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Abstrakt

Teoreticka c¢ast bakalarské prace se zabyva rostlinou Arabidopsis thaliana jako
vyznamnym modelovym organismem. Je popsadn cytoskelet rostlin, konkrétné
mikrotubuly a aktinovd mikrofilamenta. V dal§i ¢asti jsou charakterizovany
aktin- vazajici proteiny (ABP), pficemz byl kladen duraz piedev§im na profiliny.
Profilin je jednim z vSudypfitomnych zastupcii ABP a hraje dilleZitou roli v dynamice
aktinového cytoskeletu. Pozornost je vénovana také MAPK signalizaci a vlivu

abiotickych strest, konkrétné oxidativniho a solného na rust a vyvoj rostlin.

Prvnim cilem experimentalni ¢asti bylo sledovani dlouhodobého plisobeni solné¢ho a
oxidativniho stresu na viabilitu a rast A. thaliana divého typu Col-0, transgenni
nadexpresni linie exprimujici konstrukt 35S::PRF2:GFP a transgenni linie stabilné
exprimujici konstrukt pro cytoplazmaticky fuzni protein 35S::pMAT:GFP.

V druhé casti experimentdlni prace byla histochemickou metodou detekovana tvorba
volnych kyslikovych radikali (ROS) v nadexpresni linii s konstruktem 35S::PRF2:GFP

po kratkodobém piisobeni oxidativniho a solného stresu.

Poslednim cilem experimentalni ¢asti byla in vivo lokalizace PRF2-GFP v odpovédi
rostlinnych bun¢k na oxidativni stres a inhibitory cytoskeletu. Sledovala se interakce
PRF2-GFP s mikrotubuly a aktinovym cytoskeletem za pouziti konfokalniho laserového
skenovaciho mikroskopu. Pomoci fluorescencné znaceného faloidinu byl vizualizovan

F-aktin u divého typu Col-0 a transgenni linie exprimujici konstrukt 35S::PRF2:GFP.



Sledovala se orientace F- aktinu v hypokotylovych, epidermalnich a kotfenovych
bunkach.

Kli¢ova slova profilin, aktin, cytoskelet, MAPK signalizace, oxidativni
stres, solny stres
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CILE PRACE

Teoreticka ¢ast

1. Zpracovani literarni reSerSe na téma cytoskelet a MAPK signaling v odpovédi

rostlinnych bun€k na oxidativni stres.
Experimentalni ¢ast
1. Optimalizace podminek kultivace rostlin v stresovych podminkéch in vitro.

2. Histochemickd detekce produkce ROS v nadexpresni linii PRF2- GFP

v podminkéach oxidativniho stresu.

3. In vivo lokalizace PRF2- GFP v odpovédi rostlinnych bunék na oxidativni stres a

inhibitory cytoskeletu.



1 UVOD

Rostliny, které jsou svym kofenovym systémem ukotvené v pide, skaldch nebo
bazinach, se nejsou schopny samy vyhnout nepfiznivym podminkdm zivotniho
prostiedi. Jejich pieziti spociva v rychlé adaptaci, ktera vyzaduje zapojeni soustavy
propojenych mechanizmi zabezpecujicich vnimani signalt, jejich pfenos, odpovédi a
pfizpusobovani se stresuim (Smékalovd et al., 2014). Signaliza¢ni drahy
mitogen- aktivovanych protein kinas (MAPK) jsou propojené multienzymatické
komplexy, pfitomné u vSech eukaryot. MAPK hraji u rostlin dulezitou ulohu
pii adapta¢nich procesech a jsou zahrnuty v odpovédi na hormony, bioticky a abioticky
stres (Colcombet a Hirt, 2008; Rodriguez et al., 2010; Liu, 2012; Sinha et al., 2011;
Samajova et al., 2013a). MAPK se také podileji na regulaci bun&éného déleni, riistu,
diferenciaci nebo programované buné¢né smrti (Franklin- Tong a Gourlay, 2008; Beck
et al., 2011; Muiller et al., 2010; Sasabe a Machida, 2012; Samaj et al., 2004; Samajova
et al., 2013b). Aktinovy cytoskelet je tvofen siti jednotlivych vlaken aktinu a
tzv. aktinovych svazkt (Henty- Ridilla et al., 2013). Je schopen se pietvaret a pomérné
rychle odpovidat na biotické a abiotické podnéty (Li et al., 2014; Henty- Ridilla et al.,
2013). Profilin je maly, aktin- vazajici protein (ABP) o molekulové hmotnosti
12- 15 kDa (Fan et al., 2013). Profilin je dilezity pro dynamiku aktinu a spolu s jinymi
ABPs reguluje rovnovdhu mezi globuldrnim aktinem (G- aktin) a filamentarnim
aktinem (F- aktin) a interakce mezi samotnymi aktinovymi filamenty (Fan et al., 2013;
Valenta et al., 1993). U A. thaliana existuje celkem pét isoforem profilinu, které
se rozdéluji do dvou tiid- generativni a vegetativni (Wang et al., 2009; Fan et al., 2013).
Profiliny se ucastni také interakce aktinového cytoskeletu s plasmatickou membranou,
vezikularniho transportu nebo lokalizace organel (Sun et al., 2013). Profiliny maji u
A. thaliana vliv na prodluzovani bun€k, udrzovani architektury bunék a kveteni
(Ramachandran et al., 2000).

Jednim z cili experimentalni Casti bylo sledovéani vlivu dlouhodobého plisobeni
solného a oxidativniho stresu na viabilitu a rast rostlin transgenni nadexpresni linie
exprimujici konstrukt 35S:PRF2:GFP (PRF2- GFP).

Pomoci histochemické metody se sledovala distribuce ROS (O,", H,0;) po
kratkodobém pisobeni solného a oxidativniho stresu u transgenni linie exprimujici
PRF2-GFP.
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Poslednim cilem experimentalni ¢asti bylo in vivo pozorovani fluzniho proteinu
PRF2-GFP v odpovédi rostlinnych bunék A. thaliana na oxidativni stres a inhibitory
cytoskeletu. V této experimentalni ¢asti bylo provedeno i barveni F- aktinu u rostlin
divého typu Col-0 a transgenni linie exprimujici PRF2-GFP. Sledovala se orientace

F- aktinu v hypokotylovych, epidermalnich a kofenovych bunkach.

2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Arabidopsis thaliana- Huseni¢ek rolni

A. thaliana je mala kvetouci rostlina patfici do celedi Brassicaceae s Sirokym
roz$itenim ve vSech oblastech Evropy, Asie a Severni Ameriky (Meinke et al., 1998).

A. thaliana patii mezi nejdulezitéjsi modelové organismy v rostlinné biologii.
Jeho uplatnéni je predevS§im v oblasti molekularni biologie a genetiky. Ze vsech
znamych druhti kvetoucich rostlin patii A. thaliana mezi nejpodrobnéji prostudované.
organismem v mnoha oblastech vyzkumu, patii kratka genera¢ni doba, malé velikost,
predvidatelna mutageneze, maly genom a efektivni reprodukce zajisténa samoopylenim
(Koornneef a Meinke, 2010). Vyhodnou vlastnosti v§ech modelovych organismi je
kratky zivotni cyklus, ten je u A. thaliana vcetné kliCeni semen, vytvofeni riZice,
vybihdni hlavniho stonku a zrani prvnich semen dokonfen za 6 tydnu
(Meinke et al., 1998).

A. thaliana je jako modelovy organismus dulezity také pro identifikaci genti a uréeni
jejich funkce. U A. thaliana doslo v pribéhu vyvoje k duplikaci celého genomu,
nasledné ke ztratam genu a zaroven k rozsahlym lokalnim duplikacim. Analyzou
genové sekvence bylo zjisténo, ze genom A. thaliana je velky 125 Mb a obsahuje
25498 genu, kodujicich proteiny az z 11 000 rtznych rodin (Arabidopsis Genome
Initiative, 2000).

2.2 Rostlinny cytoskelet

Cytoskelet eukaryot vytvari propojenou sit’ vlaknitych polymert a regulaénich proteint,
zajistujicich schopnost eukaryotickych bunék odoladvat deformacim, transportovat
mezibunéény naklad a ménit béhem pohybu tvar bunky (Fletcher a Mullins, 2010).
Rostlinné buiiky se projevuji jednotnou stavbou, vyzadujici strukturné a funkéné

jedine¢ny cytoskelet a specifické kontrolni mechanismy (Kost a Chua, 2002).
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Cytoskelet se vyznacuje uréitymi klicovymi znaky. Cytoskeletalni systémy jsou
velmi dynamické, coz umoznuje rychlou adaptivni organizaci, pficemz je stale
zachovano dobré uspotadani systému.(Huber et al., 2013).

Mezi funkce cytoskeletu patii piedevsim prostorova organizace obsahu buiiky,
propojeni bunky s extracelularnim prostfedim, intracelularni transport, pohyb buiky,
udrzovani jejiho tvaru, poldrni rast kofenovych vlaskii a pylové lacky (Fletcher
a Mullins, 2010; Staiger a Lloyd, 1991). Mimo jiné i spravny prub¢h mitdzy a meidzy je
zavisly na cytoskeletu (Staiger a Lloyd, 1991).

Mezi zakladni typy cytoskeletalnich polymert se fadi mikrotubuly a aktinova
filamenta, kter& kontroluji tvar, zabezpecuji vnitrobuné¢ny transport a tcastni se déleni
eukaryotickych bunék. VSechny tyto typy polymeru jsou uspoiadany do siti, které
odolavaji deformaci a v dusledku ptsobeni vnéjsich vlivii mohou ménit svou organizaci
(Fletcher a Mullins, 2010). Pro rostlinny cytoskelet je dilezita pfitomnost motorovych
proteint, jejichZ ulohou je transport bunéénych organel a molekul (Kost a Chua., 2002).
tuhost, dynamika jejich seskupovani, polarita a motorové proteiny, se kterymi asociuji
(Fletcher a Mullins, 2010).

2.2.1 Mikrotubuly

Mikrotubuly (MT), patiici mezi cytoskeletalni proteinové polymery, jsou duté tuhé
trubice s pramérem piiblizné 25 nm a jsou slozené z 13 protofilamentd (Burbank a
Mitchison, 2006; Hashimoto, 2015).

Mikrotubuly jsou tvofeny polymerizaci podjednotek skladajicich se z heterodimeru
ap-tubulinu (Burbank a Mitchison, 2006). Mikrotubuly se vyznacuji také vlastnosti,
nazvanou strukturni polarita. Heterodimery o- a B-tubulinu se na sebe skladaji vzdy
pravidelné, a to a-tubulin s B-tubulinem a obracen¢. Stejné typy tubulinu se na sebe
nikdy nenavazuji. Disledkem tohoto skladani je, ze MT obsahuje (+) a (-) konec,
pticemz B-tubulin se nachédzi na (+) konci MT, zatimco a-tubulin je pfitomen na
(-) konci MT (Nogales et al., 1999; Wade, 2009).

Béhem interfaze slouzi mikrotubuly jako drdha, na které jsou organely a jadro
umistény pomoci motorovych proteinti. Béhem mitézy vytvareji mikrotubuly strukturu
mitotického vieténka, které fyzicky rozd€luje chromosomy pro dvé dcefiné bunky

(Burbank a Mitchison, 2006). Mikrotubuly rostou elongaci tubulinovych lista, které
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se pozd¢ji uzaviraji a vytvareji cylindrickou sténu, zatimco jejich depolymerizace
nastava svinutim jednotlivych protofilament a podélnym uvoliiovanim svinutych
oligomeru o poloméru 18-20 nm (Muller-Reichert et al., 1998).

ptepinat mezi dvéma stavy- stdlym rtstem a rychlym zmenSovanim (Fletcher a Mullins,
2010). V jakykoliv okamzik jedna skupina mikrotubulti rapidné roste, zatimco jina
se rychle zmensuje (Burbank a Mitchison, 2006). Tato zajimava vlastnost a kombinace
ristu, zmenSovani se a rychlych zmén je znama jako dynamicka nestabilita (Burbank a
Mitchison, 2006). Energie, ktera tento nerovnovazny stav fidi, pochazi z hydrolyzy
guanosintrifostdtu (GTP) a je vyzadovana KnaruSeni miizky mikrotubuld.
GTP navazany na B-tubulin je hydrolyzovan na guanosindifosfat (GDP) béhem- nebo
kratce po shromazdéni mikrotubult (Miller- Reichert et al., 1998).

Ve vysSich rostlinach se nachézi cela Skala proteini asociovanych s MT
(MAP- microtubule- associated- proteins), (Hamada, 2007). U A. thaliana je znamych
nékolik MAP, zminit 1ze napiiklad MAP65- 1, MAP65- 2, MAP65- 3 nebo MAP65-8
(Krtkova et al., 2016). Polymerizace MT zacina z vy- tubulinového komplexu
(YTuC- y-tubulin complex), ktery je soucasti nukleace MT. MAP200/MORI1 spole¢né
s kataninem reguluji délku MT tim, Ze aktivuji jejich dynamickou nestabilitu. Proteiny
z rodiny MAP65 a nékteré kinesinové proteiny hraji dileZitou roli ve svazkovani MT.
Na (+) konec MT se vazi proteiny (+TIPs), které jsou zahrnuty v intracelularnim
transportu a ucastni se vazby MT k jinym bunéénym strukturam, jako jsou kinetochor,

cytoplazmaticka membrana a Golgiho aparatu (GA), (Hamada, 2007).

2.2.2 Aktinova mikrofilamenta

Aktin je globulérni, nukleotid- vazajici protein, jehoz hmotnost ¢ini pfiblizné 42 kDa a
fadi se mezi hlavni cytoskeletalni proteiny (Staiger a Blanchoin, 2006;
Li et al., 2014). F- aktin se sklada z podjednotek G- aktinu. Podjednotky G- aktinu jsou
stoceny do dvouvladknové sroubovice a vytvareji helikalni strukturu. G- aktin je vysoce
konzervovany protein, obsahujici dva hlavni laloky. Ty jsou oddélené ryhou, obsahujici
nukleotid-vazajici misto a misto pro vazbu dvouvalentniho kationtu (Li et al., 2014).
Aktinovy cytoskelet je tvofen siti jednotlivych vlaken aktinu a vySe uspotfadanych
struktur tzv. aktinovych svazkt (Henty- Ridilla et al., 2013). Je schopen se pietvaret a

pomérné rychle odpovidat na biotické a abiotické podnéty, naptiklad béhem ptirozené
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obranné reakce proti patogentim (Li et al., 2014; Henty- Ridilla et al., 2013). Obecné¢ je
znama ucast aktinového cytoskeletu pfi bunécném ristu, polarizaci, morfogenezi,
cytokinezi, transportu vezikul nebo biogenezi organel (Higaki et al., 2007). Aktinoveé
svazky jsou spojovany podélné k bunéfné ose, zatimco jednotliva aktinova
mikrofilamenta (AF) jsou nahodné rozptylena v kortikalni cytoplasmé. AF vykazuji
oproti aktinovym svazkiim niz§i fluorescencni aktivitu, vétsi dynamiku a kratSi dobu
existence (Henty- Ridilla et al., 2013). Rostlinné buiiky vyuZzivaji aktinova filamenta
jako urcité drahy pro transport na dlouhé vzdalenosti. Aktinové svazky zaroven zajist'uji
pohyb organel a pomahaji v buitkach umistovat kompartmenty vidzané na membranu.
Podle nedavnych studii se aktinova vlakna Gcastni transportu sekretorickych vezikul a
elementll bunééné stény na plasmatickou membréanu. Jsou zahrnuta také do obnovy
membran a integralnich membranovych proteini béhem endocytézy. Aktin ma tedy
stézejni tlohu v zakladani polarity, bunééné morfogenezi a sestavovani bunécné stény
(Li etal., 2014).

U rostlin vznikaji nova AF tfemi zpusoby: de novo Vv cytoplasmé, mohou byt
iniciovana ze strany jinych aktinovych vlaken a svazkt nebo z konce pre-existujiciho
AF ¢i fragmentu (Staiger et al., 2010). Obvykle pievlada nukleace ze strany jiz
vznikajiciho vlakna (Henty- Ridilla et al., 2013). AF jsou zapojena do fady buné¢nych
procesu véetné proudéni cytoplasmy, lokalizace jadra a bunétného déleni (Valster et al.,
1997; Staiger a Blanchoin, 2006).

Aktinova vladkna disponuji vlastni polaritou, kterou jim udé€luji asymetrické
podjednotky AF a rozdily nukleotidd v monomerech orientovanych podél vlaken.
Monomery obsahujici adenosintrifosfat (ATP) se pfidavaji na rychle rostouci (+) konec
AF, zatimco monomery obsahujici adenosindifosfat (ADP) se ztrati nebo dojde k jejich
rozloZeni na pomalu rostoucim (-) konci. Po pfipojeni podjednotky k (+) konci nastava
hydrolyza za vzniku ADP a fosfatu. Fosfat je po urCité dobé z aktinu uvolnén a
ADP- vazajici aktin obsahuji star$i oblasti aktinového vlakna. (Li et al., 2014).

Rostliny koduji nejméné dvé rozdilné skupiny aktinu- vegetativni a reproduktivni,
pfiCemz kazdd skupina produkuje nckolik isovariant aktinu. Vegetativni skupina
obsahuje dvé dalsi podskupiny geni, nachazejici se téméf ve vSech vegetativnich
organech. Prvni podskupina je tvofena dvéma isotypy ACT2 a ACTS.
Druha podskupina, je jednoclenna a patii do ni ACT7. Pod reproduktivni skupinu patii
tf1 podskupiny genil a vSechny jsou orientovany piedev§im do zralého pylu a rostoucich

pylovych lacek. Jedna podskupina je jednoclenna a zahrnuje ACT11 Dvé podskupiny
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jsou dvouclenné a obsahuji ptibuzné isovarianty aktinu ACT1/ACT3 a ACT4/ACT12
(Tab. 1), (Kandasamy et al., 2002a).

V kortikalni  cytoplasm¢  epidermalnich bunék u  Arabidopsis dochazi
ke komplexnimu a konstantnimu sestavovani a rozkladani svazkt mikrofilament.
Rychlost tohoto pohybu patii mezi nejrychleji zaznamenané v eukaryotickych bunkach.
Sestavovani vlaken na (+) konci mikrofilament probiha rychlosti ~ 2 um. s™ a tento jev
byva oznac¢ovan jako stochasticka dynamika (Henty- Ridilla et al., 2013).

Polymerizace aktinu je indukovana pridanim soli do roztoku G- aktinu za vzniku
F- aktinovych mikrofilament. Polymerizace aktinu se da rozdélit do téi postupnych fazi.
Prvni faze byva oznaCovana jako lag faze. Béhem této faze dochézi ke shlukovani
G- aktinu do malych, nestabilnich oligomert. Jakmile oligomer dosahne ur€ité délky,
chova se jako stabilni jadro, které se ve druhé fazi rychle prodluzuje ptidanim
monomert aktinu na oba jeho konce a vytvari vlakno. Pfi ristu F- aktinu se koncentrace
G- aktinu snizuje, dokud nedosédhne rovnovahy s vlaknem. Tteti faze byva oznacovana
jako steady state a dochazi v ni k vyméné G- aktinu na konci vlaken (Lodish et al.,
2003). Aktin vazajici proteiny vyuzivaji Vv pfitomnosti ATP vlastnosti aktinu, kterymi
disponuje ve steady state fazi. Tim dochazi ke kontrole poméru F- aktin/ G- aktin a
vzniku AF. Capping proteiny a profilin, které patii mezi ABP, usmérnuji velikost
F- aktinu a jesté nesestavenych vlaken ovliviiovanim steady state koncentrace
ATP- G- aktinu (Carlier a Pantaloni, 1997).

Tab. 1 Isovarianty aktinu rozdélené do vegetativni a reproduktivni tiidy

Tiida Podskupina Isovarianta aktinu
Vegetativni 1 ACT2 a ACT8
2 ACT7
3 ACT11
Reproduktivni 4 ACT1aACT3
5 ACT4aACT12
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Koncentraci monomeru aktinu, které jsou v rovnovaze s aktinovymi filamenty,
vyjadiuje tzv. kriticka koncentrace (C;). Kriticka koncentrace urcuje schopnost roztoku
G-aktinu polymerizovat mikrofilamenta. Za normalnich in vitro podminek je hodnota
kritické koncentrace pro G- aktin 0,1 pM. Pokud je koncentrace G- aktinu vét$i nez
hodnota C., dochazi k rustu filament. V piipadé, Ze je koncentrace G- aktinu nizs$i,
dochazi k depolymerizaci vldken (Lodish et al., 2003).

Dalsi vlastnosti aktinu, dilezitou pro jeho rovnovahu in vitro, je tzv. ,.treadmilling®,
podle kterého je rast na (+) konci AF vyvazovan zkracovanim aktinového vlakna na
(-) konci (Li et al., 2014). K dosazeni této funkce kontroluji dynamiku aktinu nezavisle
na sobé dva proteiny- aktin depolymerizujici faktor (ADF-actin depolymerizing factor)
a zakryvajici proteiny (capping proteins- CP), (Pantaloni et al., 2001). Podle uréitych
zdroji vykazuji aktinova filamenta ,treadmilling® piedevS§im v Zivych bunkach (Li et
al., 2014).

Podle neddvnych studii hraji aktinova filamenta vyznamnou roli pfi vzniku bunééné
pfepazky a =zaroven poskytuji mechanickou oporu cytoplasmatickym vIdknim
v interfaznich buinikach (Li et al., 2015). Aktinova filamenta jsou rozmisténa napii¢
celym fragmoplastem a uspotfadana paraleln¢ k mikrotubulim. AF se mohou na vzniku
bunéné piepazky podilet jejich spoluprdci s myosinovymi motory pii transportu
Golgiho vezikul. Tyto vezikuly obsahuji prekursory buné¢éné stény, umisténé na okraji
vznikajici bunéné piepazky a AF jsou potom svym (+) koncem lokalizovana v jeji
blizkosti (Valster et al., 1997, Li et al., 2015).

S aktinem jsou spojeny i inhibitory ovliviujici jeho aktivitu. Po kratkém pisobeni
latrunkulinu B (latB) v nizkych koncentracich na epidermalni buiky hypokotylu doslo
ke zménam dynamiky jednotlivych aktinovych vlaken. Vazbou na G- aktin inhibuje
latB pridavani monomeru na konce vlaken (Henty- Ridilla et al., 2013). Dalsim
inhibitorem aktinu je 2, 3- butandion monoxim (BDM). BDM se fadi mezi inhibitory
myosinu Il v sav¢ich bunkach, ale ovlivituje také nékteré procesy v rostlindch a méa
vyrazny uclinek piedev§im na piestavbu aktinu. Prieurianin (Pri) je limonoidni
slou¢enina, ktera byla pivodné identifikovana jako inhibitor endomembranového
transportu. Pri stabilizuje AF jak v rostlinach, tak v sav¢ich bunkach (Henty- Ridilla
et al., 2013). Jasplakinolid (Jas) vyvolava polymerizaci aktinu a stabilizuje AF
(Sanchez- Ldpez et al., 2013).
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2.3 Proteiny vazajici aktin

V mnoha bunécnych procesech maji diillezitou ulohu zejména aktinova filamenta.
Dynamiku aktinu reguluji pfidavné proteiny, oznacované jako aktin- vazajici proteiny
(ABPs, actin-binding proteins), (Staiger a Blanchoin, 2006). Je znamo nejméné
75 rostlinnych ABPs (Porter a Day, 2016). ABPs se vyznacuji neobvyklymi vlastnostmi
a jde o komplexni a multidoménové proteiny disponujici jednou ¢i vice funkcemi
(Staiger a Blanchoin, 2006; Li et al., 2014). ABPs se mohou vazat bud’ na G- nebo
F-aktin, ptipadné¢ na oba typy aktinu (Li et al., 2014). Mezi nejznaméjsi ABPS patii
ptedev$im profilin, forminy, cofilin, kryci proteiny (CP), ADF, nebo napiiklad
aktin- asociované proteiny 2/3 (ARP 2/3), (Porter a Day, 2016).

Monomer- vazajici proteiny (napf. profilin, ADF a cyklasa- asociovany protein CAP)
reguluji velikost a aktivitu podjednotky vazbou na monomer (Li et al., 2014). Profilin
byl prvnim objevenym ABPs v pylu krytosemennych rostlin a pozdéji bylo zjisténo, ze
patii mezi alergeny pochazejici z btizy. Rostlinny CAP nabyva i v jinych organismech
nékolik funkei, spojenych piedevsim s profilinem. Ackoli na rostliny disponuje
jedine¢nym molekuldrnim mechanismem, tfadi se mezi kli¢ové regulatory aktinové
dynamiky (Staiger et al., 2010). Nuklea¢ni faktory (napf. ARP2/3 komplex, forminy)
vytvateji zdroje pro vznik vlaken, a to bud’ z monomeru nebo komplexu aktin - profilin,
¢imz dochdzi k tzv. de novo nukleaci AF (Li et al., 2014; Hussey et al., 2002). Mezi
nejlépe popsané rostlinné forminy patti FORMINI, ktery vytvari nova dcefind vlakna
svazkovanim aktinu ze strany jiz existujicich svazkd (Staiger et al., 2010). Nuklea¢ni
faktor aktinu u A. thaliana, ktery je zodpovédny za tvorbu podélnych aktinovych vlaken
Vv pylovych lackach, se nazyva formin3 (AFH3). AFH3 se sklada z FH1 a FH2 domény.
In vitro analyza prokazala, ze AFH3 FH1FH2 domény interaguji s (+) koncem AF a
Vv ptitomnosti G- aktinu nebo G aktin- profilinu vykazuji aktin nukleaéni aktivitu. Navic
bylo zjisténo, Ze nadexprese AFH3 zvySuje tvorbu AF v pylovych lackach
(Ye et al., 2009). Stiihajici proteiny (severing proteins, napt. ADF/cofilin, villin,
nékteré forminy) zkracuji AF, ¢imz vytvafi zlomy a produkuji nové konce vedouci ke
vzniku nebo rozlozeni vlaken. Zakryvajici proteiny (capping proteins, napft. villin)
se vazi s vysokou afinitou na (+) konec AF a fidi ztratu nebo pridani dalsi podjednotky.
Pomoci postrannich proteinti (side- binding proteins) jsou AF chranéna pied jejich
rozlozenim. Situjici a svazkujici proteiny (cross- linking and bundling proteins,

napft. villin, fimbrin- FIM a nékteré forminy) vytvafeji vySe organizovane struktury,
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jakymi jsou sité a svazky (Li et al., 2014). Tyto proteiny jsou dulezité pro jejich tvorbu
a stabilizaci (Staiger et al., 2010). U A. thaliana jsou v pylu nejvice zastoupené
predevsim FIM3, FIM4 a FIMS, pficemz FIM4 a FIMS patii mezi nejCastéji se
vyskytujici (Pina et al., 2005). Spectrin, band 4.1, ankyrin a adducin jsou dal$imi
zastupci ABPs zajist'ujici membranové interakce (Hussey et al., 2002).

Cilem Hussey et al. (2002) bylo najit homology nejstudovangjSich ABPs
v genomové databazi Arabidopsis. Z celkem 67 analyzovanych ABPs nevykazovalo
v genomové databazi Zadnou blizs§i homologii 37 z nich. V této databazi se nenachazeji
zadné proteiny, které by byly podobné proteinim dulezitych pti fokalnich adhezich
(vinculin, talin, paxillin, integrin). Nachazeji se zde proteiny zodpovédné piedevsim
za vznik a rozkladani aktinu. Mezi tyto proteiny patii ADF a profilin. Pfitomny jsou
i forminy, které se svou ¢innosti zapojuji do regulace profilinu. V databazi se vyskytuje
i velka genova rodina villinu, ve které se ale mezi jejimi Cleny nevyskytuji zadné
vyrazné odlisnosti, jako je tomu napiiklad u gelsolinu a villinu v zivo¢isnych bunkach.
Pozoruhodné je, ze se zde nachazi proteiny komplexu ARP2 a ARP3, které jsou
potiebné pro de novo vznik aktinovych filament, ale nevyskytuje se tam homolog
WASP. Jako mala skupina gent je zde pfitomny fimbrin. Fimbrin je identifikovan jako
humanni homolog, av8ak nenachazi se zde jasny homolog spektrinu. V interakcich
plasmatické membrany a aktinového cytoskeletu je zahrnuty band 4.1, jehoz homolog
se zde nachazi. Naopak ankyrin a adducin pfitomny nejsou (Hussey et al., 2002).

Myosiny se jako mechanochemické enzymy vyznacuji konzervovanou hlavovou
motorovou doménou, ktera =zajistuje vazbu na aktin i ATPasovou aktivitu
(Li et al., 2014). Zevoluéniho hlediska lze rostlinné myosiny v super rodiné
eukaryotnich myosini rozdélit na tfidu VIII a tfidu XI (Sparkes, 2011). Vzajemné
klouzdni AF a klouzani AF na membrané je zprostiedkovano myosinovymi
molekularnimi motory téchto dvou t¥id (Henty- Ridilla et al., 2013). V ocasové oblasti
disponuji myosiny naklad- vazajici doménou, ktera zajistuje transport organel a vezikul
podél aktinovych vlaken (Li et al., 2014).
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2.3.1 Profilin

Profilin je vSudypfitomny, aktin vazajici protein, vyskytujici se ve vSech eukaryotech
od hub az po zvifata. Molekulova hmotnost se pohybuje vrozmezi 12- 15 kDa
(Fan et al., 2013). Profilin se fadi mezi hlavni ABPs. Jako ABPs se profilin nachazi
u jednodéloznych 1 dvoudéloznych  krytosemennych  rostlin.  Dulezitou
aktin-  vazajici doménou je u rostlinnych profilint COOH terminalni ¢ast
(Valenta et al., 1993). Profilin se také vzajemné ovliviiuje s poly- L- prolinem (PLP) a
fosfoinositidy, pficemz je jeho vyznamnou ulohou regulovat polymerizaci aktinu
(Jockush et al., 2007).

Profilin je dulezity pro dynamiku aktinu a spolu s jinymi ABPs reguluje rovnovahu
mezi G- aktinem a F- aktinem, stejné jako interakce mezi samotnymi AF (Valenta et al.,
1993, Fan et al., 2013). Profilin interaguje s aktinem za tvorby profilin- aktinového
komplexu, ktery zachovava jeho monomerni podobu Vv bufice. Vazbou na
polyfosfoinositidy dochazi k regulaci vzajemného ptsobeni profilinu s aktinem (Valenta
et al., 1993). Profilin se mize vazat i na molekuly jako fosfatidylinositol 4,5- bisfosfat
(PIP2), annexiny, forminy nebo Arp 2/3 (Fan et al., 2013).

U A. thaliana existuje celkem pét isoforem profilinu (Wang et al., 2009). Isoformy
PRF1, PRF2 a PRF3 patii do vegetativni tfidy, zatimco PRF4 a PRFS5 se fadi do tfidy
generativni (Fan et al., 2013). V mladych listech je nejvice zastoupen PRF2, o néco
méné PRF1, ptficemz PRF3 je zastoupen jen ziidka (Miissar et al., 2015). Vegetativni
tiida vykazuje vyssi afinitu k PLP, sekvestruje vétsi mnozstvi G- aktinu a v zivych
bunkach naruSuje cytoplasmatickou stavbu aktinu (Fan et al., 2013). Isoformy PRF1 a
PRF2 vykazuji rozdily v riznych oblastech. PRF1 je zapojeny do prodluzovani bunék,
udrzovani tvaru bunky, ale také ma dilezitou ulohu pfi signalingu uvnitt buiiky a pfi
bunééné stavbé. Flzovany konstrukt GFP-PRF1 ma vyssi afinitu k PLP i G- aktinu nez
konstrukt GFP-PRF2. Pii lokaliza¢nich studiich téchto isoforem v epidermalnich
bunikach listu, trichomech a kmenovych buikach epidermis se GFP-PRF1 projevoval
vlaknitou strukturou (Obr. 1), a proto je mozna jeho asociace s aktinovymi filamenty.
Naopak GFP-PRF2 tvofil polygonalni sit (Obr. 2), ¢imz pfipominal strukturu
endoplasmatického retikula. Tyto vysledky prokazuji, PRF1 a PRF2 jsou
pravdépodobné funkéné odlisSnymi isovariantami profilinu (Wang et al., 2009).
Nadexprese PRF3 se oproti divému typu projevuje zménami ve fenotypu, konkrétné

v krat$ich kofenech a hypokotylech. Mimo jiné dochazi touto nadexpresi i k novému
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uspotadani F- aktinu. PRF3 je pfitomny ve vSech vegetativnich pletivech A. thaliana
(Fan et al.,, 2013). Kandasamy et al. (2002b) zkoumali pouzitim monoklonalnich
protilatek vaci profilinu tkanoveé specifickou expresi rtznych isovariant profilinu.
Isoformy PRF1, PRF2 a PRF3 jsou exprimovany témét ve vSech organech rostlinného
téla véetné vajicka v riznych stadiich vyvoje a také v mikrosporach v brzkém stadiu
mikrosporogeneze (Kandasamy et al., 2002b). Exprese PRF4 a PRF5 je pfitomna

predevsim ve zralém pylu (Miissar et al., 2015).

Obr. 2 Filamentarni usporadani GFP- PRF1 v epidermalnich buiikach (A), trichomech (B) a
kmenovych buiikach epidermis (C) A. thaliana, (Wang et al., 2009).

Obr. 1 Polygonalni sit’ tvofena GFP- PRF2 v epidermalnich bunikach (D), trichomech (E) a
kmenovych burikach epidermis (F) A. thaliana, (Wang et al., 2009).
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Béhem vyvoje saméiho gametofytu dochazi ke zméné v expresi jednotlivych
isovariant z vegetativni na reproduktivni tfidu. Naopak b&¢hem vyvoje samiciho
gametofytu zustava vegetativni tfida po celou dobu hlavni slozkou. Imunocytochemické
studium vegetativnich a reproduktivnich bun€k Arabidopsis ukéazalo, Ze isoformy
profilinu jsou hojné¢ zastoupeny a pomérné rovnomérné rozptyleny v cytoplasmé a
jaderné membran¢ (Kandasamy et al., 2002b).

V eukaryotickych buiikach je profilin schopen sekvestrovat monomery aktinu a tim
kontrolovat jeho polymerizaci (Valenta et al., 1993). Schopnost profilinu vazat se na
aktin je nezbytna pro rust rostlinného vrcholu. Riist vrcholu je slozity proces, ktery fidi
fadu bunéénych procest. Predpoklada se jeho zavislost na prodluzovani bunééné stény a
turgorem fizené bunétné expanzi. Pro spravnou organizaci F- aktinu jsou také dulezité
interakce profilinu s aktinem a PLP. Profilin pro svou aktivitu potiebuje aktin vazajici
misto a pro polymerizaci ristu je nutné poly-L-prolin vézajici misto na profilinu
(Vidali et al., 2007). Profilin reguluje interakce mezi aktinovym cytoskeletem a
plasmatickou membranou. Tyto interakce zprostiedkovava PIP,, ktery se nachazi na
vnitini strané plasmatické membrany. Dulezitou Ulohou profilinu je také transport
vezikul a umisténi organel. Profiliny jsou znamé pro svij vyznam pii endocytoze a
membranovém transportu (Sun et al., 2013).

Podle Ramachandran et al. (2000) je pro elongaci bunék rozhodujici mira exprese
profilinu. Snizenim exprese profilinu v transgennich rostlinich o 50 % doSlo
k porucham elongace. U rostlin nadexprimujicich PRF1 byly naopak koteny a kofenové
vlasky viditeln¢ delsi (Ramachandran et al., 2000). Profiliny u A. thaliana ovliviuji
také zachovani tvaru bunék. Ke zvétSeni epidermalnich, kortikalnich a endodermalnich
bun¢k doslo v disledku sniZzeni exprese profilinu. Jiné epidermélni buiiky byly na
pokraji rozpadu, zplsobené¢ho oslabenim struktury bunécné stény. SniZeni urovné
profilinu v bunkach vedlo ke zkraceni doby kveteni. To potvrzuje skutenost, ze divy
typ 1 rostliny nadexprimujici profilin kvetly pozd¢€ji, nez rostliny se snizenou expresi
profilinu (Ramachandran et al., 2000).

U A. thaliana byl charakterizovan profilinovy mutant prfl-1 s T-DNA inzerci
v oblasti promotoru PRF1 pied poc¢ateénim mistem transkripce (McKinney et al., 2001).
McKinney et al. (2001) zjistili, Ze u mutanta prfl-1 doslo oproti divému typu k nékolika
defektlim, projevujicich se opozdénym kli¢enim a opozdénym vyvojem kotyledond i
pravych listi. Mutant prfl-1 vykazoval oproti divému typu delsi kotyledony i kofenové

vlasky. Dale byla analyzovana regulace hladiny PRF1 svétlem. Semenacky divého typu,

22



které kli¢ily ve tmé, mély 3x az 4x vyssi hladinu PRF1, nez semenacky, které klicily na
svétle. Naopak mutantni semenacky vykazovaly reprodukovatelné stejnou nebo nizsi
hladinu PRF1 pfi kliceni ve tmé v porovnani s kli¢enim na svétle (McKinney et al.,
2001).

Charakterizaci T-DNA inzer¢nich mutanti PRF1, PRF2 a PRF3 bylo zjisténo, ze
mutantni alely prfl-4 a prf2-1 jsou po 28 dnech klieni znateln¢ defektni ve vyvoji
listové razice a kvétenstvi. Jejich listy byly mensi v celkové délce, Sitce 1 délce Cepele
listu. Mutantni alela prf3-2 se projevovala prodlouzenymi fapiky (Miissar et al., 2015).
Vytvofenim tii dvojitych T-DNA mutanti (prfl-4 pri2-1, prfl-4 prf3-2, prf2-1 pri3-2)
vyhodnocovali Mussar et al. (2015) kvantitativni ucinek vegetativni tfidy na vyvoj
Arabidopsis. Dvojiti mutanti byli oproti divému typu v celkové délce, délce Cepele listu
1 Sifce znatelné mensSi. Pro zivotaschopnost rostlin je dilezitd pfitomnost alespon
jednoho profilinu vegetativni tfidy (Miissar et al., 2015).

Profilin katalyzuje vyménu ADP na ATP a také mulze zabranit nukleaci a rastu
na (-) konci AF. Naopak profilin-aktinovy komplex muize interagovat s forminy a zvysit
vznik AF na (+) konci. Bylo prokazéano, Ze profilin je nezbytny pro tvorbu aktinovych
svazku (Pei et al., 2012).

Brefeldin A (BFA) je inhibitor, ktery narusuje drahy sekundarniho a recyklujiciho
vezikularniho  transportu. Pfi studiu G¢inki BFA na kofenové bunky
A. thaliana se ukazalo, ze se PRF2 jako cytoskeletalni protein v téchto bunkach oproti
kontrole hromadil ve velké mite pfedevsim v BFA kompartmentech a kolem nich. To
bylo doprovazeno piestavbou aktinového cytoskeletu. Dale byla po oSetfeni BFA
zjisténa zvySena abundance dvou ABPs, konkrétné PRF2 a EF- 1- alpha (Takac et al.,
2011). Podle Takac¢ et al. (2011) se PRF2 v zavislosti na BFA ucastni vzajemného
pusobeni vezikularniho transportu s aktinovym cytoskeletem.

Bylo zjisténo, Ze pii nizkych teplotach byla zvySena transkripce gentt PRF1 a PRF2.
Z vegetativni tfidy vSech profilinti vykazoval PRF2 nejvyssi expresi po 6 h plisobeni
nizkych teplot. Z téchto vysledk vyplyva, ze PRF2 je pii odpovédi na nizké teploty
velmi dilezity. Zkoumanim AF Vv hypokotylovych bunkach Arabidopsis bylo
zjistovano, zda odpovéd’ na nizké teploty ovliviiuje také zmény v organizaci aktinoveho
cytoskeletu. Osetfeni 4 dennich semenacku latrunkulinem B (inhibitor polymerizace
aktinu) se prokazalo snizenou schopnosti semenacki odolavat stresu z nizkych teplot.
Naopak po osetieni faloidinem (stabilizator) byla schopnost semenackii snaset nizké

teploty zvySena (Fan et al., 2015).
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Rostlinné profiliny jsou vyznamnymi panalergeny podilejicimi se na mnoha
potravinovych a pylovych alergiich (Paulus et al., 2012). Jeho vSudypfitomnost je
zakladem cross- reaktivity imunoglobulin E (IgE) protilatek proti rostlinnym profilinim
Z pylu, potravin rostlinného ptivodu a latexu. Z tohoto divodu se profilin oznacuje jako
panalergen. Jako potravinovy alergen zpusobuje profilin spiSe slabé reakce a vyvolava
alergii na vodni meloun, banén, rajcata, citrusové plody a tomel (Santos a Van Ree,

2011).

2.4 Mitogen- aktivované protein kinasy

Kaskady mitogen- aktivovanych protein kinas (MAPK) jsou univerzalni a vyvojové
zachované signaliza¢ni moduly, které pfevadéji informace ze Zivotniho prostiedi na
prislusnou odpovéd’ fosforylaci substratovych proteint (Pitzschke, 2015). Signaliza¢ni
drahy MAPK jsou propojené multienzymatické komplexy piitomné u eukaryot (Samaj
et al., 2004; Colcombet a Hirt, 2008; Rodriguez et al., 2010; Liu, 2012; Sinha et al.,
2011; Samajova et al. 2013a, b). Pfeziti rostlin v nepiiznivych podminkach prostiedi
spociva v siti masivnich a husté¢ propojenych systémi na vnimani signalu, reakci a
piizpisobovani se stresum (Smékalova et al., 2014).

MAPK maji u rostlin dilezitou ulohu pfi adaptativnich procesech a jsou zahrnuty
v odpovédi na hormony a stres (Colcombet a Hirt, 2008; Rodriguez et al., 2010; Liu,
2012; Sinha et al., 2011). MAPK se také podileji na regulaci buné¢ného dé€leni, rustu,
diferenciaci nebo programované buné¢né smrti (Franklin- Tong a Gourlay, 2008; Beck
etal., 2011; Mauller et al., 2010; Sasabe a Machida, 2012).

Kazda kaskada MAPK je slozena ze tfi postupné se aktivujicich protein kinas.
MAPK je fosforylovana a tim aktivovana MAPK kinasou (MAPKK). Aktivita MAPKK
je fizena fosforylaci nejvyse umisténého ¢lena MAPK kaskady- MAPKK kinasy
(MAPKKK), ktery ptimo nebo neptfimo pfijima signal z receptorti (Xu a Zhang, 2015).
Rizeni aktivity MAPK a jejich deaktivace je Fizeno tyrosin a serin/threonin specifickymi
fosfatasami (Rodriguez et al., 2010). Pro vzajemné puisobeni mezi MAPKs a MAPKKs
je dulezita tzv. ,,D-doména“ nebo kinasovy interak¢ni motiv (KIM- kinase interaction
motif) blizky N- konci MAPKK a komplementarni CD- doména v piibuzné MAPK
(Samajova et al., 2013b). V genomu Arabidopsis thaliana se nachézi 20 MAPK,
10 MAPKK a 60-80 MAPKKK (Rodriguez et al., 2010, Ichimura et al., 2002).

24



MAPK se ucastni téméf kazdého aspektu rdstu a vyvoje rostlin  vcetné
gametogeneze, embryogeneze, morfogeneze, senescence, fertilizace a tvorby semen.
Jejich funkce je dulezita také pii proliferaci a diferenciaci bunék (Xu a Zhang, 2015).
Nékteré MAPK jsou umistény v subcelularnich kompartmentech, kde se nachazeji také
jejich substraty jako transkripéni faktory, cytoskeletdlni proteiny nebo deaktivacni
fosfatasy. MPK3 a MPKG6 jsou lokalizovany v jadie, zatimco MPK4 a MPKG6 jsou
piitomny v cytoskeletu (Samajova et al., 2013).

Signaling je zahrnuty také v rostlinné imunité. Vrozeny imunitni systém rostlin je
tvoteny dvéma vrstvami, které rostlinu chrani pted mikrobialnimi patogeny. Prvni
vrstvu tvofi transmembranové receptory, nazyvané rozpoznavaci receptory (pattern
recognition receptors- PRRs). PRRs zaznamenavaji patogenem asociované molekularni
vzory (patogen- associated molecular patterns- PAMPS) a tim vyvolavaji obrannou
odpovéd, kterou je preprogramovani genové exprese hostitele a tvorba
antimikrobialnich slou¢enin (Rodriguez et al., 2010).

MAPK kaskady se ucastni odpovédi rostlin na podnéty z okolniho prostiedi,
zapfi¢inénymi biotickym i abiotickym stresem. Abiotické a biotické podnéty se
pfeméfiuji na vyvojové a rastové odpovédi. Takové procesy jsou spojené s jinymi
signalnimi molekulami jako hormony a reaktivni formy kysliku (ROS), (Rodriguez et
al., 2010). Pasobenim nékterych abiotickych stresi jako chladu, soli, vysokych teplot,
sucha, poranéni, UV zafeni, ozonu nebo intoxikace tézkymi kovy dochazi k aktivaci
MAPK drah (Samajova et al., 2013b).

Pomoci in vivo screeningu Lee a Ellis (2007) zjistili, ze paty ¢len rodiny MAPK
fosfatas (MKPs) u Arabidopsis- AtMKP2 zptisobuje inaktivaci MPK3 i MPK6 a
zaroven priznivé ovliviiuje schopnost rostlin tolerovat oxidativni stres. Vzhledem
K tomu, Ze je u Arabidopsis gen AtMKP2 exprimovan v piiméfené mife ve vSech
pletivech i1 vyvojovych stupnich a jeho exprese neni ovlivnéna ozonem, patii AtMKP2
mezi tzv. ,,housekeeping* geny (Lee a Ellis, 2007).

ROS signaling ma spolu s drahami MAPK dulezitou ulohu pti kontrole vyvoje a
nékterych dynamickych dé&t, mezi které patii vyvoj kvétu nebo vytvaieni praduchi.
Zejména MPK3 a MPK®6 jsou diky své pleiotropni funkci zapojeny do fady procest
kontrolovanych ROS. MPK3 a MPK6 plni krom¢& tlohy hlavnich regulatori odpovédi
vuci patogenum také funkci kontrolnich mechanismt p#i vyvoji a dynamice praduchd

nebo pfi toleranci stresu vyvolaného ozonem (Pitzschke a Hirt, 2009).
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Specificka aktivace rostlinnych MAPKS je spojena sriznymi stadii bunétného
déleni. MMK3 u vojtésky nebo Ntf6 u tabaku jsou lokalizovany K rovin¢ bunééného
déleni a béhem mitozy dochazi k jejich aktivaci (Rodriguez et al., 2010).

Substraty MAPK maji ulohu pfi pfetvaieni chromatinu, transkripci, metabolismu
RNA a translaci. MAPKs kontroluji transkripéni, post- transkripéni a transla¢ni
regulaci, ¢imz bunce poskytuji proteiny zapojené do biochemickych dé&ji bunky.
Bunécna lokalizace a re-kompartmentalizace proteinti na misto jejich aktivace nebo

funkce je také tlohou kontrolni funkce MAPKs. (Lee et al., 2015).

2.5 Abioticky stres

Rostliny si ve snaze piezit nepiiznivé podminky prostfedi vyvinuly mechanizmy,
pomoci kterych jsou schopny reagovat na odli$né typy stresti. Mezi takové stresy patii
chlad, osmolarita, poranéni rostlin, sucho, pisobeni tézkych kovi a UV zafeni
(Jones a Dangl, 2006; Tena et al., 2011). Zakladni taktikou, jakou se rostliny adaptuji na
zmény zpusobené abiotickym stresem je zména genové exprese (Sham et al., 2015).
Rostlinné organismy si navic vyvinuly i vlastni imunitni mechanismy na ochranu proti
patogenim a bylozraveum (Jones a Dangl, 2006; Tena et al., 2011). Témito
mechanismy jsou PTI (pathogen- associated molecular pattern- triggered imunity) a ETI
(effector- triggered imunity), (Rasmussen et al., 2012). U Arabidopsis jsou pro odpovéd’
MAPK jsou u Arabidopsis MPK3, MPK4 a MPKG6 (Colcombet a Hirt, 2008). Rostlina
je v ptirod¢ obvykle vystavena né€kolika stresim soucasné, ¢imZ je schopna spustit
specialni stresovou odpovéd” (Rizhsky et al., 2004; Atkinson a Urwin, 2012). Takovou
stresovou odpovéd miize piedstavovat obranny mechanismus rostlin zplisobeny
kombinaci stresu z tepla a sucha. Teplotnim stresem dochazi ke zvySenému dychani a
otevirani priduchii, zatimco stres ze sucha je obvykle doprovazen potlacenim
fotosyntézy a zaviranim praducht. Jejich kombinace se poté projevuje zvySenim
dychani a potlac¢enim fotosyntézy (Rizhsky et al., 2004).

Piisobeni abiotického stresu se neprojevuje pouze po fyziologické a biochemickeé
strance, ale také zménami v anatomii a vyvoji rostlin. Mezi tfi hlavni procesy patii
inhibice elongace bunck, lokalizovand stimulace bunééného déleni a zmény
v diferenciaci bun¢k. To se projevuje zménami anatomickych vlastnosti u zékladnich

organ rostlin, jakymi jsou koteny, xylém a listy (Patakas, 2012).
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Jednim z prvnich signal pii abiotickém stresu je vznik ROS a reaktivnich forem
dusiku (RNS), (Cramer et al., 2011). ROS, mezi které patii napiiklad peroxid vodiku
nebo superoxidovy radikal, jsou tvofeny aerobnimi procesy v chloroplastech,
mitochondriich a peroxisomech (Apel a Hirt, 2004). ROS i RNS vytvafeji
koordinovanou sit' a zpiasobuji modifikaci enzymové aktivity a regulaci gentli
(Cramer et al., 2011).

Podle Cramer et al. (2011) maji hormony neméné dulezitou tulohu také pii rostlinné
ethylen. ABA je hlavnim reguldtorem mnoha rostlinnych reakci na stres vyvolaného
Zivotnim prostiedim, pfedevS§im na osmoticky stres. Ethylen je naopak zapojeny
V odpovédi na stres zpisobenym suchem, ozonem, chladem, teplem, poranénim nebo

pasobenim UV zateni (Cramer et al., 2011).

2.5.1 Solny stres

Rostliny jsou vystaveny solnému stresu v piipadé, Ze je v pudé pfitomna vysoka
koncentrace soli. Takova situace ma neptiznivé u¢inky pfedev§im na rast rostlin, jejich
vyvoj a pieziti (Yadav et al., 2011; Carillo et al., 2011). Chlorid sodny (NaCl), jakozto
hlavni sl v pfirod¢, zplsobuje u rostlin osmoticky stres a iontovou toxicitu
(Kader a Lindberg, 2010). Toxicita sodiku patii mezi hlavni spoustéée solného stresu
(Munns a Tester, 2008). Ptevazna ¢ast rostlin patii mezi glykofyty, které nejsou
schopny tolerovat koncentrace Na* pievysujici 50 mmol.I* (Munns a Tester, 2008).
Druhou skupinou rostlin jsou halofyty, které se pfirozené vyskytuji v zasoleném
prostiedi a rostou v takovych podminkach pomérné dobfe (Kader a Lindberg, 2010).
Za normalnich podminek je v rostlinnych buiikach vétsi osmoticky tlak, ktery rostliny
prostiednictvim kofenti vyuZzivaji pro piijem vody a mineralnich latek z piady. Pokud na
rostliny plsobi solny stres, je z divodu nadmérného zasoleni osmoticky tlak prostredi
vétsi, nez osmoticky tlak uvnitt bun¢k a tim je snizena schopnost pfijimat vodu nebo
mineralni latky (Kader a Lindberg, 2010). lonty Na* a CI" mohou mit uvnité bungk
toxické ucinky na bunééné membrany a metabolickou aktivitu v cytosolu
(Kader a Lindberg, 2010). Rostliny se proti zasoleni typicky brani odstranénim Na®
z bun&k pomoci SOS1 (salinity overly sensitive) Na'/H" antiporteru citlivého na s,
udrzovanim vysokého vnitrobundéného poméru K'/Na® prostiednictvim HKT

transportérii a vakuolarni sekvestraci Na* pfes NHX1 antiporter (Munns a Tester, 2008).
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Mezi hlavni neptiznivé ucinky pusobeni solného stresu patii inhibice ristu rostlin
zptsobena toxicitou Na* nebo CI". Mezi druhotné Gi¢inky solného stresu se fadi snizeni
bunééné expanze nebo tvorby a funkce membran (Kader a Lindberg, 2010). Solny stres
spousti fadu signalnich procest jako tvorbu ROS (Miller et al., 2010), do¢asné zvyseni
cytosolické koncentrace Ca*? (Laohavisit et al., 2012) a hromadéni oxidu dusnatého
(Khan et al., 2012).

Bylo prokédzéano, Ze sul indukuje pfedevSim u kvasinek a rostlin programovanou

bunéénou smrt, zpisobenou iontovou nerovnovahou (Huh et al., 2002).

2.5.2 Oxidativni stres

Oxidativni stres a tvorba ROS vznikaji v piipadé, Ze dojde za ur¢itych podminek
k naruseni redoxni homeostaze (Asada, 1994). ROS jsou vedlej$imi produkty aerobniho
metabolismu a tvoii se béhem abiotického stresu, napiiklad pii plisobeni extrémnich
teplot, genotoxickym zafenim nebo stresem ze sucha a vody (Suzuki et al., 2011). Mezi
zastupce ROS patii piedev§im peroxid vodiku (H20;), superoxidovy radikal (O,"),
hydroxylovy radikal (OH") a singletovy kyslik (*Oy), (Perl- Treves a Perl, 2002).

ROS jsou v rostlinach tvofeny piedev§im v chloroplastech. Ty u¢inné pohlcuji
svételnou energii, produkuji redukované ekvivalenty jako je NADPH a vytvareji kyslik.
Chloroplasty vsak nejsou jedinym zdrojem ROS, ale tvofit je jsou schopny také
mitochondrie, endoplasmatické retikulum, peroxisomy, glyoxysomy, plasmaticka
membrana a kompartmenty apoplastu. ROS vznikaji také po ptsobeni nékterych
herbicidu. Paraquat a diquat jsou bypyridiniové herbicidy, které ziskavaji elektrony
z fotosystému I a na svétle tvoii superoxid (Perl- Treves a Perl, 2002).

ROS maji ulohu pfi programované bunécné smrti, vyvoji rostlin i odpovédi na stres.
Vyznamnou roli pii ROS signalingu maji MAPK drahy, které jsou ROS nejen
indukovany, ale reguluji jejich vznik. Konkrétné MPK3 a MPKG6 jsou zahrnuty
v nékolika procesech tykajicich se ROS. Kromé regulace odpovédi vici patogeniim se
podileji také na vyvoji praduchi a jejich dynamice nebo toleranci k ozonu (Pitzschke a
Hirt, 2009). Rostliny produkuji peroxid vodiku a superoxidovy radikal jako druhotné
posly v procesech, které se tykaji rostlinného ristu a vyvoje. Tvorbou superoxidového
radikdlu na plasmatické membrané navic rostlina pfenasi informace o zménach

zivotniho prosttedi (Foyer a Noctor, 2005).
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Procesy, béhem kterych dochazi ke zvySené tvorbé ROS, byvaji charakterizovany
jako oxidativni stres a vtom piipadé by se mélo jednat o Skodlivy proces.
Pravdou je, ze v mnoha pfipadech je situace opacnd a zvySena oxidace je nutnou
soucasti signalli, které rostliny vyuzivaji k pifislusné opravé genové exprese nebo
bunécné struktury, zptisobené vyvojovymi podnéty a podnéty z prostiedi (Foyer a
Noctor, 2005).

Mezi enzymy s antioxidaéni aktivitou patii superoxid dismutasa (SOD), glutathion
peroxidasa, glutathion reduktasa a katalasa (Perl- Treves a Perl, 2002). Molekularni
chaperony a methionin sulfoxid reduktasa jsou obrannymi mechanismy a dtlezitymi

prvky v rezistenci na oxidativni stres (Grene, 2002).
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Material

3.1.1 Rostlinny material

Ve vSech experimentech byla pouzita semena modelové rostliny Arabidopsis thaliana,
konkrétné ekotyp Columbia-0 (Col-0, divoky typ) a transgenni nadexpresni linie
exprimujici konstrukt 35S::PRF2:GFP (v textu jako PRF2-GFP). Pro kontrolu byla
pouzita semena transgenni linie A. thaliana stabiln¢ exprimujici konstrukt
35S::pMAT:GFP (v textu pMAT-GFP), (Mano et al., 1999). VSechna semena byla
nejdiive pomoci ethanolu (etOH) povrchové vysterilizovana a to nasledujicim

zpusobem:
1) promyti semen po dobu 5 min. v 70% etOH
2) promyti semen po dobu 2 min. v 96% etOH

3) promyti semen 3x po dobu 5 min. v destilované vodé. Mezi jednotlivym

promyvanim byla vZdy napipetovana Cista destilovana voda.

Vysterilizovand semena byla nanesena na filtraéni papir v Petriho miskéch, po
vysuseni filtraéniho papiru byly misky uzavieny parafilmem a skladovany v chladu

pri teploté 4°C.

3.1.2 Chemikalie

Tab. 1 Seznam pouzitych chemikalii I

Duchefa Biochemie:
Murashige & Skoog zakladni smés soli (MS salts)

Tab. 2 Seznam pouzitych chemikalii 11

Fluka:
peroxid vodiku (H,0,

Tab. 3 Seznam pouzitych chemikalii III

Invitrogen:
Alexa Fluor 568 Phalloidin

Tab. 4 Seznam pouzitych chemikalii IV

Penta:
70% a 96% ethanol
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Tab. 5 Seznam pouzitych chemikalii V

Sigma Aldrich:

1,1-dimethyl-4,4-bipyridium dichlorid (PQ — paraquat)

3,3¢- diaminobenzidin (DAB)

dihydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (Na,HPO, . 2H,0)

dihydrogenfosforecnan draselny (KH,PO,)

dimethylsulfoxid (DMSQO)

Glutaraldehyd

Glycerol

heptahydrat siranu hote¢natého (MgS04 . 7H20)

hydroxid draselny (KOH)

chlorid sodny (NaCl)

kyselina ethylenglykol-bis-(2-aminoethylether)-N,N,N‘,N*-tetraoctova (EGTA)

kyselina octova

latrunkulin B

nitrotetrazoliova modi (NBT)

Paraformaldehyd

Phytagel

piperazin-N,N*-bis-(ethansulfonova kyselina)- PIPES

Sacharosa

Taxol

Triton X-100

Tween 20

3.1.3 Roztoky a média

Pevné Y2 MS médium

2,2g.l" Murashige & Skoog zakladni smés soli (MS salts)
10 g.I" sacharosa

8g.l* phytagel

1000 ml dH,0O

pH 5,8; sterilizace média probihala autoklavovanim

Tekuté %2 MS médium

2,29l Murashige & Skoog zakladni smé&s soli (MS salts)
10 g.I" sacharosa
1000 ml dH,0

pH 5,8; sterilizace média probihala autoklavovanim
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Pevné kultivaéni ¥ MS médium s obsahem 100 mmol.I* NaCl

2,2g.l" Murashige & Skoog zékladni smés soli (MS salts)
10 g.I" sacharosa

8g.l! phytagel

5,844¢.1" NaCl

1000 ml dH,0

pH 5,8; sterilizace média probihala autoklavovanim

Pevné kultivaéni % MS médium s obsahem 0,5 pmol.I"* PQ

2,2g.l" Murashige & Skoog zakladni smés soli (MS salts)
10 g.I* sacharosa

8g.l* phytagel

1000 ml dH,0

pH 5,8; sterilizace média probihala autoklavovanim
500 pl.I? paraquat (PQ), pfidan az k vysterilizovanému a vychladnutému médiu ve

sterilnim laminarnim boxu

Tekuté kultivaéni ¥ MS médium s obsahem 150 mmol.I"t NaCl

2,2 g.I'1 Murashige & Skoog zakladni smés soli (MS salts)
10 g.I" sacharosa
1000 ml dH,0

pH 5,8; sterilizace média probihala autoklavovanim
8,766 g.I"  NaCl, pfidano aZ k vysterilizovanému médiu ve sterilnim laminarnim

boxu

Tekuté kultivaéni % MS médium s obsahem 15 pmol.I™* PQ

2,29l Murashige & Skoog zakladni smé&s soli (MS salts)
10 g.I* sacharosa
1000 ml dH,0

pH 5,8; sterilizace média probihala autoklavovanim

15 000 pl PQ, ptidano az k vysterilizovanému mediu ve sterilnim laminarnim boxu
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Roztok DAB pro histochemické barveni peroxidu vodiku- H,O,

1g.l? DAB
1000 ml dH,0
50 ml 200 mM NayHPO,
500 pl Tween 20
pH 5,02

Roztok NBT pro histochemické barveni superoxidovych radikali- O,”

350l NBT
1000 ml 10 mM K- fosfatovy pufr
pH 7,8

Stabiliza¢ni roztok

94, 275 pl

9 695, 725 ul
10 ul

200 pl

Fixaéni roztok

2,5 ml
160 pl
5,33 ml
2,48 ul
8 ul

Extrakéni roztok

500 pl
100 pl
9,4 ml

300 umol.I' BSE

1x MTSB

Triton X- 100 (0,1%)
DMSO (2%)

PFA (8%)

GA (25%)

1x MTSB

200 uM BSE

Alexa Fluor 568 phalloidin/ Alexa Fluor 488 phalloidin

DMSO (5%)
Triton X- 100 (1%)
1x MTSB

33



3.1.4 Pristroje

Tab. 6 Seznam pouzitych pfistroju

analytické vahy XA110/2X Radwag
binokularni lupa Leica

digestot Merci
elektromagneticka michacka MSH- 420 BOECO
fotoaparat Nikon

fytotronova komora Weiss Gallenkamp

konfokalni laserovy skenovaci mikroskop LSM 710 | Zeiss

laboratorni predvazky S1502 BEL- Engineering
pH metr PC 2700 Eutech Instruments
Stereolupa MSZ5000 Kriiss

sterilni laminarni box Merci

trepacka s nastavitelnou teplotou a ¢asem ES-20 Biosan

vakuum Bachofer

3.1.5 Software
Microsoft Office Excel 2007, Microsoft Office PowerPoint 2007, ImageJ (http://fiji.sc/),

ZEN Blue 2011, ZEN Black 2011, Cytospectre 1.2, Oriana 4.

3.2 Metody

3.2.1 Priprava médii pro kultivaci rostlin in vitro

Ve v8ech experimentech bylo pouzito Y2 pevné MS medium. Toto médium bylo
ptipraveno tak, ze v 1 I destilované vody bylo za stdlého michéani na elektromagnetické
michacce rozpusténo 2,2 g MS salts a 10 g sacharosy. Pomoci KOH se upravilo
pH roztoku na 5,8. Do kazdé ze 4 termolahvi o objemu 1 1 se ptidaly 2 g phytagelu,
ke kterym bylo pfidano 250 ml ptipraveného media. Médium bylo sterilizovano
autoklavovanim.

Testovani dlouhodobého pusobeni abiotickych strest na rostliny probihalo pomoci
jejich kultivace na pevnych médiich, pficemz solny a oxidativni stres byly navozeny
ptidanim 100 mmol.I"t NaCl respektive 0,5 umol.I' PQ k médiu. NaCl byl piidan spolu

s ostatnimi slozkami do média pied autoklavovanim. Zasobni roztok PQ (1mM) byl
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http://fiji.sc/)

sterilizovan pies bakteriologicky filtr a byl v pfislusné koncentraci ptidan K jiz
vysterilizovanému mediu ve sterilnim laminarnim boxu.

Pfi histochemickém stanoveni ROS bylo pouzito %2 pevné MS médium (viz vyse)
a ¥ tekut¢é MS médium, které bylo pfipraveno stejnym zplsobem jako 2 pevné MS
médium, avSak bez pfidani phytagelu. Médium bylo sterilizovdno autoklavovanim.
K testovani vlivu kratkodobého oxidativniho a solného stresu byly rostliny podrobeny
3 h oSetieni v tekutém % MS médiu, v tekutém % MS médiu s obsahem 150 mmol.I*
NaCl a v tekutém % MS médiu s 15 umol.I* PQ. Ob& tyto slozky byly pfidany
v laminarnim boxu do vysterilizovaného média pied osetienim rostlin.

Pii in vivo lokalizaci PRF2- GFP v odpovédi rostlinnych bunék na puasobeni
oxidativniho stresu a inhibitory cytoskeletu bylo pouzito pevné a tekuté 2 MS médium

(viz vyse).

3.2.2 Optimalizace podminek kultivace rostlin ve stresovych
podminkach in vitro

Vysterilizovana semena A. thaliana (Col-0, pMAT-GFP a PROF2-GFP) byla nasazena
na Petriho misky, obsahujici pevné %> MS medium. Petriho misky s nasazenymi semeny
byly nasledné na 72 h uloZeny v lednici pti 4°C, a poté byly vlozeny do fytotronové
komory. Ve fytotronové komoife se kultivovaly 3 dny ve vertikdlni poloze pfi
konstantnich podminkach (21°C, vlhkost 71%, denni rezim 16/8 h). Prace probihala po
celou dobu ve sterilnim laminarnim boxu. Po 3 denni kultivaci byly vyselektovany
semenacky s nejlepsi expresi transgenni linie exprimujici PRF2-GFP a pMAT-GFP,
které byly dale ptreneseny na kulaté Petriho misky, obsahujici pevné ¥2 MS meédium,
pevné % MS médium se 100 mmol.I" NaCl a pevné ¥ MS médium s 0,5 pmol.I* PQ.
Petriho miska obsahujici pouze Y2 MS médium slouzila jako kontrola. Misky byly poté
vlozeny do fytotronové komory, kde byly kultivovany v horizontélni poloze za
konstantnich podminek (viz vyse). Po 14 a 21 dnech byly rostliny ve sterilnim
laminarnim boxu vyfoceny fotoaparatem a byla vyhodnocena viabilita a rist rostlin po

dlouhodobém puisobeni oxidativniho a solného stresu.
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3.2.3 Histochemicka detekce distribuce ROS v nadexpresni linii
PRF2-GFP

Na Petriho misky obsahujici %2 MS médium byla nasazena semena A. thaliana
(Col-0, pMAT-GFP a PRF2-GFP). Misky byly po dobu 48 h ulozeny v ledni¢ce pfi
teploté 4°C, a poté byly vlozeny do fytotronové komory pfi konstantnich podminkach
(viz vyse), ve které probihala jejich kultivace ve vertikalni poloze po dobu 14 dni.
Po dvou tydnech byly semenacky pieneseny do %2 tekutého MS média, Y2 tekutého MS
média obsahujiciho 150 mmol.I"* NaCl a ¥ tekutého MS média s 15 pmol.I"* PQ. Na
tiepacce byly semenacky pii laboratorni teploté podrobeny kratkodobému 3 h osetieni
k navozeni oxidativniho a solného stresu.

Po osetfeni byly semenacky vystaveny histochemickému barveni barvivy NBT a
DAB. Roztok NBT byl pouzit k histochemické detekci produkce superoxidovych
radikalt (O;"). Do sklenénych vialek s vickem byly ptidany 14 dni staré semenacky a
knim napipetovano 5 ml roztoku NBT. Po  vakuové infiltraci
(10 min) v roztoku NBT v 10 mmol.I"* K-fosfatovém pufru se nechaly celé semenacky
barvit po dobu 20 minut ve tmé. Nabarvené semenacky byly na vrouci vodni lazni po
dobu 5 min povafeny Vv odbarvovacim roztoku (kyselina octova: glycerol: etanol,
v poméru 1:1:3), pomoci kterého byl z listd odstranén chlorofyl. Rostliny byly pak
uchovavany ve smési 20% glycerol a 96% ethanol v poméru 1:3. Redukovana NBT
byla vizualizovan jako tmavé modry formazan.

Peroxid vodiku (H,O;) byl vizualizovan pomoci barviva DAB. Do vialek s vickem
bylo napipetovano 10 ml roztoku DAB a piidany 14 dni staré semenacky. Po vakuové
infiltraci (1 h) v roztoku DAB v 4,7 mmol.I"* Na-fosfatovém pufru byly semenacky
barveny po dobu 8 h ve tm¢. Obarvené semenacky byly odbarveny povaienim ve vrouci
vodni lazni po dobu 5 min v odbarvovacim roztoku (viz vySe) a uloZzeny ve smési
20% glycerol a 96% ethanol, v poméru 1:3. Produkce H,0, byla vizualizovana jako
hnéda srazenina oxidovaného DAB.

Obarvene semenacky, ze kterych byl odstranén chlorofyl, byly namontovany na
podloZni sklicka tak, Ze se rozlozily do kapky glycerolu a zakryly krycim sklickem.
Nafoceny byly pomoci binokularniho mikroskopu. Nastaveni mikroskopu bylo pro
vSechny snimky experimentu stejné. Ke zhodnoceni intenzity barvenych listd a
kotyledon byl pouzit software ImageJ. Ziskand data byla statisticky vyhodnocena

pomoci Studentova t- testu (Takac et al., 2014).
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3.2.4 Invivo lokalizace PRF2- GFP v odpovédi rostlinnych bunék na
oxidativni stres a inhibitory cytoskeletu

Na pevné % MS médium v kulatych Petriho miskach byla nasazena semena
A. thaliana (transgenni linie exprimujici PRF2- GFP). Petriho misky byly uloZzeny na
48 h v lednicce pii 4°C, a poté kultivovany ve vertikalni poloze ve fytotronové komote
pfi konstantnich podminkach (viz vyse). Ctyfdenni semenalky byly umistény do
mikrokomirky, kterou tvofilo podlozni a kryci sklicko. Na podlozni sklicko se po
stranach nalepila oboustranna lepici paska a do kapky tekutého 2 MS média byl vlozen
semenacek, ktery byl poté ptikryt krycim sklickem. Pfipraveny preparat byl pozorovan
konfokalnim laserovym skenovacim mikroskopem LSM 710 v programu Zen 2011
Black software.

Sledovani zmén profilinu 2 po ptisobeni oxidativniho stresu bylo navozeno ptfidanim
H,0, o koncentraci 15 pmol.lI". Nejprve byly nasniméany hypokotylové
buniky v kontrolnich podminkach, a poté byl perfuzi ptidavan roztok H,O, v
tekutém %2 MS médiu. Roztok H,0; byl ptidavan pipetou po objemu 100 pl smérem od
kotyledoni ke kofeniim, u kterych byl odsavan filtracnim papirem. Poté byly
hypokotylové bunky snimany kazdych 10 min po dobu 60 min. Zmény v intenzité
fluorescence byly vyhodnoceny pomoci Zen 2001 Blue software.

Sledovani zmén profilinu 2 po pusobeni inhibitorti cytoskeletu bylo navozeno
pfidanim inhibitoru taxolu, ktery stabilizuje MT a latrunkulinu B, zpusobujiciho
depolymerizaci AF. V piipadé inhibitoru taxolu se po 60 min pusobeni provedlo vymyti
taxolu ¥2 MS médiem pro sledovani navratu intenzity fluorescence bunék do ptvodniho
stavu. Také se provedla kombinace obou inhibitorti. Po aplikaci latrunkulinu B a jeho
vymyti ¥2 MS mediem se aplikoval taxol. Nejprve byly nasnimany hypokotylové buriky
v kontrolnich podminkach a perfzi byly poté ptidan roztok latrunkulinu B (10 umol.I™)
a roztok taxolu (1 umol.I™") v tekutém % MS médiu. Roztoky inhibitorti byly pfidavany
pipetou po objemu 100 pl smérem od kotyledoni ke koteniim, kde byly odsévany
filtra¢nim papirem. Poté byly hypokotylové buiikky snimany kazdych 10 min po dobu
jedné hodiny. Zmény v intenzité fluorescence byly vyhodnoceny pomoci Zen 2001 Blue

software.
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3.2.4.1 Vizualizace F- aktinu u nadexpresni linie PRF2- GFP

Na pevne %% MS médium v kulatych Petriho miskach byla nasazena semena
A. thaliana (divoky typ Col-0 a transgenni linie exprimujici PRF2-GFP) a ulozena
Vv lednicce pii 4°C na 48 h. Semena byla ve fytotronu kultivovana ve vertikalni poloze
za konstantnich podminek (viz vyse). Ve tfidennich semenaccich byl lokalizovan
F- aktin pomoci faloidinu zna¢eného Alexa Fluor 568 (PRF2- GFP, Col-0). Nejprve
byly tfidenni semenaCky umistény na 15 min pii pokojové teploté za tmy do
stabiliza¢niho roztoku pro stabilizaci aktinu. Poté byly semenacky fixovany ve fixaénim
roztoku pii pokojové teploté za tmy s pouzitim vakua (2x 2 min) po dobu 1 h.
Zafixované semenacky byly promyty v MTSB (3x 2 min). Nasledné byla v extrakénim
roztoku pti pokojové teploté za tmy provedena extrakce po dobu 15 min. Po extrakci
byla aktinova filamenta barvena pii teplot¢ 37°C ve tmé& pomoci 10% faloidinu
zna¢eného Alexa Fluor 568 v MTSB v poméru 20:200 po dobu 1 h.

Nasledné byly pfipraveny preparaty tak, ze do kapky 1x MTSB byly vlozeny
obarvené semenacky divého typu Col-0 a transgenni linie exprimujici PRF2-GFP a
zakryty krycim sklickem. Preparaty byly vyhodnocovany pomoci konfokéalniho
laserového skenovaciho mikroskopu LSM 710 od firmy Zeiss. Distribuce a orientace

F- aktinu byla vyhodnocena pomoci Cytospectre 1.2 a Oriana 4.
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4 VYSLEDKY

V této kapitole jsou piedstaveny vysledky, které byly ziskany v experimentalni casti
bakalarské prace.

V prvni ¢asti je popsana optimalizace podminek Kultivace rostlin ve stresovych
podminkach in vitro. Konkrétné je popsan vliv dlouhodobého puasobeni solného a
oxidativniho stresu na viabilitu a rast rostlin u transgenni linie exprimujici PRF2- GFP,
PMAT- GFP a u divého typu Col-0. Druha cast se zabyva vysledky histochemické
detekce produkce ROS v nadexpresni linii PRF2- GFP v podminkach oxidativniho
stresu. Ve tieti ¢asti je popsano pusobeni oxidativniho stresu a inhibitord cytoskeletu na
burniky rostlin transgenni linie exprimujici PRF2-GFP. V této ¢asti byla provedena i
vizualizace F- aktinu pomoci Alexa Fluor 568 faloidin za pouziti konfokalniho

laseroveho skenovaciho mikroskopu.

4.1 Optimalizace podminek kultivace rostlin ve stresovych
podminkach in vitro

4.1.1 Pusobeni solného a oxidativniho stresu na rust a viabilitu rostlin

Pro sledovani vlivu dlouhodobého plisobeni solného a oxidativniho stresu na viabilitu a
rast rostlin byly pouzity transgenni linie exprimujici PRF2- GFP, pMAT-GFP a jako
kontrola divy typ Col-0. Oxidativni stres byl navozen pomoci PQ a solny stres
ptidavkem NaCl. Ctyfdenni semenacky byly z % MS média pfeneseny na kulaté Petriho
misky, které obsahovaly 100 mmol.I* NaCl a 0,5 umol.I"* PQ. Miska s % MS médiem
slouzila jako kontrola. Petriho misky byly vyfotografovany 14. a 21. den po pienosu.

Rostliny na kontrolnim médiu maji v porovnani srostlinami na médiu se
100 mmol.I"* NaCl a 0,5 pmol.I* PQ viditelng 1épe vyvinuté listové riZice i kofenovy
systém (Obr. 3A, 4A, 5A, 6A).

Pii dlouhodobém ptsobeni solného stresu byly po 14 i 21 dnech kultivace u rostlin
na médiu se 100 mmol.I"* NaCl patrné zmény v ristu i viabilits, byl redukovany vyvoj
listové ruzice i kofenového systému (Obr. 3B, 4B). Na médiu s piidavkem
100 mmol.I" NaCl piezivalo po 14 dnech 90% PRF2-GFP, 50% pMAT-GFP a
50% Col-0 (Obr. 3B- zvyraznéni kruhy). Po 21 dnech pfezivalo na tomto médiu
90% PRF2-GFP, 50% pMAT- GFP a 40% Col-0 (Obr. 4B- zvyraznéni kruhy). Z téchto

vysledku lze usoudit, Zze rostliny transgenni linie exprimujici PRF2-GFP jsou na
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pusobeni NaCl odolng&jsi nez rostliny transgenni linie pMAT-GFP a kontrolni rostliny
Col-0.

Oxidativni stres byl navozen 0,5 umol.I* PQ a na tomto médiu piezivaly 14 dni
po pienosu témé&f vSechny transgenni rostliny exprimujici PRF2-GFP, pMAT-GFP a
divého typu Col-0 (Obr. 5B). Po 21 dnech ptezivalo na médiu s PQ 90% PRF2-GFP,
50% pMAT-GFP a 50% Col-0 (Obr. 6B). Vsechny rostliny na médiu s PQ mély oproti
rostlindm na kontrolnim médiu redukovany vyvoj listové ruzice i kofenového systému
(Obr. 5B, 6B). Listy byly u transgenni linie exprimujici PRF2-GFP, pMAT-GFP a
divého typu Col-0 po 14 dnech kultivace na stresovém médium s PQ stoc¢ené (Obr. 5B).
Po 21 denni kultivaci nebylo stoCeni listi u transgenni linie exprimujici PRF2-GFP
témef viditelné (Obr. 6B). U nékterych semenacku transgenni linie exprimujici
PRF2-GFP byly po 21 dnech kultivace oproti transgenni linii pMAT-GFP a kontrolnim
rostlindm Col-0 viditelné vyhonky kvétu (Obr. 6B). Z téchto vysledku tedy vyplyva, Ze
rostliny transgenni linie exprimujici PRF2-GFP snasely ptsobeni oxidativniho stresu
Iépe a jsou vuci jeho dlouhodobému ptsobeni odolnéj$i nez transgenni rostliny
PMAT-GFP a kontrolni rostliny Col-0.

Obr. 3 Vliv solného stresu na viabilitu a rust rostlin A. thaliana — Col-0, pMAT-GFP a
PRF2-GFP po 14 dnech kultivace na kontrolnim % MS médiu (A) a na médiu se 100 mmol.I"*
NaCl (B)
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Obr. 4 Vliv solného stresu na viabilitu a rtst rostlin A. thaliana — Col-0, pMAT-GFP a
PRF2-GFP po 21 dnech kultivace na kontrolnim % MS médiu (A) a na médiu se 100 mmol.I*
NaCl (B).

Obr. 5 Vliv oxidativniho stresu na viabilitu a rust rostlin A. thaliana — Col-0, pMAT-GFP a
PRF2-GFP po 14 dnech kultivace na kontrolnim % MS médiu (A) a na médiu s
0,5 umol.I* PQ (B).

Obr. 6 Vliv oxidativniho stresu na viabilitu a rast rostlin A. thaliana — Col-0, pMAT-GFP a
PRF2-GFP po 21 dnech kultivace na kontrolnim % MS médiu (A) a na médiu
$0,5 umol.I'" PQ (B).
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4.2 Histochemickéa detekce produkce ROS u nadexpresni linie
PRF2-GFP

Histochemickou metodou byla v podminkéach oxidativniho a solného stresu sledovana
produkce ROS u transgenni linie PRF2- GFP, pMAT- GFP a divého typu Col- 0.
Po kratkodobém oSetfeni (3 h) 14 dni starych semenackt 150 mmol.I* NaCl a
15 pmolI* PQ bylo provedeno histochemické barveni roztokem NBT a DAB.
Roztokem NBT byla vizualizovana tvorba superoxidovych radikali O,” a roztokem
DAB byl vizualizovan H,0,.

Roztokem DAB byla vizualizovana produkce H,0, v listech a kotyledonech
transgenni linie exprimujici PRF2-GFP, pMAT-GFP a divého typu Col-0 (Obr. 7).
Oproti kontrolnim podminkdm doslo po pisobeni solného a oxidativniho stresu
ke zvySené produkci H,0, (Obr. 8). U transgenni linie exprimujici PRF2-GFP byla po
plsobeni solné¢ho 1 oxidativniho stresu naméfena nejnizsi intenzita zabarveni listl a
kotyledont. Produkce H,0, tak byla u této linie nizka (Obr. 7, 8). U transgenni linie
PMAT-GFP a divého typu Col-0 bylo detekovano vétsi mnozstvi H,O,, coz se projevilo
intenzivnéj§im zabarvenim listl a kotyledonti (Obr. 7, 8). Z toho vyplyva, Ze transgenni
linie exprimujici PRF2- GFP je na kratkodobé ptisobeni solného i oxidativniho stresu

odolngjsi nez transgenni linie pMAT- GFP a divy typ Col- 0.

kontrola

Obr. 7 Histochemicky nabarvené dvoutydenni semenacky transgenni linie exprimujici
PRF2-GFP,pMAT-GFP a divého typu Col-0 roztokem DAB pro detekci produkce H,O.,.
Meritko odpovida 5 pm.
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Obr. 8 Intenzita zabarveni listd a kotyledond u transgenni linie exprimujici PRF2- GFP,
PMAT- GFP a divého typu Col- 0 po histochemickém barveni H,O, roztokem DAB.

Roztokem NBT byla vizualizovana tvorba O, v listech a kotyledonech transgenni
linie exprimujici PRF2-GFP, pMAT-GFP a divého typu Col-0 (Obr. 9). V tomto
ptipadé vSak doslo oproti kontrolnim podminkam po pusobeni solného a oxidativniho
stresu ke sniZeni produkce O, (Obr. 10).
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Obr. 9 Histochemicky nabarvené dvoutydenni semenacky transgenni linie exprimujici
PRF2-GFP,pMAT-GFP a divého typu Col-0 roztokem NBT pro detekci produkce O,". MéFitko
odpovida 5 pm.
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Obr. 10 Intenzita zabarveni listd a kotyledonti u transgenni linie exprimujici PRF2- GFP,
PMAT- GFP a divého typu Col- 0 po histochemickém barveni O,” roztokem NBT.
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4.3 Vliv oxidativniho stresu a inhibitoria cytoskeletu na in vivo
lokalizaci fuzniho proteinu PRF2- GFP u transgenni linie
PRF2-GFP

4.3.1 Vliv oxidativnhiho stresu na intenzitu fluorescence flzniho
proteinu PRF2- GFP u transgenni linie PRF2-GFP

Ke sledovani zmén intenzity fluorescence v epidermalnich bunkach hypokotylu transgenni
linie exprimujici PRF2- GFP vlivem oxidativniho stresu byl pouzit H,O, 0 koncentraci
15 pmol.I™. Pred i po aplikaci H,O, byly v priibdhu celého experimentu snimany
konfokalnim laserovym skenovacim mikroskopem stejné buiiky. Po pfidani roztoku
H,0; v tekutém 2 MS médiu byly buriky snimany kazdych 10 min po dobu 60 min.
Hodnoty intenzity fluorescence byly naméfeny v ZEN Blue 2011 a zpracovany
v programu Microsoft Excel.

Pisobeni oxidativniho stresu navozeného prostiednictvim H,O, zplsobilo nartst

intenzity fluorescence (Obr. 11, 12). Z tohoto vysledku 1ze usoudit, Ze oxidativni stres

zpusobil zvyseni abundance fizniho proteinu PRF2-GFP.

Obr. 11 Vliv oxidativniho stresu (navozeny 15 pmol.I* H,0,) na epidermalni buiiky
hypokotylu ¢tyfdenniho semenacku transgenni linie exprimujici PRF2-GFP. Symbolem je
oznaCena buika, ve které byla v prubéhu celého experimentu méfena zména v intenzité
fluorescence. Méfitko odpovida 10 um.
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Obr. 12 Intenzita fluorescence v epidermalnich bunkach hypokotylu ¢&tyfdenniho semenacku
transgenni linie exprimujici PRF2-GFP po 60 min pusobeni oxidativniho stresu. Oxidativni stres
byl navozeny paisobenim 15 pmol.I"* H,0s.

4.3.2 Vliv inhibitori cytoskeletu na intenzitu fluorescence fuzniho
proteinu PRF2- GFP u transgenni linie PRF2-GFP

Ke sledovani zmén intenzity fluorescence v epidermélnich bunkach hypokotylu transgenni
linie exprimujici PRF2- GFP byl pouzit cytoskeletalni inhibitor taxol o koncentraci
1 pmol.I"", ktery stabilizuje MT. Déle byl pouzit latrunkulin B o koncentraci 10 umol.I%,
zpisobujici depolymerizaci AF. Ttidenni semenac¢ky PRF2- GFP byly podrobeny oSetieni
s témito inhibitory a v priibéhu celého experimentu byly snimany konfokalnim laserovym
skenovacim mikroskopem stejné buniky pied i po aplikaci taxolu a latrunkulinu B.
V piipad¢ taxolu byly buiniky sniméany kazdych 10 min v pribéhu 60 min a poté byly
promyty tekutym %2 MS médiem a snimany opét kazdych 10 min v prib&éhu 40 min. Bunky
osetfené latrunkulinem B byly sniméany kazdych 10 min v prabéhu 60 min, poté promyty
%2 MS médiem a nasledné¢ byly buiiky oSetieny taxolem a snimény opét kazdych 10 min
v prubéhu 60 min. Hodnoty intenzity fluorescence byly naméfeny v ZEN Blue 2011 a
zpracovany v programu Microsoft Excel.

Taxol zpusobil nartst intenzity fluorescence fuzniho proteinu PRF2-GFP. Po vymyti
roztoku taxolu tekutym %2 MS médiem se intenzita fluorescence postupné zvySovala a

priblizovala se hodnoté, ktera byla namétena pied aplikaci taxolu (Obr. 13, 14).
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Obr. 13 Vliv 1 pmol.I* taxolu na epidermalni buiiky hypokotylu tfidenniho semenacku
transgenni linie exprimujici PRF2-GFP. Symbolem jsou oznaéeny butiky, ve kterych byla
méfena zména v intenzité fluorescence. V priubehu celého experimentu byly méteny vSechny
3 bunky. Méritko odpovida 10 um.

Pusobeni 1 pmol.I! Taxolu
35 r
L2MS
30 |12 MS+taxol

jj

0 r

Intenzita fluorescence x1000

S | I I i I I i
13— {

0 10 20 30 40 30 60 T0 80 o0 100
Cas (min)

Obr. 14 Intenzita fluorescence v epidermalnich buiikach hypokotylu tfidenniho semenacku
transgenni linie exprimujici PRF2-GFP po 60 min ptisobeni taxolu.
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Pusobeni latrunkulinu B vedlo naopak ke snizeni fluorescence fUzniho proteinu
PRF2-GFP. Po vymyti latrunkulinu B % MS médiem se fluorescence v buiikach zvysila a
po nasledné aplikaci taxolu intenzita fluorescence narustala tak, az dosahovala hodnoty,
kterd byla namétena pied aplikaci latrunkulinu B (Obr. 15, 16).

50 min

40 min

20 min

10 min

30 min

50 min

Obr. 15 Vliv 10 pmol.I" latrunkulinu B a 1 umol.I" taxolu na intenzitu fluorescence fzniho
proteinu PRF2- GFP v epidermalnich bunkach hypokotylu u tfidenniho semenéacku transgenni
linie exprimujici PRF2-GFP. Bilym symbolem jsou oznaceny buiky, od kterych byla méfena
intenzita fluorescence po piidani latrunkulinu B. Cervenym symbolem jsou ozna¢eny buiiky,
od kterych byla méfena intenzita fluorescence po pfidani taxolu. V pribéhu celého
experimentu byla méfena intenzita fluorescence ve vSech 3 buitkdch. Méfitko odpovida 10 pm.

48



Piisobeni 10 pmol.I! Latrunkulinu B a 1 pmol.I! Taxolu aplikovanych sekvenéné

L2 NS + latrunknlin B

12 M5+ taxol
35 r

33 1

Intenzita fluorescence x1000

31 ! L L L I I | I | h I I I I |
0 10 20 30 40 30 60 70 20 o0 100 110 120 130

Cas (min)

Obr. 16 Intenzita fluorescence fuzniho proteinu PRF2-GFP v epidermalnich bufikach
hypokotylu tfidenniho semenacku transgenni linie exprimujici PRF2-GFP po 60 min pisobeni
latrunkulinuB, promyti /2 MS médiem a naslednym ptsobenim taxolu po dobu 60 min.

4.3.3 Vizualizace F-aktinu v buiikach transgenni linie PRF2-GFP

F-aktin byl vizualizovan pomoci faloidinu znafeného Alexa Fluor 568
Vv epidermalnich burnikach kli¢nich listd, hypokotyli, a kofent transgenni linie
exprimujici PRF2-GFP a divého typu Col-0. Buiiky s vizualizovanym F-aktinem byly
nasnimané a vyexportované obrazky (Obr. 17, 18, 20, 21, 23, 24) byly analyzované
pomoci programu Cytospectre, ktery urc¢il Uhel pramérné orientace aktinovych
mikrofilament v burikach transgenni linie exprimujici PRF2-GFP a divého typu Col-0.
V epidermalnich buikach kli¢nich listd neni patrny vyrazny rozdil v orientaci F-aktinu
mezi transgenni linii exprimujici PRF2-GFP a divym typem Col-0. V transgenni linii
exprimujici PRF2-GFP jsou aktinova vlakna orientovana pod uhlem 61°, u Col-0 je
orientace F-aktinu v bunikach 53° (Obr. 19A, 19B).

=
10 pym

Obr. 17 Vizualizace F-aktinu v epidermalnich buiikdch kli¢nich
listd u transgenni linie exprimujici PRF2- GFP pomoci faloidinu
znac¢en¢ho Alexa Fluor 568. M¢titko odpovida 10 um.
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Obr. 18 Vizualizace F-aktinu v epidermalnich bunikach kli¢nich
listi u Col-0 pomoci faloidinu znaceného Alexa Fluor 568.
Meéritko odpovida 10 pm.

A PEEF2-GFP B Col-0

Ly e 1 L R 1

Obr. 19 Graf znazoriujici pramérné uhly, pod kterymi je F-aktin orientovan v epidermalnich
burikach kli¢nich listd transgenni linie exprimujici PRF2- GFP (A) a Col- 0 (B).
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V ptipad¢ epidermalnich bunc¢k hypokotylu nebyl naméfeny vyrazny rozdil v uhlu
pramérné orientace F-aktinu u transgenni linie exprimujici PRF2-GFP a divého typu
Col-0. Primérna hodnota thlu, pod kterym jsou buiiky orientovany v epidermalnich
bunkach hypokotylu u transgenni linie exprimujici PRF2-GFP ¢ini 166° a u Col-0 je
tato hodnota 172° (Obr. 22A, 22B).

Obr. 20 Vizualizace F- aktinu v epidermalnich burikéach
hypokotylu transgenni linie exprimujici PRF2- GFP pomoci
faloidinu znaceného Alexa Fluor 568. Méfitko odpovida
10 pm.

i
10 pm

Obr. 21 Vizualizace F-aktinu v epidermalnich burkach
hypokotylu u Col-0 pomoci faloidinu znaceného Alexa
Fluor 568. Métitko odpovida 10 pm.
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Obr. 22 Graf znazorijici pramérné thly, pod kterymi je F-aktin orientovan v epidermalnich
hypokotylovych bunkach transgenni linie exprimujici PRF2- GFP (A) a Col- 0 (B).

U epidermalnich bun¢k kotene také nebyl naméteny vyrazny rozdil v Uhlu primérné
orientace F-aktinu u transgenni linie exprimujici PRF2-GFP v porovnani s divym typem
Col-0. V epidermalnich bunkach kofene transgenni linie exprimujici PRF2-GFP jsou
aktinové vlakna orientovana pod Uhlem 177° u divého typu Col-0 ¢ini tato hodnota 172°
(Obr. 25A, 25B).

Obr. 23 Vizualizace F-aktinu v epidermalnich bunkach
kofene transgenni linie exprimujici PRF2- GFP pomoci
faloidinu znaceného Alexa Fluor 568. Métitko odpovida
10 pm.
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Obr. 24 Vizualizace F-aktinu v epidermalnich buiikach
kotene Col- 0 pomoci faloidinu zna¢eného Alexa Fluor 568.
Mgtitko odpovida 10 um.

A PRF2-GFP
o

Obr. 25 Graf znazorfujici Ghly, pod kterymi je F-aktin orientovan v epidermalnich buiikach
kofene transgenni linie exprimujici PRF2- GFP (A) a divého typu Col- 0 (B).

Z téchto vysledku Ize usoudit, Ze mezi transgenni linii exprimujici PRF-GFP a divym
typem Col-0 se nenachazeji patrné rozdily v orientaci F-aktinu v epidermalnich burnkach

kli¢nich listd, hypokotylu a kofene.
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5 DISKUZE

Prvni Glohou experimentalni casti byla optimalizace podminek kultivace rostlin
v stresovych podminkach in vitro. V experimentu byly jako kontrola pouzity rostliny
divého typu Col-0, dale rostliny transgenni nadexpresni linie exprimujici konstrukt
35S::PRF2:GFP a transgenni linie stabiln¢ exprimujici konstrukt 35S::pMAT:GFP.
Sledoval se vliv dlouhodobého piisobeni solného (100 mmol.I* NaCl) a oxidativniho
(0,5 pmol.I"* PQ) stresu na viabilitu a rist rostlin.

Solny stres nepfiznivé ovlivituje piedevs§im vyvoj, rast (redukce plochy listi a
kofenového systému) a viabilitu rostlin (Yadav et al., 2011; Carillo et al., 2011,
Chartzoulakis a Klapaki, 2000). lonty chloridu sodného (Na* a CI) ve zvysené
koncentraci ptisobi uvnité bunék toxicky na bunétné membrany a cytosol (Kader a
Lindberg, 2010). To odpovida vysledkiim ziskanych pfi tomto experimentu. Rostliny na
stresovych médiich mély oproti kontrolnim rostlinam méné vyvinuté listové ruzice
i kotfenovy systém (Obr. 3B, 4B). Transgenni linie exprimujici PRF2-GFP i pies
piitomnost solného stresu vykazovala vysokou viabilitu a lepsi rist, a proto, jak vyplyva
z naSich experimentd je na dlouhodobé piisobeni solného stresu odolnéjsi nez rostliny
transgenni linie pMAT-GFP a divého typu Col-0 (Obr. 3B, 4B). Pro oxidativni stres je
typicka tvorba ROS, které vznikaji vlivem abiotického stresu (Suzuki et al., 2011).
Rostliny se nejsou schopny pii nadmérné tvorbé ROS ptirozené vyvijet a rist.
To vyplyva i z naSeho experimentu. Rostliny na stresovych médiich s PQ mély oproti
kontrolnim rostlindm mensi listové rizice, listy byly stocené a kofenovy systém hiie
vyvinuty (Obr. 5B, 6B). Transgenni linie exprimujici PRF2-GFP vykazovala nejvyssi
viabilitu, nedoslo u ni k vyraznému stoceni listli a objevily se u ni 1 pfes pfitomnost
oxidativniho stresu vyhonky kvéta (Obr. 6B). Oproti transgenni linii pMAT-GFP a
divemu typu Col-0 je tedy transgenni linie exprimujici PRF2-GFP na pusobeni
dlouhodobého oxidativniho stresu odolngjsi.

Ve druhé ¢asti byla provedena histochemicka detekce produkce ROS roztokem NBT
a DAB v nadexpresni linii PRF2-GFP, transgenni linii pMAT-GFP a divém typu Col-0
po kratkodobém plisobeni soln¢ho a oxidativniho stresu. ROS jsou vedlejSimi produkty
aerobniho metabolismu a tvofi se béhem abiotického stresu (Suzuki et al., 2011).
| znaSich vysledkl je patrné, Ze b&hem pulsobeni abiotickych stresti k tvorbé ROS
doslo, coz je patrné z jejich histochemické detekce. Po pusobeni obou abiotickych

strestl byla u transgenni linie exprimujici PRF2-GFP detekovana roztokem DAB nizs$i
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tvorba H,O, v porovnéni s transgenni linii pMAT-GFP a divym typem Col-0, coz se
projevilo zvySenou intenzitou zabarveni kli¢nich lista a pravych lista listovych razic.
Transgenni linie exprimujici PRF2-GFP je tedy na kratkodobé putisobeni solného i
oxidativniho stresu odolng&jsi (Obr. 7, 8). Naopak pii histochemické detekci Oy”
roztokem NBT doslo oproti kontrolnim podminkdm pfti piisobeni strest k jeho snizené
tvorbé u vsech pouzitych linii (Obr. 9, 10).

Treti ¢ast experimentalni prace byla zamétena na in vivo lokalizaci fuzniho proteinu
PRF-GFP v bunkach transgenni linie exprimujici PRF2-GFP po pusobeni oxidativniho
stresu a inhibitorti cytoskeletu. Profilin, aktin- vazajici protein vyskytujici se ve vSech
eukaryotech, je dualezity pro dynamiku aktinu (Fan et al., 2013). Jeho lokalizace je
predevsim v cytoplasmé a jaderné membrané (Kandasamy et al., 2002b). PRF2 jako
jedna z péti isoforem aktinu nalezi do vegetativni téidy (Fan et al., 2013). Profiliny
reguluji interakce mezi aktinovym cytoskeletem, cytoplasmatickou membranou a
vezikularnim transportem prostiednictvim aktinového cytoskeletu (Sun et al., 2013).
Pro sledovani vlivu kratkodobého oxidativniho stresu byl pouzit 15 umol.l'1 H,O,
Béhem pusobeni oxidativniho stresu doslo ke zvySeni abundance fazniho proteinu
PRF2-GFP. (Obr. 11, 12). Pro sledovéani vlivu inhibitoréi byl pouzit 1 pmol.I* taxol,
zpusobujici stabilizaci MT a 10 pmol.I" latrunkulin B, ktery depolymerizuje AF.
Latrunkulin B je inhibitor, ktery u semenacku A. thaliana zaptic¢inuje rychlou
depolymerizaci AF uz do jedné hodiny od aplikace (Baluska et al., 2001). To se
potvrdilo 1 v naSem experimentu, ve kterém dosSlo po 60 min plsobeni latrunkulinu B
k poklesu intenzity fluorescence a tim i abundance PRF2-GFP. Po vymyti
latrunkulinu B 2 MS médiem doslo k naristu fluorescence a po nasledném ptidani
taxolu se intenzita fluorescence opét zvysovala (Obr. 15, 16). Pusobenim inhibitoru
taxolu doslo k nartstu intenzity fluorescence a po jeho vymyti 2 MS médiem se
intenzita fluorescence blizila hodnot¢ pied jeho aplikaci (Obr 13, 14). Na zakladé¢ téchto
vysledkt byla prokazana interakce PRF2 s aktinovym cytoskeletem i MT. Soucasti tieti
experimentalni ¢asti byla i vizualizace F-aktinu v epidermalnich bunkach kli¢nych lista,
hypokotyli a kofent transgenni linie exprimujici PRF2-GFP a divého typu Col-0
(Obr. 17, 18, 20, 21, 23, 24). Ztéchto vysledki vyplyva, Ze mezi transgenni linii
exprimujici PRF2-GFP a divym typem Col-0 se nenachazeji vyrazné rozdily v orientaci
F- aktinu v epidermalnich bunkach kli¢nich listi, hypokotylu a kotene (Obr. 19A, 19B
22A, 22B, 25A, 25B).
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6 ZAVER

Bakalatska prace byla rozdélena na teoretickou a experimentalni ¢ast. V teoretické ¢asti
byla piedstavena modelova rostlina A. thaliana a jeji vyhodné vyuziti v mnoha
oblastech vyzkumu. Dale byl popsan rostlinny cytoskelet, konkrétné struktura a funkce
MT a AF. Cast literarniho prehledu byla také vénovana proteintim vazajicich aktin,
Z nichz byly podrobné charakterizovany profiliny. Popsana byla jejich uloha a vliv na
vyvoj rostlin. Zminén byl i MAPK signaling a funkce rostlinnych MAPK. Posledni ¢ast
se zabyvala abiotickym stresem (solny, oxidativni) a jeho dopady na vyvoj rostlin.

Soucasti experimentalni ¢asti bylo sledovani vlivu dlouhodobého puisobeni solného a
oxidativniho stresu na viabilitu a rust transgenni linie exprimujici PRF2-GFP,
PMAT-GFP a divého typu Col-0. Abioticky stres mé&l na rostliny negativni dopad
predevsim v redukovaném vyvoji listové ruZice a kofenového systému. Dlouhodobé
pusobeni oxidativniho stresu se navic projevilo stocenim listd. Transgenni linie
exprimujici PRF2-GFP vykazujici v priab&éhu experimentu vyssi viabilitu a lepsi rast
byla na dlouhodobé pisobeni obou abiotickych stresi oproti transgenni linii
PMAT-GFP a divému typu Col-0 odolngjsi.

Ve druhé ¢asti byla provedena histochemicka detekce ROS v transgenni nadexpresni
linii PRF2-GFP, transgenni linii pMAT-GFP a divém typu Col-0. Po puisobeni solného i
PRF2-GFP, ktera je tak na jejich plisobeni odolnéjsi. V ptipad¢ histochemické detekce
O," roztokem NBT doslo po kratkodobém puisobeni solného a oxidativniho stresu u
vSech pouzitych linii k jeho sniZené produkei.

Ve tieti Casti byla provedena in vivo lokalizace PRF2-GFP v odpovédi rostlinnych
bun¢k na ptsobeni oxidativniho stresu a inhibitory cytoskeletu (taxol a latrunkulin B).
Pasobenim oxidativniho stresu doslo ke zvyseni abundance fazniho proteinu PRF2-GFP
v epidermélnich bunkach hypokotylu. Stejny vliv byl dosazen pusobenim taxolu.
V ptipadé latrunkulinu B byla intenzita fluorescence fuzniho proteinu
PRF2-GFP snizena, po jeho vymyti /2 MS médiem doslo k jejimu naristu a po nasledné
aplikaci taxolu se intenzita fluorescence flzniho proteinu opét zvysila. V této ¢asti byla
provedena také vizualizace F- aktinu v riznych typech epidermalnich bunék transgenni
linie exprimujici PRF2-GFP a divého typu Col-0. Ztéchto vysledkd vyplyva, Ze
orientace F- aktinu je v epidermalnich bunkach kli¢nich listd, hypokotylu i kofene u

transgenni linie exprimujici PRF2-GFP a divého typu Col-0 podobna.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

+ TIPs
A.thaliana
ABA
ABP
ADF
ADP
AF
ARP 2/3
ATP
BDM
BFA
CAP

Ce
Col-0
CP

F- aktin
FIM 3
FIM 4
FIM 5
G- aktin
GA
GDP
GTP
IgE

Jas

KIM
LatB
MAP
MAPK
MAPKK
MAPKKK
MT

proteiny vazici se na (+) konec mikrotubuli
Arabidopsis thaliana

kyselina abscisova

aktin vazajici protein

aktin depolymerizujici factor
adenosindifosfat

aktinova filamenta
aktin-asociované proteiny 2/3
adenosintrifosfat

2,3- butadion- monoxim

brefeldin A

cyklasa asociovany protein

kriticka koncentrace

ekotyp Columbia- 0

zakryvajici protein

filamentarni aktin

fimbrin3

fimbrin 4

fimbrin 5

globularni aktin

Golgiho aparat

guanosindifosfat

guanosintrifosfat

imunoglobulin E

jasplakinolidu

kinesinovy interak¢éni motiv
latrunkulinB

proteiny asociované s mikrotubuly
mitogen- aktivované protein kinasy
mitogen- aktivované protein kinasy kinasy
mitogen- aktivovaneé protein kinasy kinasy kinasy

mikrotubuly
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PAMPs patogenem aktivované molekularni vzory

PIP2 fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat

PLP poly- L- prolin

PMAT- GFP transgenni linie A. thaliana stabiln¢ exprimujici konstrukt
35S::pMAT:GFP

PRF 1 profilin 1

PRF 2 profilin2

PRF 3 profilin 3

PRF2- GFP transgenni nadexpresni linie exprimujici konstrukt
35S::PRF2:GFP

PRF4 profilin 4

PRF5 profilin 5

Pri prieurianin

PRRs rozpoznavaci receptory

RNS reaktivni formy dusiku

ROS reaktivni formy kysliku

SOD superoxid dismutase

WASP Wiskott—Aldrich syndrome protein

yTuC y-tubulinovy komplex
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