitu na
osmoticky stres (NaCl a sacharéza).

DalSou &astou bolo imunocytochemické $tadium vplyvu osmotického, oxidativneho
a chladového stresu na cytoskelet metédou ,whole mount®. Pésobenim osmotického
(NaCl a sacharo6za) stresu dochadza k zvazkovaniu a rozpadu kortikalnych MT nielen u
mutantov, ale aj prislusnych divokych typov. Pésobenim chladového a oxidativneho
stresu dochadza u mutantov mpk4, mpk6 a anp2anp3 Kk uplnej depolymerizaci
kortikalnych MT, zatial o u divokych typov Col-0 a Ws len k zvazkovaniu a k rozpadu
kortikalnych MT.

Na zaklade ziskanych vysledkov z fentypovej analyzy, kedy bolo zistené, ze anp2anp3
mutant je rezistentny na pésobenie oxidativneho stresu. Preto sa u tohto mutanta
a jeho prislusného divokého typu sledovala distribucia O, v korefioch za pouzitia NBT.
Bolo zistené, ze pdsobenim oxidativneho stresu dochadza u anp2anp3 mutanta
k niz8ej distribaci superoxidu v porovnani v divokym typom Ws. Nasledne bola
stanovena aktivita enzymu superoxid dismutazy v korehoch a listoch anp2anp3
mutanta a divokého typu Ws. U mutanta anp2anp3 bola pozorovana zvysena aktivita

izozymu MnSOD v korefioch aj v listoch.
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13. Zoznam pouzitych skratiek
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Wassilewskija
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14. PRILOHY
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Obr. 1 Imunofluorescencna lokalizacia MT (zelené) v korenoch divokého typu Col-0 a mpk4 a
mpk6-2 mutantov, ktoré rastli na kontrolnom médiu. Jadra su kontrastne farbené s DAPI na
modro.

A Korenova Spicka divokého typu Col-0 ukazujuca paralelné usporiadanie MT.

B Detail divokého typu Col-0 ukazujuci paralelné usporiadnie MT.

C Korenova Spitka mpk4 mutanta ukazujuca mitotické vretienka (Sipky).

D Detail mpk4 mutanta ukazujuci dvojjadrové bunky (hviezdy).

E Detail mpk4 mutanta ukazujuci fragmoplast (Sipka).

F Detail mpk4 mutanta ukazujuci usporiadanie MT.

G Detail mpk6-2 mutanta ukazujuci fragmoplasty (Sipky).

H. Detail mpk6-2 mutanta ukazujuci preprofazny zvazok (Sipka).
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Obr. 2 Imunofluorescencna lokalizacia MT (zelené) v korerioch divokého typu Ws a anp2anp3
mutanta, ktoré rastli na kontrolnom meédiu. Jadra su kontrastne farbené s DAPI na modro.

A Korenova 3Spicka divokého typu Ws ukazujuca paralelné usporiadanie MT.

B Detail divokého typu Ws ukazujuci fragmoplast (Sipka).

C Detail divokého typu Ws ukazujuci paralelné usporiadanie MT (Sipky).

D Koreriova $piCka anp2anp3 mutanta ukazujuca deliace vretienko (Sipka)

E Detail anp2anp3 mutanta ukazujuci deliace vretienka (Sipky).

F Detail anp2anp3 mutanta ukazujici usporiadanie MT.

G Detail anp2anp3 mutanta ukazujuci dvojjadrovu bunku (hviezdy).
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Obr. 3 Imunofluorescencna lokalizacia MT (zelené) v korenoch divokého typu Col-0 a mpk4 a
mpk6-2 mutantov po oSetreni 100mM NacCl. Jadra su kontrastne farbené s DAPI na modro.

A Korenova Spicka divokého typu Col-0 ukazujuca zvazkovanie MT po p6sobeni NaCl.

B Detail divokého typu Col-0 ukazujuci zvazkovanie MT (Sipky) po pbésobeni NaCl.

C Korenova $picka mpk4 mutanta ukazujuca rozpad MT a pritomnost nedokoncenej bunkovej
prepazky (Sipka) po pésobeni NaCl.

D Detail mpk4 mutanta ukazujuci viacjadrovu bunku (hviezdy).

E Korenova Spi¢ka mpk6-2 mutanta ukazujuca zvazkovanie MT (Sipky) po posobeni NaCl.

F Detail mpk6-2 mutanta ukazujuci fragmoplast (Sipka) po posobeni NaCl.
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Obr. 4 Imunofluorescencna lokalizacia MT (zelené) v korefoch divokého typu Ws a anp2anp3
mutanta po oSetreni 100mM NacCl. Jadra su kontrastne farbené s DAPI na modro.

A Korerova $picka divokého typu Ws ukazujuca zvazkovanie a rozpad MT (Sipky) po pdsobeni
NaCl.

B Detail divokého typu Ws ukazujuci zvazkovanie MT (Sipky) po pésobeni NaCl.

C Korenova Spitka anp2anp3 mutanta ukazujuca rozpad MT po pdsobeni NacCl.

D Detail anp2anp3 mutanta ukazujuci zvazkovanie MT po pésobeni NaCl.
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Obr. 5 Imunofluorescencna lokalizacia MT (zelené) v korenoch divokého typu Col-0, mpk4 a
mpk6-2 mutantov po oSetreni 3% sachar6zou. Jadra su kontrastne farbené s DAPI na modro.

A Korenova Spicka divokého typu Col-0 ukazujuca zvazkovanie MT po pdsobeni sacharézy.

B Detail divokého typu Col-0 ukazujuci zvazkovanie MT (Sipky) po pésobeni sachardzy.

C Korenova $pictka mpk4 mutanta ukazujuca rozpad MT a pritomnost nedokon&enej bunkovej
prepazky (Sipka) po pésobeni sachardzy.

D Korefova Spi¢ka mpk6-2 mutanta ukazujuca zvazkovanie MT (Sipky) po pdsobeni sachardzy.
E Detail mpk6-2 mutanta ukazujuci mitotické vretienka a fragmoplast (Sipky) po pdsobeni
sacharozy.
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Obr. 6 Imunofluorescencna lokalizacia MT (zelené) v korefoch divokého typu Ws a anp2anp3
mutanta po oSetreni 3% sachar6zou. Jadra su kontrastne farbené s DAPI na modro.

A Koreriova Spicka divokého typu Ws ukazujuca zvazkovanie MT po pOsobeni sacharozy.

B Detail divokého typu Ws ukazujuci zvazkovanie MT (Sipky) po pdsobeni sacharézy.

C Korefiova $picka anp2anp3 mutanta ukazujuca rozpad MT a pritomnost nedokoncenej
bunkovej prepazky (Sipka) po pdsobeni sacharozy.
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