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SOUHRN

Cytoskelet je jednou ze zasadnich struktur eukaryotické buiikky — poskytuje ji oporu,
moznost reagovat na vn¢js$i podnéty a transportovat makromolekulérni latky nebo celé
organely. Slozky rostlinného cytoskeletu — mikrotubuly a aktinovd mikrofilamenta —
interaguji s mnozstvim dalSich proteini a také spolu navziajem. Pfipravou
cytoskeletalnich mutanti Arabidopsis thaliana exprimujicich vybrané cytoskeletalni
markery piedevsim pro tcely studia aktin-mikrotubularnich interakci se zabyva tato
bakalaiska prace.

Mutantni rostliny exprimujici cytoskeletalni markery byly ziskany Agrobacteriem
zprostiedkovanou transformaci rostlin Arabidopsis s mutovanym genem pro AKTIN 2
(mutace je dale oznaCovana jako der z anglického deformed root hair) metodou ,,floral
dip®“ svyuzitim konstrukti nesoucich cytoskeletalni markery pro zviditelnéni
aktinového a/i mikrotubularniho cytoskeletu. Der1-3 mutantni rostliny Arabidopsis byly
také pouzity jako matetské rostliny pro kiizeni s rostlinami exprimujicimi cytoskeletalni
markery. U T1 a T2 generace ziskanych semen byla stanovena kli¢ivost a GispéSnost
transformace ¢i kiizeni a vybrané semenacky byly poté analyzovany s pomoci
konfokalniho mikroskopu.

U studovanych rostlin byl pozorovan neporuSeny aktinovy cytoskelet, pfestoze byla
potvrzena pfitomnost mutantni alely act2. Mikrotubularni cytoskelet vSak vykazoval
zvySenou miru neuspofadanosti a depolymerizace. Tyto vysledky naznaduji propojeni

obou slozek cytoskeletu.



SUMMARY

Cytoskeleton is one of the very important part in the eukaryotic cell providing
mechanical support, quick reaction to external stimuli and intracellular transport of
macromolecules and whole organelles. Microtubules and actin microfilaments, two
major components of the pant cytoskeleton, interact both with each other as well as with
the large amount of other proteins. Theoretical background of this bachelor thesis is
focused on plant cytoskeleton and methods for plant transgenosis. In the practical part,
| prepared mutants of Arabidopsis thaliana expressing selected cytoskeletal markers
using Agrobacterium mediated transformation and crossing methods. Preliminary
microscopical observation were also done on T2 generation of transformats and crossed
plants.

Mutant plants with expression of cytoskeletal markers were obtained via
Agrobacterium-mediated transformation of ACTIN2 (ACT2) mutant Arabidopsis plants
(der1-3) using ,,floral dip®“ method with constructs carrying cytoskeletal markers to
visualize both actin and microtubules. Der1-3 mutant plants were also used as maternal
plants for crossing with plants expressing cytoskeletal markers. Transgenic mutant
plants of T1 and T2 generation were analyzed in the confocal microscope.

Studied plants seemed to have intact actin cytoskeleton despite of confirmed
presence of mutant act2 allele. However, microtubular cytoskeleton showed increased
bundle formation and disorganization and also inreased depolymerization. These results

suggest interconnection between both parts of cytoskeleton.
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1 CiL PRACE

Teoreticka Cast

1. Vypracovani literarni reserSe tykajici se problematiky kiizeni Arabidopsis thaliana
a vnaseni transgenu do Arabidopsis thaliana.
2. Vypracovani literarni reSerSe sumarizujici poznatky o rostlinném cytoskeletu

s diirazem na studované mutanty aktinového cytoskeletu.

Praktickd cast
1. Zvladnuti metody ,,floral dip* a kiizeni u Arabidopsis thaliana.

2. Zvladnuti zékladl prace s konfokalnim mikroskopem.



2 UvOoD

Cytoskelet je velice dulezitou soucasti eukaryotické bunky. Poskytuje ji nejen oporu,
ale diky své vysoké dynamiCnosti umoznuje buiice také reagovat na podnéty z jejiho
okoli, a to nejen svymi mechanickymi vlastnostmi, ale také prostfednictvim transportu
organel nebo makromolekul, potfebnych pro danou bunécnou odpovéd’. V zivocisnych
bunkach se cytoskelet skladd  z mikrotubuli, aktinovych  mikrofilament
a intermedidlnich vlaken. V rostlinach je situace ponékud odlisna: cytoskelet je zde
prevazné tvoren pouze dvéma slozkami — mikrotubuly a aktinovymi vlakny.

Razné typy cytoskeletalnich struktur spolu mnohdy interaguji. Nemohly by vsSak
plnit svou funkci, nebyt pfitomnosti mnoha dalSich specifickych proteinti, které
napomahaji cytoskeletdlnim vlaknim pfi jejich stabilizaci, vétveni, ukotvovani,
odbouravani, vzajemném propojovani nebo pifi vazbé na transportované bunécné
komponenty. Mezi tyto proteiny se fadi napiiklad motorové proteiny nebo proteiny
asociované s mikrotubuly (jinak zvané MAPs) ¢i aktinem.

S vyuzitim modernich metod molekuldrni biologie mohou byt vybrané proteiny
upraveny tak, aby bylo moZzné je dukladnéji studovat. Pomoci technologie
rekombinantni DNA byly geny pro mikrotubul-vazebnou doménu MBD Zivo¢isného
proteinu MAP4, aktin-vazebnou doménu fimbrinu (FABD2) ¢i monomer tubulinu o
pochazejici z Arabidopsis modifikovany ptipojenim fluorescen¢nich barviéek, jako je
zeleny fluorescencni protein (GFP) nebo cervené fluoreskujici mCherry. Néslednou
transformaci Arabidopsis bakteriemi nesoucimi tyto konstrukty dochazi k zaclenéni
upravenych genli z bakteridlniho plazmidu do genomu rostliny, kde mohou byt poté
exprimovany. Diky navazanému GFP a mCherry je mozné ve fluorescenénim nebo
konfokalnim mikroskopu pozorovat lokalizaci oznacCenych proteinli v transgennich
rostlinach a z toho usuzovat na chovani mikrotubulti a aktinovych vlaken in vivo.

Kofenové vlasky jsou ve svém rlstu siln€ ovliviiovany pravé dynamikou cytoskeletu.
Pfi mutaci vgenu pro ACT2 vykazuji kofenové vlasky Arabidopsis typicky
deformovany fenotyp, podle n¢&jz byly takto mutované rostliny pojmenovany der
(deformed root hair).

V teoretické Casti této bakalarské prace je vypracovana literarni reSerSe tykajici se
rostlinného cytoskeletu a moznosti transgenoze rostlin. Transformaci a kiizeni
mutantnich rostlin Arabidopsis, spolu s mikroskopickym pozorovanim ziskanych

mutantl exprimujicich cytoskeletalni markery, se vénuje prakticka ¢ast prace.



3 SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY
3.1 Arabidopsis thaliana, (L). Heynh.

Husenicek rolni (Arabidopsis thaliana) je dvoudélozna rostlina nalezejici do celedi
brukvovitych (Brassicaceae). Jeji rozsiteni je celosvétové a Ize ji nalézt na oslunénych
pudach v riznych nadmotskych vySkéach. V prostiedi biologického vyzkumu je velmi
Casto vyuzivana jako modelovy geneticky organismus, a to kvili fad¢ vyhod, jez oproti
mnoha jinym rostlindm nabizi. Mezi tyto vyhody patii jeji prostorova nendrocnost,
kratka genera¢ni doba (za jeden rok je mozné ziskat i nékolik generaci rostlin), pomérné
maly vzrust, preferen¢ni samosprasnost a jednoducha kiizitelnost a v neposledni fadé
produkce vysokého poétu semen. V jadie bunky Arabidopsis thaliana je pfitomno
pouze pét chromozomil, coz je dal§i z divodu jeji dobré vyuzitelnosti ve vyzkumu
(Laibach, 1907; 1943). V roce 2000 byly publikovany vysledky sekvenovani genomu
Arabidopsis thaliana, zahrnujici mimo jiné zji$téni, Ze tento genom obsahuje celkem
25 498 gend, jez koduji proteiny z 11 000 rodin (Arabidopsis Genome Initiative, 2000).
Jednalo se o prvni zndmou kompletni genomovou sekvenci rostlinného druhu a tato
znalost umoznuje hlubsi zkoumani Arabidopsis i ostatnich eukaryotnich organismu
(Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Za referenéni genotyp se na zakladé
sekvenacnich, biochemickych a dalSich analyz povazuje ekotyp Columbia (Koornneef
et Meinke, 2010). Dalsimi ekotypy jsou napiiklad Landsberg erecta, Wassilewskija
nebo C24 (Ringli et al., 2002; Koornneef et Meinke, 2010).

3.2 Cytoskelet

Cytoskelet je piitomen ve vSech eukaryotnich bunikach a v analogii s zivo¢isSnym
télem predstavuje kostru s tim zasadnim rozdilem, Ze bunécnd kostra je nestabilni
a dynamickd v zavislosti na okamzitych potfebach bunky. Jak jiz z pojmenovani
vyplyva, plni cytoskelet predevsim funkci mechanické opory, zvlast¢ v zivocisnych
bunikach, jimz na rozdil od téch rostlinnych neposkytuje oporu bunécna sténa. Dalsi
neméné diilezitou funkci cytoskeletu je zasadni uplatnéni v intracelularnim transportu
organel ¢i makromolekul (Goode et al., 2000). Cytoskelet je slozita trojrozmérna sit’
tvofena proteinovymi vlakny, jeZ se rozprostiraji v cytoplazmé. Tato proteinova vlakna
mohou byt tii typl, pficemz kazdy typ plni odliSnou funkci a je tvofen jinymi
zékladnimi stavebnimi jednotkami.

Mikrotubuly a aktinova vlakna lze najit v zivocisnych i rostlinnych bunkach.
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Intermedialni filamenta, jez se se svym prumérem kolem 10 nm nachézeji nékde
mezi mikrotubuly (o priméru 25 nm) a tenkymi vladkny aktinu (o priméru 7 nm),
proptjcuji buitkdm mechanickou odolnost. V zivocisnych bunkéach vytvareji naptiklad
sit’ obklopujici jadro. Z intermedialnich filament je rovnéz vytvoiena jaderna lamina,
nachazejici se pod jadernou membranou, které poskytuje oporu (Fiserova et Goldberg,
2010). Lamina vSak plni ijiné nez jen mechanické funkce, naptiklad se podili na
prostorovém usporadani chromatinu v jadre (Fiserova et Goldberg, 2010). Pfitomnost
laminy v rostlinnych bunkach je stale pfedmétem vyzkumu. V genomové databazi
rostlin v8ak zatim nebyly nalezeny Zadné homology zivocisnych lamint (Fiserova et
Goldberg, 2010). V jadrech BY-2 bun¢k tabaku byla nicméné pozorovana sit’ vlaken
pfipojena k jaderné membrané a vykazujici zna¢nou podobnost se zivocisnou laminou
(Fiserova et al., 2009).

Funkce dalSich dvou slozek cytoskeletu, mikrotubulérni a aktinové, jsou rozmanité.
U zivocichi se napfiklad nachazeji stabilni mikrotubularnimi i aktinové struktury. Jsou
to mikrotubuly tvofené fasinky, jejichz ukolem je rozpohybovani tekutiny v okoli
buiiky, a bi¢iky, které pohybuji celou butikou, a aktinové kontraktilni aparaty svalovych
bun¢k zivocichl. V nasledujicich kapitolach teoretického tvodu se budu podrobnéji

vénovat mikrotubularnimu a aktinovému cytoskeletu se zamétenim na rostlinnou bunku.

3.2.1 Mikrotubuly

Mikrotubuly jsou pevné polymerni struktury valcovitého charakteru S dutym
vnitinim prostorem o vné&j§im priméru 25 nm a vnitinim praméru piiblizn¢ 14 nm
(Tilney et al., 1973). Jejich zakladnim stavebnimi jednotkami jsou monomery o- a -
tubulinu. Tyto dva druhy tubulinu spole¢né diky pevné nekovalentni vazbé vytvareji
heterodimery, jejichz spojovanim vznikaji polymerni protofilamenta. Kazdy
Z mikrotubulli pak obsahuje nejcastéji 13 paraleln¢ ulozenych protofilament. V kazdém
protofilamentu se podélné stiidd a- a B- tubulin a z této struktury vyplyva polarita
vlakna — na tzv. plus-konci se nachazi -tubulin, na minus-konci naopak a-tubulin (viz
Obr. 1A, B). Nazev obou koncl vychazi ze skuteCnosti, ze na plus-konci dochazi
k rychlej$imu rustu (nebo odbouravani) mikrotubulu nez na jeho minus-konci.
Mikrotubuly mohou byt minus-koncem ukotveny v mikrotubularnich nukleacnich
centrech, nazyvanych také MTOCs (z anglického microtubule organizing centres).

V Zivocisnych buiikdch jsou mikrotubuly organizovany z nejvétsiho MTOC, kterym

je centrozom — struktura nachazejici se v blizkosti stiedu bunky (O’Toole et al., 2012;
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Xavier et al., 2015; Fu et al., 2015; Chavali et al., 2015). Odtud mikrotubuly vyrustaji
smérem k bunécné periferii a vytvareji tak polarizovanou sit’ drah pro intracelularni
transport. V centrozému je obsazeno velké mnozstvi y-tubulinovych prstencii, jez jsou
tzv. nuklea¢nimi misty, tedy poc¢ate¢nimi body pro rast mikrotubulu (O’Toole et al.,
2012; Xavier et al., 2015; Fu et al., 2015; Chavali et al., 2015). y-tubulin také umoznuje
vytvoteni zoény bez mikrotubulli V nitru centrozomu a je dilezity pro spravnou
morfologii konct mikrotubulil a pro jejich umisténi na periferii centrozomu (O’Toole et
al., 2012). Vnitini prostfedi centrozOmu, omezujici polymerizaci mikrotubuli, dale
V prib¢hu bunééného déleni zabranuje predéasnému rozchodu centriol, nachdzejicich se
v centrozému (O’ Toole et al., 2012).

Pokud se jednd o rostlinné bunky, nejsou Vnich pfitomna striktné definovana
MTOCs. Mikrotubuly vyrGstaji z nuklea¢nich mist rozptylenych v riznych ¢astech
buriky, naptiklad na jaderné membrané (Stoppin et al., 1994), cytoplazmatické
membrané (Schmit, 2002) nebo na membrané Golgiho komplexu (Drykova et al., 2003;
Vildanova et al., 2014).

Typickou vlastnosti mikrotubulti je jejich dynamicka nestabilita (Wade, 20009;
Gardner et al., 2013; Horio et Murata, 2014). Mikrotubuly ptechazeji v zavislosti na
potfebé bunky zrostouci faze ptes perzistentni mikrotubuly ke zkracujicim se
polymeram. Zkracovani muze vyustit v totalni kolaps mikrotubulu (tzv. ,,catastrophe®)
¢i k obnove rlstu (tzv. ,rescue). Dynamicka nestabilita je zpisobena skuteCnosti, ze
tubulinové heterodimery mohou vazat GTP a nasledné jej hydrolyzovat na GDP.
Tubulinové podjednotky nesouci GTP se k sobé diky konformacni zméné€ vazi pevnéji
nez ty, které nesou GDP (Wade, 2009; Horio et Murata, 2014). Jestlize se podjednotky
pfipojuji na mikrotubulus vétsi rychlosti, nez jakou probiha hydrolyza GTP, budou
protofilamenta stabiln€jsi a mikrotubulus se mtize velmi rychle prodluzovat. Na jeho
plus-konci vznika tzv. GTP-Cepicka, ktera je tvofena podjednotkami tubulinu
snavazanym GTP a chrani mikrotubulus ptfed depolymeraci. Pokud vSak nastane
hydrolyza navdzaného GTP dfive, nez je piipojena dal§i podjednotka, bude
mikrotubulus zakonc€en tubulinem nesoucim GDP, v dusledku ¢ehoz nastane odebirani
tubulinovych podjednotek a nasledny rozpad mikrotubulu (viz Obr. 1C).
U neukotvenych mikrotubulii, které hojné¢ nachazime v rostlinnych buiikach, dochézi
diky zkracovani na jednom konci a prodluzovani na konci druhém ke kontinualnimu
posunu tubulinti, K vnitinimu toku podjednotek. Tomuto jevu se fika ,,treadmilling®

(Kueh et Mitchison, 2009; Erlenkamper et Kruse, 2013).
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Pokud mikrotubulus v priabéhu svého ristu narazi na uréitou molekulu nebo
organelu, naptiklad na dynein v bunééném kortexu, muze k ni byt ukotven za vzniku
pomérn¢ stabilniho spojeni (Hendricks et al., 2012). Tim je vytvofena polarizovana

dréha vyuZitelna pfi bunééném transportu.
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Obr. 1: Znazornéni polymerizace tubulinu za vzniku mikrotubulu. A) Protofilamentum
je tvofeno stabilnimi heterodimery a- a - tubulinu. Na jeho plus-konci se nachazi B-
tubulin, na minus-konci a-tubulin. B) Cylindricky mikrotubulus je obvykle tvoien 13
paralelnimi protofilamenty. C) Polymerizace tubulinu za vzniku GTP-Cepicky na
perzistentnim mikrotubulu vede k jeho ,rescue” a mikrotubulus roste. Pfi rdstu
pomalejSim, nez je hydrolyza GTP, dochazi k depolymerizaci a ,catastrophe®,
mikrotubulus se zkracuje. Upraveno podle Akhmanova et Steinmetz (2008).

3.2.1.1 Mikrotubularni struktury v rostlinnych bunkach

V rostlinnych bunikach se Vv porovnani stémi ZzivociSnymi nachazeji specifické
mikrotubularni struktury. V interfazi jsou mikrotubuly organizovany pod plazmatickou
membranou ve vysoce dynamickych paralelnich uskupenich, kterd ovlivituji bunéénou
morfogenezi. Tyto mikrotubuly se nazyvaji kortikdlni mikrotubuly. Kortikalni
mikrotubuly vykazuji nejenom vysokou dynamickou nestabilitu, ale také schopnost
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lokaln¢ se reorganizovat na zakladé momentdlnich potfeb bunky (Wasteneys et
Ambrose, 2009; Shaw, 2013). V pribéhu bunécného cyklu pii ptechodu z interfaze do
bunééného déleni se kortikalni mikrotubuly koncentruji kolem jadra do kompaktniho
uzkého pasu paralelné uspotadanych mikrotubuld, tzv. pfedprofazniho svazku (PPB),
ktery urcuje pozici budouciho bunééného déleni (Rasmussen et al., 2013). Mikrotubuly
predprofazniho svazku se v dal§im pribéhu déleni rozpadaji a reorganizuji. Zanechéavaji
nicméné stopu pro budouci tvorbu bunécéné piepazky (Rasmussen et al., 2013). Kolem
rozpadajici se jaderné membrany se postupné tvoii bipolarni acentrozomalni délici
vieténko, v némz se mikrotubuly samy organizuji a postupné pronikaji k chromatinu,
ktery také hraje v samoorganizaci mikrotubuld dilezitou roli (Dinarina et al., 2009). Po
rozchodu chromozomu k opa¢nym polim vieténka se v centru déleni za¢ina tvotit dalsi,
pro rostliny specifickd mikrotubularni struktura — fragmoplast (Murata et al., 2013).
Fragmoplast je tvofen stabilnimi i dynamickymi svazky antiparalelnich mikrotubuld
uspotfddanych kolmo k budouci centrifugalné expandujici bunééné ptepazce. Pravé
reorganizace minus-koncovych nuklea¢nich komplexi na jiz vytvofenych
mikrotubulech a néslednd nukleace novych mikrotubulll z téchto mist na vedoucim
okraji fragmoplastu urCuje centrifugdlni expanzi nové vznikajici buné¢né stény mezi
dvéma dcefinymi bunikami (Murata et al., 2013).

Ptehled mikrotubulérnich struktur v rostlinnych buiikach je znazornén na Obr. 2.

A

Obr. 2: Schematické zndzornéni rostlinnych mikrotubularnich struktur v pribéhu
bunécného cyklu. A) Piedprofazni svazek, naznacujici misto bunécného déleni. B)
Metafazni délici vieténko s rozptylenymi poldrnimi oblastmi. C) Fragmoplast,
vytvarejici se vtelofazi mezi dcefinymi jadry. D) Cytokineticky fragmoplast
centrifugdlné expanduje spolu se vznikajici bunéénou ptepazkou. E) Po dokonceni
cytokineze se mikrotubuly prodluzuji smérem k bunéénému kortexu. Vznikaji
mikrotubuly asociované s cytoplazmatickou membranou. F) Paraleln¢ ulozené
kortikalni mikrotubuly v interfazni bunice. Upraveno podle Wasteneys (2002).
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3.2.1.2 Proteiny interagujici s mikrotubuly

Cela tfada proteini interagujicich s tubuliny v heterodimernim nebo polymernim
stavu zasadné ovliviiuje mechanické i funkéni vlastnosti mikrotubulti. Vyznamnou
skupinu tvofi molekulové motory, specifické proteiny vyuzivajici polarity mikrotubuli
k transportu  bunétného nakladu. Molekulové motory vyuZzivaji energii ziskanou
hydrolyzou ATP k vlastnimu pohybu po mikrotubulech (Vale, 2003; Hirokawa et al.,
2009). Prepravu bunééného nakladu na dlouhé vzdalenosti zprostfedkovavaji
Vv rostlinnych buiikach spiSe aktinové molekulové motory (viz dale). Mikrotubularni
motory, kineziny, hraji neméné dulezitou roli v organizaci kortikdlnich mikrotubulii ¢i
pii stavbé bunééné stény (Kong et al., 2015). Navic jsou nepostradatelné pii striktné
fizenych mikrotubularnich ptestavbach v prub&hu mitdzy a cytokineze (Lee et al., 2007,
Lipka et al., 2014). Kineziny se pohybuji jak k plus-, tak k minus-konci mikrotubuld.
V zivocisnych bunkach se kineziny pohybuji pievazné k plus-konci mikrotubuld,
zatimco k minus-konci se pohybuji motory zvané dyneiny (Marx et al., 2005).
V genomu buné¢k vyssich rostlin sekvence dyneinu chybi. V evoluci doslo k této ztraté
jiz u predchidct cervenych fas a roli dyneini pievzala postupné se vyvijejici
a rozristajici rodina kinezint (Richardson et al., 2006; Wickstead et Gull, 2007).

Druhou, neméné vyznamnou skupinou proteinti interagujicich s mikrotubuly jsou
tzv. proteiny asociované s mikrotubuly (MAPs z anglického microtubule-associated
proteins). Tyto proteiny se vyznamnou mérou podileji na dynamické nestabilité
mikrotubuli. Riznymi zplsoby totiz napomahaji jejich nukleaci, stabilizaci c¢i
destabilizaci, umoznuji jejich ukotveni, spojovani nebo rozvétvovani (Hamada, 2007;
Horio et Murata, 2014).

Patfi sem napiiklad +TIPs (plus-end tracking proteins), jeZ se hromadi u rostouciho
plus-konce mikrotubulu a vyskytuji se ve vSech eukaryotnich organismech (Schuyler et
Pellman, 2001). Jako prvni +TIP byl u rostlin identifikovan EB1 protein (Chan et al.,
2003). U Arabidopsis je rodina EB1 proteini zastoupena tfemi izoformami, EB1la,
EB1b a EB1c (Chan et al., 2003). EBla a EB1b proteiny jsou vysoce homologni,
v aminokyselinové sekvenci jsou identické ze 78 %. Oba na plus-konci mikrotubuld
tvoii ,.,kometku a jsou Casto vyuzivany ve studiu cytoskeletu k vizualizaci plus-konce
mikrotubuld. Naptiklad pro studium v zivych buikach jsou EB1 proteiny tagované
riznymi spektralnimi variantami GFP (Ambrose et Wasteneys, 2014). Ze skupiny
MAPs se také Casto jako marker mikrotubulll vyuziva protein MAP65, pravdépodobné

specificky pouze pro rostliny. Tento protein pomaha tvofit svazky mikrotubul

15



V interfaznich bunikach, ale také v ptedprofaznim svazku (Chan et al., 1999; Smertenko
et al., 2000; Wasteneys, 2002). Jeden z nejznaméjSich konstrukti, vyuzivanych
k vizualizaci mikrotubulti a jejich pohybu v zivych bunkach, pfipravili Marc et al.
(1998). Konstrukt se sklada z mikrotubul-vazebné domény (MBD) savc¢iho proteinu
MAP4 fazovaného s GFP. MBD doména je vysoce konzervovana, a tak se konstrukt ze
sav¢iho proteinu vaze i na rostlinné mikrotubuly (Granger et Cyr, 2000; Komis et al.,
2014). MBD-GFP byl poprvé vyuzit tranzientn¢ v bunikach listd bobu obecného (Marc
et al., 1998).

3.2.2 Aktinovy cytoskelet

Na rozdil od mikrotubulli, aktinova vldkna jsou mnohem ten¢i (maji primér cca
svému malému priméru byvaji také oznaCovana jako mikrofilamenta. Obvykle
vytvareji sité nebo svazky, které maji podstatné vyssi pevnost neZ samostatna vlakna.
Aktin ma v rostlinnych bunkach klic¢ovou roli v koordinaci exocytézy a endocytdzy.
Zprostiedkovava tzv. cyklozu, organizované proudéni cytoplazmy, diky némuz dochazi
k rychlé distribuci Zivin, metaboliti a pifipadné vackl na dlouhé vzdalenosti. Dale se
vyznamné podili na polarit¢ bun€k, se kterou je uzce spjaty tzv. apikalni rust pylovych
lacek, trichomt a kofenovych vlaski (podrobnéji viz kapitola 3.2.2.1).

Stejn¢ jako mikrotubuly, 1 aktinové filamentum je polymerni vldkno. Zakladni
stavebni jednotkou je monomerni, vysoce konzervovany ATP-vazajici globularni aktin
(neboli G-aktin) o molekulové hmotnosti 43 kDa (Staiger et Blanchoin, 2006).
Polymerizaci molekul G-aktinu vznika fibrilarni aktin (F-aktin). Polymerizace molekul
G-aktinu muize nastat spontanné, pii vysoké koncentraci G-aktinu. Takto ale aktin
v zivych systémech téméf nebyva polymerizovan, jakkoli je pravé v rostlinnych
bunkach procento G-aktinu mnohem vyssi nez procento F-aktinu (Staiger et Blanchoin,
2006). Spontanni polymerizaci brani proteiny asociované s aktinem (viz dale; Hussey et
al., 2006). Aktinové mikrofilamentum je tvofeno dvéma fetézci F-aktinu, které se
vzajemné obtaceji za vzniku pravotocivé Sroubovice. Z prostorového uspotfadani
aktinovych monomeri v fetézci vyplyva polarita filamenta. Monomery se k sobé vazi
Vjednom sméru, ATP-vazebnou doménou smeéfujici k pomaleji rostoucimu konci
protofilamenta. Proto nejen u mikrotubultl, ale i u aktinovych vlaken rozliSujeme jejich
dynamictéjsi plus-konec (roztiepeny) a méné¢ dynamicky minus-konec (zaspicatély;

Staiger et al., 2009). Také proces polymerizace probiha u mikrofilament podobné jako
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u mikrotubulii. Monomerni G-aktin nese navazany ATP, jak je vidét na Obr. 4. Po
pfipojeni monomeru k aktinovému fetézci nastavd hydrolyza navazaného ATP za
vzniku ADP, ¢imz dochéazi ke snizeni pevnosti vazby mezi aktinovymi monomery.
Jestlize tedy hydrolyza nastane dfive, nez je k vlaknu pfipojena dal§i podjednotka,
fetézec se zacne rozpadat. Dynamika aktinovych vladken, popsana jako ,,stochasticka
dynamika‘* (Staiger et al., 2009), probiha velmi rychle a na riznych mistech v bunce
zaroven. Smertenko et al. (2010) piedstavili pomoci konfokalni mikroskopie a total
internal reflection fluorescence microscopy V rostlinach Arabidopsis a v tabakovych
kulturach model této dynamické reorganizace aktinu zaloZeny na recyklaci fragmentl
polymerniho F-aktinu.

Stejné jako na mikrotubulech, i na aktinu se aktivniho transportu buné¢ného nakladu
ucastni molekulové motory. Motory transportujici ndklad podél mikrofilament patii do
skupiny myozint (DePina et Langford, 1999; Tominaga et Nakano, 2012).

Pocet izotypi aktinu v rostlinném genomu se lisi. Ke komplexnimu pochopeni
nejenom struktury, ale i funkce a pfipadné redundance jednotlivych paralogi a ortologi
aktinu zbyva jesté¢ dlouha cesta (Schwarzerova et al., 2010). U Arabidopsis lze nalézt
deset gend pro aktin (ACT), z nichZ osm je aktivnich — ACT1, ACT2, ACT3, ACT4,
ACT7, ACT8, ACT11 a ACT12 (Huang et al., 1997; Cvrckova et al., 2004). ACT5
a ACT9 jsou tzv. pseudogeny, nebyla u nich prokazana exprese proteinu (Huang et al.,
1997; Cvrckova et al., 2004). Obecné jsou zastupci rodiny aktinovych proteind
u krytosemennych rostlin déleni na vegetativni a generativni vétev, nejinak je tomu
i Uzastupctu rodiny osmi aktinovych proteini U modelové rostliny Arabidopsis
(McDowell et al., 1996; Meagher et al., 1999; Bhattacharya et al., 2000; Kandasamy et
al., 2009). Do prvni zminované skupiny patii ACT2 a ACTS, které jsou ve své struktufe
témér identické (lisi se pouze jednim aminokyselinovym zbytkem; Kandasamy et al.,
2009), a dale ACT7 (McDowell et al., 1996; Meagher et al., 1999; Slajcherové et al.,
2012). Evoluéni vztahy mezi jednotlivymi aktinovymi proteiny jSOU znazornény na
Obr. 3. T-DNA mutace v jednotlivych genech pro tyto proteiny studovali Gilliland et al.
(1998). Rostliny navenek nevykazovaly vyrazny fenotyp, ukéazalo se vsak, ze
v kompetici s okolnimi nemutovanymi rostlinami maji nizsi fitness ve sporofytickém
obdobi zivotniho cyklu, coz se projevovalo zrychlenym vymizenim mutantnich
homozygotnich rostlin v potomstvu v rozporu s Mendelovymi zakony (Gilliland et al.,

1998). V dalsich filialnich generacich se frekvence homozygoti dale snizovala a do
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deseti generaci vymizela mutantni alela zcela. V nésledujicim textu se budu podrobnéji

vénovat roli vegetativniho ACT2 ve vyvoji kofenového vlasku.
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Obr. 3: Vztahy mezi aktinovymi proteiny. Ve vegetativni vétvi (Veg) rozliSujeme

dvé podskupiny, ve vétvi generativni (Rep) pak tii podskupiny izovariant proteinu.
Upraveno podle Kandasamy et al. (2009).

3.2.2.1 Role ACT2 v poldrnim apikalnim ristu korenovych vidskii

Aktinova vldkna maji nezanedbatelny podil na polarnim bunééném rlstu
(Smertenko, 2010). Jeho extrémni formou je apikalni rdst, pozorovany v kofenovych
vlascich, trichomech a v pylové lacce. Apikalni rust vyzaduje piesun vezikul
S materidlem pro tvorbu nové bunécné stény a jejich naslednou fuzi s bunécénou sténou
na vzdaleném konci bunky (Yang, 1998; Wang et al., 2013).

Velmi vhodnym modelem pro pozorovani bunécného riistu jsou kofenové vlasky.
Nejsou totiz obklopeny jinymi bunikami, které by jejich rist omezovaly, takze jakékoli
odchylky od normalu jsou na nich dobfe pozorovatelné. Epidermalni kofenové buiiky,
Z nichz se budou vyvijet kofenové vlasky, se nazyvaji trichoblasty. Buiiky, které vlasky
nevytvareji, nazyvame atrichoblasty. Zda se buiika stane trichoblastem, zalezi na jejim
umisténi a na signdlech pfijimanych od spodnich kortikalnich bunck: epidermalni
bunky, nachazejici se v kontaktu s periklindlni bunéfnou sténou mezi dvéma
sousednimi kortikalnimi bunkami, se vyvijeji v trichoblasty, zatimco bunky, sousedici
s bunéénou sténou jediné kortikalni buriky, se stavaji atrichoblasty (Dolan et al., 1993).
Trichoblast je moZzné rozeznat uz pred zacatkem tvorby kotfenového vlasku, a to podle
vys$$i hustoty cytoplazmy a vétSiho poctu vakuol (Dolan et al., 1994; Galway et al.,
1994). Vyvoj kotenového vlasku Ize obecné rozdelit do tii fazi: 1) vznik drobného
hrbolku na distalnim konci epidermalni buniky; 2) pomaly vyvoj kotfenového vlasku
vrcholovym ristem; 3) zrychleni rustu a plné vyvinuti kofenového vlasku (Dolan et al.,

1994). Na tvorbé kotenovych vlaska se podili n¢kolik genii, naptiklad RHL1-3, WER,
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TTG ¢1 ERH3; mutace v téchto lokusech vedou ke vzniku vlaska v ektopické pozici
nebo Kk jejich snizenému pocétu (Schneider et al., 1997; Lee et Schiefelbein, 1999;
Walker et al., 1999; Webb et al., 2002).

Ringli et al. (2002; 2005) izolovali a charakterizovali nékolik typti mutantnich rostlin
S poruSenym vyvojem kofenovych vlaski a zvinénym fenotypem kofinkt. Mutaci
nazvali der — tento nazev pochdzi z anglického deformed root hair a vyjadiuje
skutecnost, ze mutanti maji zkrdcené a deformované kotenové vlasky. Pomoci
genetického screeningu spojeného se sekvenaci lokusu s piredpokladanou mutaci bylo
zjisténo, ze der mutantni rostliny vykazovaly recesivni mutaci v genu pro ACT2, ktery
je dualezity v priabéhu celého vyvoje kofenovych vlaski (Ringli et al., 2002). V ramci
derl bylo identifikovano n¢kolik alelickych mutantt, oznacovanych derl-1, derl-2
aderl-3. Nalezené mutace v aminokyselinovém fetézci ACT2 proteinu u tii
popisovanych linii odpovidaly velmi konzervovanym mistim. Zatimco u derl-1 (alanin
VvV pozici 183 mutovany na valin) se mutace projevovala jen slab&, v ptipadé derl-2
(arginin v pozici 97 mutovany na histidin) a der1-3 (arginin v pozici 97 mutovany na
cystein) byl fenotyp podstatné silnéjsi — kofenové vlasky byly oproti kontrolnim
rostlinam vyrazné zkracené, casto srozsitenou bazi. U vSech tii typu derl obcas
dochazelo k chybnému umisténi celého procesu tvorby kofenovych vlask, a to spise do
stfedni ¢asti trichoblastu misto do jeho distalniho konce. Podle Ringliho et al. (2002) se
vliv derl mutace omezuje pouze na kofenové vlasky, protoze nezaznamenali zadné
defekty ve fenotypu trichomi, které — podobné jako kofenové vlasky — nejsou
obklopeny okolnimi bunkami, takze pfipadné odchylky by bylo mozné u nich
pozorovat. Obecné se tedy da fici, Zze mutace v ACT2 poSkozuje jak ukladani
stavebniho materidlu nutného k tvorb& nové bunécné stény, tak samotné urceni mista na
trichoblastu, kde se vlasek zakladd. Komplementace poSkozeného ACT2 jinymi
vegetativnimi ACT (ACTS8 a ACT7) byla provedena. Kandasamy et al. (2009) ukazali,
ze ACT2 a ACTS, nikoli vSak ACT7, se mohou pln¢ komplementovat. V zivém
syst¢tmu je tato komplementace pravdépodobné znemoznéna rlznymi expresnimi
profily jednotlivych izotyptu (An et al., 1996).

Ringli et al. (2005) popsali také osm dalSich recesivnich mutantt der2-9, ptic¢emz pét
Z nich predstavuje dal$i genové lokusy zapojené do vyvoje kotfenovych vlaska. Tito
mutanti vykazuji mnoho odliSnych fenotypt, podle nichz je lze rozdélit do dvou skupin:
1) der2, der5, der6, der8 a der9, které mivaji jen velmi kratké pahyly nebo zhroucené

kotenové vlasky; 2) der3, derd a der7, jez vytvareji kotfenové vlasky regulérnim
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zpusobem, avSak v piipad¢ der3 mize dochazet k jejich vétveni, v ptipadé der4 a der7
ke zkraceni oproti wild-type rostlinam (Ringli et al., 2005). Pomoci kiizeni s derl-2
Ringli et al. (2005) zjistili, Ze rGzné der mutace ovliviwuji vyvoj kofenovych vlaska
Vv raznych fazich.

Stejnym zpusobem jako kofenové vlasky se vyviji také pylova lacka (Cai et al.,
1997), nékteré der mutace by tedy mohly narusit i jeji rist. Na rozdil od kofenovych
vlaskt je pylova lacka pro rostliny nezbytnd pfi rozmnozovani. Zménéna segregace alel,
pozorovana v F2 generaci nékterych typu der mutantt, mize byt zapfi¢inéna snizenou
viabilitou pylovych zrn, méné pravdépodobné pak poskozenym vyvojem samiciho

gametofytu (Ringli et al., 2005).

3.2.2.2 Proteiny asociované s aktinem

Organizace aktinového cytoskeletu je vyznamné ovlivnéna pfitomnosti regulacnich
proteint, které vymezuji mnozstvi F- a G-aktinu nachéazejiciho se v buiice. Diky
kompletnimu osekvenovani genomu Arabidopsis mohlo dojit k nalezeni mnoha gent,
kodujicich aktin-vazebné proteiny (Hussey et al., 2006). Interakci téchto regulaénich
proteini s G- nebo F-aktinem mize byt podpofena polymerizace nebo naopak
depolymerizace mikrofilament. Na nukleaci aktinu a vétveni aktinovych vlaken se
podileji ARP2/3 komplexy, na nukleaci aktinu bez vlivu na vétveni se podileji forminy
(Frank et al., 2004; Blanchoin et Staiger, 2010). Profiliny vyvazuji G-aktin a brani tak
polymerizaci vlaken (viz Obr. 4B; Wang et al., 2005). Fragmentaci a destabilizaci
aktinovych vlaken zptsobuji proteiny ADF/cofilin (McCurdy et al., 2001). Podrobné;ji
se zde budu zabyvat aktin-svazkujicim proteinem fimbrinem (viz Obr. 4B), ktery je
v Siroké cytoskeletalni komunité vyuzivan ke znaceni aktinovych vlaken in vivo (Kovar
et al., 2001). Jedna se o protein chranici aktinova vlakna pied depolymerizaci
vyvolanou profilinem a fungujici nezéavisle na ptfitomnosti vapenatych ionti (Kovar et
al., 2000). Fimbrin obsahuje dvé aktin-vazebné domény (nazyvané také FABD
z anglického fimbrin actin-binding domain), z nichz jedna mize byt vyuzita pro fuzi
S GFP (Ketelaar et al., 2004; Sheahan et al., 2004). Diky takto fluorescenéné
zna¢enému fimbrinu Ize sndze detekovat mikrofilamenta v zivych rostlinnych buiikach.

Sheahan et al. (2004) pozorovali expresi konstruktu GFP-FABD2
v transformovanych rostlinach Arabidopsis a zjistili, Ze prostfednictvim GFP jsou
oznaceny jemné i husté sité kortikalniho i subkortikalniho aktinu, a to bez negativnich

nasledkii na vyvoj nebo morfologii rostlin.
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Wang et al. (2007) vyuzili pro vytvoieni FABD2 spojeného s GFP tfi riznych
konstruktii, v nichz byl GFP v tandemu nebo samostatné vazan na oba konce FABD?2.
Pro srovnani transformovali Arabidopsis konstruktem s jednim GFP pouze na C-konci
podle Wanga et al. (2004) a také konstruktem s GFP pouze na N-konci FABD2
podobnym konstruktu popsanému Sheahanem et al. (2004) a Voigtem et al. (2004).

Wang et al. (2007) nepozorovali v T1 generaci rozdil ve fluorescenci mezi
rostlinami, exprimujicimi na jednom konci FABD2 GFP v tandemu, a témi, jez na
jednom konci exprimovaly jeden GFP. Semenacky exprimujici GFP na obou koncich
FABD2 vykazovaly bud’ velmi silnou, nebo naopak velmi slabou fluorescenci podle
toho, zda exprimovaly GFP v tandemu, nebo samostatné (Wang et al., 2007). Nebyly
identifikovany linie se stfedni fluorescenci, jez by byly trvale vhodné pro mikroskopii
(Wang et al., 2007).

S regulaci aktinového cytoskeletu je tésné spojen rast trichomil a kofenovych vlaska
(Djakovic et al., 2006; Ketelaar et al., 2007). To je zfejmé divodem, pro¢ se v téchto
bunikdch po transformaci rostliny konstruktem GFP-FABD2 objevuji defekty jako
zkréaceni kofenovych vlaskl a rozvétveni trichom, souvisejici se zménénou dynamikou
mikrofilament (Wang et al., 2007). Linie GFP-FABD2 také vykazuji inhibovany
auxinovy transport a pohyblivost organel (Holweg, 2007).
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Obr. 4: Polymerizace aktinového mikrofilamenta. A) V neptitomnosti aktin-vazebnych
proteint je polymerizace aktinovych filament limitovana termodynamicky nevyhodnym
krokem nukleace. B) Profilin navdzany na monomery aktinu zabrafiuje spontanni
nukleaci tim, Ze inhibuje tvorbu dimert a trimert. Komplex profilin-aktin se vSak muze
ucastnit elongace na plus-konci jiz existujiciho mikrofilamenta. C) Pfitomnost aktivniho
,capping® proteinu zabranuje pfipojeni profilin-aktinového komplexu na plus-konec
filamenta a udrzuje tak v bufice volny nepolymerizovany aktin. D) Aktinova filamenta
mohou vytvaret svazky v pfitomnosti aktin-svazkujicich proteind, jako je napft. fimbrin.
Upraveno podle Staiger et Blanchoin (2006).

3.3 Slechténi a kiiZeni rostlin

V této kapitole bych rdda pojednala o ranych zékladech manipulace s genetickym
kdodem v zivém organismu. Cilena manipulace s genetickym kédem v $irSim smyslu
slova se objevila jiz s nadstupem zemé&délstvi v neolitu. Neoliticky ¢lovek pii péstovani
obilovin nebo lusténin zcela logicky vybiral zrna z nejlepSich plodin a polozil tak zaklad
védnimu oboru Slechténi. Ke konci 17. stoleti doSlo ve studiu rostlin k velkému
pralomu. Rudolph Jakob Camerarius popsal existenci pohlavnosti u rostlin. Toto
poznani otevielo nové obzory ve Slechtitelstvi a pfipravilo pidu pro rozsahlé pokusy
s kfizenim rostlin, které je bohaté¢ vyuzivano dodnes. Ktizenim (hybridizaci) rozumime

zamérné spojeni genetické informace rodiCovskych rostlin nesoucich pozadované
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znaky. Hybridni potomstvo nese znaky a vlastnosti rodici v riznych kombinacich.
Cilem kfizeni neni pouze zesilovat pozadované znaky, ale také zeslabovat az eliminovat
znaky nezadouci. Opat augustidnského klastera Gregor Johann Mendel publikoval
Vv roce 1866 stézejni dilo Versuche iiber Pflanzehybriden, kde popsal zaklady dédi¢nosti
(Mendel, 1866; Westerlund et Fairbanks, 2010). Ke znovuobjeveni jeho dila o k¥izeni
a segregaci doslo v roce 1900, a to hned tfemi na sobé nezavisle publikujicimi autory,
jimiz byli Carl Correns, Hugo De Vries a Erich Tschermak (Correns, 1900; de Vries,
1900; Tschermak, 1900). Nasledoval rozkvét manipulace s genetickou variabilitou
a cilevédomé $lechténi mnoha rostlin.

Kiizeni délime na wvnitrodruhové a vzdalené (mezidruhové — interspecifickeé,
a mezirodové — intergenerické).

Vnitrodruhovym kiiZenim vznikaji odridy a linie jednoho druhu. Podstatou kiiZeni je
opyleni kvéth matefské rostliny pylem rostliny otcovské. Technika kiiZeni je volena
podle riznych aspekt (morfologie kvétu ¢i biologie kveteni), musi se vSak vzdy fidit
nasledujicimi pozadavky: 1) dostate¢né brzy odstranit praSniky matetské rostliny, aby
se zabranilo samospraseni; 2) izolovat kiizené kvé&ty, potazmo celé kiizené rostliny — to
zabrani nezadoucimu ,.cizimu“ opyleni; 3) zajistit kvalitni dozrani pylu otcovské
rostliny.

Vzdalené ktizeni je provazeno fadou piekazek. Uz z morfologického hlediska dochazi
k prezygotické nezkfizitelnosti (rizna doba kveteni, stavba kvétu). Postzygoticka
nezkfiZitelnost se vyznacuje napf. naruSenim vyvoje embrya nebo endospermu c¢i
tvorbou scvrklych a nekli¢ivych semen. Dal§im problémem, pokud se podaii dosdhnout
prvni generace hybridi, je sterilita prvni generace, kterou lze obejit polyploidizaci této
generace za vzniku amfidiploidni rostliny, ktera uz je déle fertilni.

V praktické casti své bakalarské prace jsem kiizila dv€ transgenni linie rostliny
Arabidopsis thaliana s cilem ziskat cytoskeletalni mutanty exprimujici cytoskeletalni

markery. Techniku kiiZeni popisuji v metodické a vysledkové ¢asti prace.

3.4 Vnaseni transgeni

Moderni metody genového inZenyrstvi navazuji na tradici Slechténi a kiizeni
transgenozi, cilenou manipulaci s genomem daného druhu. Transgenoze je proces, pfi
némz je do cilového organismu vnaSena cizorodad genetickd informace. Uelem
takového zasahu do genomu organismu je ziskani vlastnosti, kterych by nebylo mozné

klasickym Slechténim dosdhnout. V roce 1983 byl do rostlinného genomu vnesen
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bakterialni gen podminujici rezistenci vici kanamycinu - neomycinfosfotransferaza Il
(Fraley et al., 1983). Z hlediska uzitkovych plodin se Casto jednd o geny rezistence
vici herbicidim, hmyzim Skidcim nebo nepifiznivym klimatickym podminkam,
piipadné o geny zvysSujici nutricni hodnotu jejich plodi nebo jinych ¢asti vyuzivanych
jako potraviny. Mezi takto upravené a v mnoha zemich péstované zemédélské plodiny
patii sdja, ryze ¢i kukufice. Transgenni rostliny jsou vSak hojné produkovany také
Vramci vyzkumnych projekti, nebot’ vyrazné rozSifuji moznosti studia bunéénych
procest. Ke vnaseni transgenu se vyuzivaji rizné metody (viz Obr. 5). U piimych
metod probihd transformace vpravenim ,,nahé*“ DNA do organismu pomoci fyzikalnich
a chemickych metod. Nepiimé metody vyuzivaji ke vpraveni cizorodé DNA do

organismu vektory, naptiklad bakterie rodu Agrobacterium.

3.4.1 Piimé metody vndSeni transgenii

Jak jiz bylo feceno, pifimd metoda transgenoze vyuziva vneseni ,,nahé“ DNA do
organismu. DNA by méla byt pfipravena ve vysoké koncentraci. Pfimymi metodami
muzeme transformovat protoplasty, ale i pletiva intaktnich rostlin.

Protoplasty mohou byt transformovéany za vyuZiti vysokého osmotického tlaku. DNA
je do protoplasti vpravovana za ptitomnosti polyetylenglykolu a dvojmocnych kationti
vapniku. Polyetylenglykol narusuje cytoplazmatickou membranu (Abel et Theologis,
1994; Liu et Vidali, 2015) a umoznuje tak vstup a integraci cizorodé DNA. Metoda
miZze byt vyuzita transientné, ale také stabilng, zde je ovSem nutné prekonat naro¢nou
regeneraci protoplastu.

Dalsi metodou je elektroporace. Tou lze transformovat jak rostlinné bunky, tak
protoplasty. Priinik DNA do buiiky umoZiluje vysokonapétovy elektricky impuls, ktery
destabilizuje plazmatickou membranu (McCormack et al., 1998; Lin et al., 2003).

Velmi efektivni a Siroce vyuzivanou metodou je tzv. biolistika (particle
bombardment) — bombardovani tkané nebo pletiva ¢asticemi zlata nebo wolframu, na
nichZ je nabalena DNA. Po nastfeleni DNA do bun¢k vysokou rychlosti se DNA

uvoliuje a integruje do genomu cilové bunky (Klein et al., 1992; Ivo et al., 2008).
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Obr. 5: Znazornéni pifimé a nepifimé metody vnasSeni transgenu. A) Agrobacteriem
zprosttedkovana transformace. B) Pfima transformace biolistickou metodou. Upraveno
podle Anami et al. (2013).

3.4.2 Nepiimé metody vnaseni transgenii

Nepfimou metodou transformace je vytvoreni vektoru, pomocné molekuly DNA
nesouci pozadovany gen, a jeho vneseni do cilového organismu. Jako vektory mohou
byt vyuzity plazmidy bakterii rodu Agrobacterium, transpozony ¢i virové Castice. Blize

se zde budu vénovat transformaci pomoci bakterii rodu Agrobacterium.

3.4.2.1 Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens je gramnegativni bakterie ty¢inkovitého tvaru z celedi
Rhizobiaceae. Jedna se o jeden z ptidnich druht bakterii, zpusobujicich morfogenetické
zmény u dvoudéloznych rostlin. Vyskyt patogennich kmenti Agrobacteria v ptidé muze
kolisat v prubéhu ro¢nich obdobi (Krimi et al., 2002). Podobn¢ jako jiné bakterie,
I Agrobacterium obsahuje ve své bunce kromé nukleoidu jest€ plazmidy — malé

molekuly DNA, nesouci doplitkovou genetickou informaci. Tumor-indukujici (Ti)
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plazmid Agrobacteria umoznuje vlozeni ¢asti své genetické informace do genomu
hostitelské rostliny. Ti plazmid vSak neni ptitomen u vSech kmenti Agrobacteria (Krimi
et al., 2002). Cast Ti plazmidu, vkladana do hostitelského genomu, se nazyva T-DNA
(transferred DNA) a po vlozeni je rostlinnym transkripnim a translacnim aparatem
exprimovana za vzniku enzymu, zpusobujicich nekontrolovatelnou produkci hormonit
auxinu a cytokininu, a dale enzymu pro syntézu opind, latek vyuzivanych bakteriemi
jako zdroj energie. V dusledku téchto procest vznika na kofenech napadené rostliny
nador. Pro svou schopnost integrace ¢asti genetické informace do genomu rostliny je Ti

plazmid ¢asto vyuzivan pfi genetickych modifikacich.

3.4.2.2 Plazmid jako vektor

Vlozenim DNA viru mozaiky kvétaku a viru prouzkovitosti kukufice do T-DNA Ti
plazmidu Agrobacteria a naslednou inokulaci rostlinnych bun¢k témito bakteriemi bylo
zjisténo, ze dosSlo ke vclenéni virové DNA do rostlinného genomu — inokulované
rostliny totiz vykazovaly znamky ptislusné virové infekce (Grimsley et al., 1986, 1987,
Nester, 2014). Takto transformované bunky se vSak vymykaji kontrole bunécného
déleni a stavaji se znich nadory, nebot’ jsou do jejich genomu integrovany stale
i bakterialni geny zptisobujici tumorogenezi. Resenim tohoto problému bylo nalezeni
geni na Ti plazmidu, jez odpovidaji za vznik nadorti, a jejich nasledna delece
(Zambryski et al., 1983; Zambryski, 2013). Tyto deletované geny nejsou postradany,
nebot’ k preneseni T-DNA do rostlinného genomu jsou zapotiebi pouze jeji hrani¢ni
sekvence o délce 25 parii bazi (Lee et Gelvin, 2008; Bartlett et al., 2014). Cast
plazmidu, nazyvana oblast virulence, koduje proteiny (vir proteiny) vyuzivané pii
integraci T-DNA do genomu rostlinné buiky (Lee et Gelvin, 2008; Lacroix et Citovsky,
2009). Techto vlastnosti Ti plazmidu se vyuziva pii konstrukci binarnich vektord, jez
jsou tvofeny dvéma molekulami DNA. Na jedné z nich se nachazeji geny virulence, na
druhé pak T-DNA (Lee et Gelvin, 2008). Pokud jsou obé molekuly pifitomné v téze
bunce Agrobacteria, mohou vir proteiny ptisobit na T-DNA a umoznit tak jeji pfenos do
rostlinné bunky (Lee et Gelvin, 2008).

Pro odliSeni uspé$n¢ transformovanych rostlin se do plazmidu vkladaji geny
rezistence k antibiotickym nebo jinym latkam, které nedovoli rtst netransformovanych
bundk a rostlin. Casto pouZivany je gen rezistence vidi kanamycinu, ziskany
z transpozonu 5 bakterie Escherichia coli (Beck et al., 1982). Produktem exprese tohoto

genu je neomycin-fosfotransferaza II, jinak nazyvana také aminoglykosid 3'-
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fosfotransferaza II, enzym zpiisobujici fosforylaci kanamycinu a dalSich antibiotik a tim
I jejich inaktivaci (Berg et al., 1975; Ghanem, 2011). Dal$i mozZnosti je vloZeni genu
rezistence pro fosfinotricin (PPT). Takovy gen koduje PPT acetyltransferazu, enzym
piipojujici acetylovou skupinu na koncovou aminoskupinu ve slouc¢eniné¢ PPT, ¢imz
dochazi k inaktivaci herbicidu (Kang et al., 2003).

Z dtivodu rozdilnych promotorovych sekvenci i termina¢nich transkripénich signali
u prokaryot a eukaryot je nutné kodujici sekvenci genu opatfit rostlinnym promotorem
a rostlinnymi termina¢nimi signaly namisto ptivodnich bakterialnich. Hojn¢€ pouzivany
je naptiklad 35S promotor viru mozaiky kvétaku (Franck et al., 1980; Meijer et al.,
1991; Debnam et al., 2004). Obklopenim prokaryotickych kodujicich sekvenci
eukaryotickymi regulacnimi oblastmi vznika konstrukt nazyvany chiméricky selekcni
markerovy gen.

VloZeni celého inzertu, obsahujiciho pozadované geny a vybrané geny rezistence, do
Ti plazmidu se provadi rekombinaci nebo pomoci restrikénich endonukledz. Jedna se
0 enzymy schopné §tépit dvouvlaknovou DNA na urcitych mistech diky rozpoznavani
specifické cilové sekvence.

Po ziskani plazmidu s vloZenym inzertem je nutné jej vpravit do bakterialnich bunék.
To lze provést elektroporaci nebo chladovou transformaci (McCormack et al., 1998; Lin
et al., 2003). Na vhodném selekénim médiu je pak mozné rozeznat kolonie Gspésné
transformovanych bakterii, které jsou po namnozeni pouzitelné k transformaci rostlin.
Siroce vyuzivanou metodou transformace rostlin Arabidopsis, kterou jsem vyuzila i ja
v praktické Casti své bakalaiské prace, je metoda ,,floral dip“ (Clough et Bent, 1998;
Davis et al., 2009). Vyuzivda namafeni mladych kvéti Arabidopsis do suspenze
Agrobacteria za pritomnosti surfaktantu. Metoda funguje i na jiné rostlinné druhy, napf.
vojtésku (Trieu et al., 2000), len (Bastaki et Cullis, 2014) nebo rajce (Yasmeen et al.,
2009). Vytvorenim specifickych podminek je mozné Agrobacteriem transformovat také
rostliny jednodélozné, to vSak vétSinou vyzaduje vyuziti supervirulentnich kment

Agrobacteria (Ziemienowicz et al., 2012).

3.4.2.3 Selekce transformantii
Za ucelem selekce transformovanych rostlin je vhodné pouzivat takové latky, které
zpusobuji smrt normalnich bunék (a tedy i rostlin) pomalu. Jestlize totiz buitka zemfte

rychle, uvolni se z ni do okoli latky plisobici toxicky na ostatni buiiky, tfebaze tyto jsou
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k selekénimu ¢inidlu rezistentni. Z pouzivanych selekénich latek uvadim dvé z téch,
které jsem sama ve své praktické ¢asti bakalarské prace vyuzivala:

Kanamycin je aminoglykosid s antibiotickymi ucinky produkovany bakterii
Streptomyces kanamyceticus (Umezawa et al., 1957; Yanai et Murakami, 2004). Na
zéklad¢ restrikéniho mapovani bylo zjisténo, ze shluk genii pro biosyntézu tohoto
antibiotika obsahuje 24 gent (Yanai et Murakami, 2004). Kanamycin se vaze do
aminokyselinového mista ribozémul, ¢imz zplsobuje chybné c¢teni nukleotidové
sekvence (Recht et al., 1996; Mentewab et al., 2014). Rostliny na médiu s timto
antibiotikem mohou sice vypadat bez symptomd, avSak dochazi u nich k deregulaci 116
geni (Mentewab et al., 2014). Patii mezi né¢ geny kodujici proteiny potiebné pro
fotosyntézu, dale proteiny nutné pii transportu iontli kovi a také enzymy oxidaéné-
reduk¢nich reakci (Mentewab et al., 2014).

PPT je produkovan bakteriemi Streptomyces viridochromogenes a Streptomyces
hygroscopicus (Bayer et al., 1972; Schwartz et al., 2005). Komer¢né se prodava
napiiklad pod nazvem Basta. Mechanismus jeho ucinku funguje na zéklad¢ inhibice
enzymu glutaminsyntetazy (Forlani et al., 2006). Tento enzym je nezbytny pro
metabolismus amoniaku a uplatiuje se pfi fotosyntéze (Miflin et Habasz, 2002), pfi jeho
inhibici se tedy v rostliné hromadi amonné ionty (Schwartz et al., 2005), selhava

fotosyntéza a rostlina postupné hyne.
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7 ZAVER

Za ucelem studia aktin-mikrotubularnich interakci v rostlinné buiice byla v ramci této
bakalaiské prace provedena Agrobacteriem zprostiedkovana transformace derl-3
mutantnich rostlin Arabidopsis metodou ,,floral dip“, ato spouzitim konstrukti
nesoucich cytoskeletalni markery: 35S::MBD-GFP a 35S::FABD2-GFP. Rostliny
Arabidopsis nesouci derl-3 mutaci v genu pro ACT2 byly také pouzity jako mateiské
rostliny pro ki¥izeni s rostlinami exprimujicimi cytoskeletalni markery MBD-GFP,
FABD2-GFP a FABD2-GFP-mCherry-TUADS.

Provedeni transformace i kiizeni bylo uspésné. Vysledkem bylo ziskani derl-3
mutantnich semen, nesoucich cytoskeletalni markery. Rostliny T1 a T2 generace byly
poté analyzovéany za pomoci stereomikroskopu a konfokéalniho mikroskopu.

Vzhledem Kk tomu, Ze nebyl znam vliv PPT na fenotyp rostlin a transformované
rostliny byly selektovany na 2 MS médiu s obsahem tohoto selekéniho agens, byl
proveden také kontrolni vysev rostlin spolu s vysevem na médium bez PPT. Zadny vliv
PPT na mutantni fenotyp rostlin v§ak nebyl pozorovan.

Rostliny T1 generace ziskané kiizenim derl-3 mutantnich rostlin s rostlinami
exprimujicimi  cytoskeletalni markery nevykazovaly derl-3 mutantni fenotyp
kofenového vlaseni, coz bylo zfejmé zptisobeno jejich heterozygotnosti. V T2 generaci
ktizenych rostlin jiZ byl mutantni fenotyp identifikovan.

Aktinovy cytoskelet studovanych kiizenych a transformovanych rostlin nejevil Zadné
znamky poskozeni, navzdory mutaci v ACT2 genu, potvrzené ptitomnosti der fenotypu.
Mikrotubularni cytoskelet se v porovnani s kontrolnimi rostlinami zdal méné
uspofadany, vice svazkujici a depolymerizujici. V rostlinach s mutovanym ACT2 genem
tedy dochézi k naruseni mikrotubull, coZz podobné jako publikované vysledky jinych
autortit poukazuje na propojeni aktinové a mikrotubularni slozky cytoskeletu. Pro

skute¢né pochopenti jejich interakei je vSak nezbytné provedeni detailnéjSich analyz.

52



8 LITERATURA
Abel S., Theologis T. (1994): Transient transformation of Arabidopsis leaf protoplasts:

a versatile experimental system to study gene expression. Plant J. 5: 421-427.

AkhmanovaA., Steinmetz M. O. (2008): Tracking the ends: a dynamic protein network
controls the fate of microtubule tips. Nat Rev Mol Cell Biol. 9: 309-22.

Ambrose C., Wasteneys G. O. (2014): Microtubule Initiation from the Nuclear Surface
Controls Cortical Microtubule Growth Polarity and Orientation in Arabidopsis thaliana.
Plant Cell Physiol. 55:1636-45.

An Y. Q., McDowell J. M., Huang S., McKinney E. C., Chambliss S., Meager R. B.
(1996). Strong, constitutive expression of the Arabidopsis ACT2/ACT8 actin subclass
in vegetative tissues. Plant J. 10: 107-121.

Anami S., Njuguna E., Coussens G., Aesaert S., Van Lijsebettens M. (2013): Higher

plant transformation: principles and molecular tools. Int J Dev Biol. 57: 483-94.

Ay Z., Mihaly R., Cserhati M., Kotai E., Pauk J. (2012): The Effect of High
Concentrations of Glufosinate Ammonium on the Yield Components of Transgenic
Spring Wheat (Triticum aestivum L.) Constitutively Expressing the bar Gene. The
Scientific World Journal. 2012: 657945.

Bartlett J. G., Smedley M. A., Harwood W. A. (2014): Analysis of T-DNA/Host-Plant
DNA Junction Sequences in Single-Copy Transgenic Barley Lines. Biology. 3: 39-55.

Bastaki N. K., Cullis C. A. (2014): Floral-dip transformation of flax (Linum
usitatissimum) to generate transgenic progenies with a high transformation rate. J Vis
Exp. (94).

Bayer E., Gugel K. H., Hagele K., Hagenmaier H., Jessipow S., Kénig W. A., Zdhner H.
(1972): Stoffwechselprodukte von Mikroorganismen. 98. Mitteilung. Phosphinothricin
und Phosphinothricyl-Alanyl-Alanin. Helv Chim Acta. 55: 224-239.

Beck E., Ludwig G., Auerswald E. A., Reiss B., Schaller H. (1982): Nucleotide
sequence and exact localization of the neomycin phosphotransferase gene from
transposon Tn5. Gene. 19: 327-36.

Berg D. E., Davies J., Allet B., Rochaix J. D. (1975): Transposition of R factor genes to
bacteriophage X. Proc Natl Acad Sci USA. 72: 3628-3632.

53


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25008974
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Anami%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24166431
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Njuguna%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24166431
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Coussens%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24166431
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aesaert%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24166431
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Van%20Lijsebettens%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24166431
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25549243
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25549243
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Beck%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6295884
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ludwig%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6295884
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Auerswald%20EA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6295884
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reiss%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6295884
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schaller%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6295884
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=(Beck%2CE.%2C%20Ludwig%2CG.%2C%20Auerswald%2CE.A.%2C%20Reiss%2CB.%20and%20Schaller%2CH.%20(1982)%20Gene%2C%2019%2C%20327-336.)

Bhattacharya D., Aubry J., Twait E. C., Jurk S. (2000): Actin gene duplication and the
evolution of morphological complexity in land plants. J Phycol. 36: 813-820.

Blanchoin L., Staiger C. J. (2010): Plant formins: diverse isoforms and unique

molecular mechanism. Biochim. Biophys. Acta 1803: 201-206.

Clough S. J., Bent A. F. (1998): Floral dip: a simplified method for Agrobacterium-
mediated transformation of Arabidopsis thaliana. Plant J. 16: 735-743.

Collings D. A. (2008): Crossed-Wires: Interactions and Cross-Talk Between the
Microtubule and Microfilament Networks in Plants. V publikaci: Nick P, ed. Plant
microtubules. Berlin, Heidelberg: Springer Verlag. 47-79.

Correns C. (1900): G. Mendel’s Regel iiber das Verhalten der Nachkommenshaft der
Rassenbastarde. — Ber. Dtsch. Bot. Ges. 8: 158-168.

Cvrckova F., Rivero F., Bavinka B. (2004): Evolutionarily conserved modules in actin

nucleation: lessons from Dictyostelium discoideum and plants. Protoplasma 224: 15-31.

Davis A. M., Hall A., Millar A. J., Darrah C., Davis S. J. (2009): Protocol: Streamlined
sub-protocols for floral-dip transformation and selection of transformants in
Arabidopsis thaliana. Plant Methods. 5: 3.

Debnam P. M., Fernie A. R., Leisse A., Golding A., Bowsher C. G., Grimshaw C.,
Knight J. S., Emes M. J. (2004): Altered activity of the P2 isoform of plastidic glucose
6-phosphate dehydrogenase in tobacco (Nicotiana tabacum cv. Samsun) causes changes
in carbohydrate metabolism and response to oxidative stress in leaves. Plant J. 38: 49-
59.

de Vries H. (1900): Das Spaltungsgesetz der Bastarde. — Ber. Dtsch Bot. Ges. 18: 83-90.

DePina A. S., Langford G. M. (1999): Vesicle transport: the role of actin filaments and
myosin motors. Microsc Res Tech. 47: 93-106.

Dinarina A., Pugieux C., Corral M. M., Loose M., Spatz J., Karsenti E., Nédélec F.
(2009): Chromatin shapes the mitotic spindle. Cell 138: 502-513.

Djakovic S. N., Dyachok J., Burke M. P., Frank M. J., Smith L. G. (2006):
BRICK1/HSPC300 acts with SCAR and the ARP2/3 complex to regulate epidermal cell
shape in Arabidopsis. Development 133: 1091-1100.

54


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15053759
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15053759
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15053759
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10523788

Dolan L., Duckett C. M., Grierson C., Linstead P., Schneider K., Lawson E., Dean C.,
Poethig S, Roberts K (1994): Clonal relationships and cell patterning in the root
epidermis of Arabidopsis. Development 120: 2465-2474.

Dolan L., Janmaat K., Willemsen V., Linstead P., Poethig S., Roberts K., Scheres B.
(1993): Cellular organization of the Arabidopsis thaliana root. Development. 119: 71-
84.

Drykova D., Cenklova V., Sulimenko V., Volc J., Draber P., Binarova P. (2003): Plant
gamma-tubulin interacts with alphabeta-tubulin dimers and forms membrane associated
complexes. Plant Cell. 15: 465-80.

Erlenkdamper C., Kruse K. (2013): Treadmilling and length distributions of active polar
filaments. J. Chem. Phys. 139: 164907.

Fiserova J., Kiseleva E., Goldberg M. W. (2009): Nuclear envelope and nuclear pore

complex structure and organization in tobacco BY-2 cells. Plant J. 59: 243-255.

Fiserova J., Goldberg M. W. (2010): Relationships at the nuclear envelope: lamins and

nuclear pore complexes in animals and plants. Biochem Soc Trans. 38: 829-831.

Forlani G., Obojska A., Berlicki L., Kafarski P. (2006): Phosphinothricin Analogues as
Inhibitors of Plant Glutamine Synthetases. J. Agric. Food Chem. 54: 796-802.

Fraley R. T., Rogers S. G., Horsch R. B., Sanders P. R., Flick J. S., Adams S. P., Woo
S. C. (1983): Expression of bacterial genes in plant cells. Proc Natl Acad Sci USA. 80:
4803-4807.

Franck A., Guilley H.,Jonard G., Richards K., Hirth L. (1980): Nucleotide

sequence of cauliflower mosaic virus DNA. Cell. 21: 285-94.

Fu J., Hagan I. M., Glover D. M. (2015): The centrosome and its duplication cycle.
Cold Spring Harb Perspect Med. 5: a015800.

Frank M., Egile C., Dyachok J., Djakovic S., Nolasco M., Li R., Smith L. G. (2004).
Activation of Arp2/3 complex-dependent actin polymerization by plant proteins
distantly related to Scar/WAVE. Proc Natl Acad Sci USA. 101: 16379-16384.

55


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Franck%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7407912
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guilley%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7407912
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jonard%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7407912
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Richards%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7407912
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hirth%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7407912
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=(Franck%5BAuthor%5D)+AND+Nucleotide+sequence+of+cauliflower+mosaic+virus+DNA
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fu%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25713824
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hagan%20IM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25713824
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Glover%20DM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25713824
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25713824

Galway M. E., Masucci J. D., Lloyd A. M., Walbot V., Davis R. W., Schiefelbein J. W.
(1994): The TTGgene is required to specify epidermal-cell fate and cell patterning in
the Arabidopsis root. Dev. Biol. 166: 740-754.

Gardner M. K., Zanic M., Howard J. (2013): Microtubule Catastrophe and Rescue. Curr
Opin Cell Biol. 25: 14-22.

Ghanem S. (2011): Cloning of the nptll gene of Escherichia coli and construction of a
recombinant strain harboring functional recA and nptll antibiotic resistence. Genet.
Mol. Res. 10 (3): 1445-1454,

Gilliland L. U., McKinney E. C., Asmussen M. A., Meagher R. B. (1998): Detection of
deleterious genotypes in multigenerational studies: disruptions in individual
Arabidopsis actin genes. Genetics. 149: 717-725.

Goode B. L., Drubin D. G., Barnes G. (2000): Functional cooperation between
microtubule and actin cytoskeletons. Curr Opin Cell Biol. 12: 63-71.

Granger C. L., Cyr R. J. (2000): Microtubule reorganization in tobacco BY-2 cells
stably expressing GFP-MBD. Planta. 210: 502-5009.

Grimsley N., Hohn B., Hohn T., Walden R. (1986): Agroinfection, a novel route for
plant viral infection using Ti plasmid. Proc Natl Acad Sci USA. 83: 3282-3286.

Grimsley N., Hohn T., Davies J. W., Hohn B. (1987): Agrobacterium-mediated delivery

of infectious maize streak virus into maize plants. Nature. 325: 177-179.

Gutierrez R., Lindeboom J. J., Paredez A. R., Emons A. M. C., Ehrhardt D. W. (2009):
Arabidopsis cortical microtubules position cellulose synthase delivery to the plasma
membrane and interact with cellulose synthase trafficking compartments. Nat Cell Biol.
11: 797-806.

Hamada T. (2014): Lessons from in vitro reconstitution analyses of plant microtubule-

associated proteins. Front Plant Sci. 5: 409.

Harrison S. J., Mott E. K., Parsley K., Aspinall S., Gray J. C., Cottage A. (2006): A
rapid and robust method of identifying transformed Arabidopsis thaliana seedlings

following floral dip transformation. Plant Methods. 2: 19.

56


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10750909

Hendricks A. G., Lazarus J. E., Perlson E., Gardner M. K., Odde D. J., Goldman Y. E.,
Holzbaur E. L. F. (2012): Dynein Tethers and Stabilizes Dynamic Microtubule Plus-
Ends. Curr Biol. 22: 632-637.

Hirokawa N, Noda Y, Tanaka Y, Niwa S (2009): Kinesin superfamily motor proteins
and intracellular transport. Nat Rev Mol Cell Biol. 10: 682-696.

Holweg C. L. (2007): Living markers for actin block myosin-dependent motility of
plant organelles and auxin. Cell Motil Cytoskeleton 64: 69-81.

Horio T., Murata T. (2014): The role of dynamic instability in microtubule

organization. Front Plant Sci. 5: 511.

Huang S. R, An Y. Q., McDowell J. M., McKinney E. C., Meagher R. B.
(1997): The Arabidopsis ACT11 actin gene is strongly expressed in tissues of the

emerging inflorescence, pollen, and developing ovules. Plant Mol Biol. 33: 125-139.

Hussey P. J., Ketelaar T., Deeks M. J. (2006): Control of the actin cytoskeleton in plant
cell growth. Annu Rev Plant Biol. 57: 109-125.

Chan J., Jensen C. G., Jensen L. C., Bush M., Lloyd, C. W. (1999): The 65-kDa carrot
microtubule-associated protein forms regularly arranged filamentous cross-bridges
between microtubules. Proc Natl Acad Sci USA. 96: 14931-14936.

Chan J., Calder G. M., Doonan J. H., Lloyd C. W. (2003): EB1 reveals mobile

microtubule nucleation sites in Arabidopsis. Nat Cell Biol. 5: 967-971.

Chavali P. L., Peset I., Gergely F. (2015): Centrosomes and mitotic spindle poles: a
recent liaison? Biochem Soc Trans. 43: 13-8.

Ivo N. L., Nascimento C. P., Vieira L. S., Campos F. A., Aragdo F. J. (2008): Biolistic-
mediated genetic transformation of cowpea (Vigna unguiculata) and stable Mendelian
inheritance of transgenes. Plant Cell Rep. 27: 1475-83.

Kandasamy M. K., McKinney E. C., Meagher R. B. (2009): A Single Vegetative Actin
Isovariant Overexpressed under the Control of Multiple Regulatory Sequences Is
Sufficient for Normal Arabidopsis Development. The Plant Cell. 21: 701-718.

Kang T. J., Seo J. E., Loc N. H., Yang M. S. (2003): Herbicide resistance of tobacco
chloroplasts expressing the bar gene. Mol Cells. 16: 60-66.

57


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chavali%20PL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25619241
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Peset%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25619241
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gergely%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25619241
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25619241
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ivo%20NL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18587583
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nascimento%20CP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18587583
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vieira%20LS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18587583
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Campos%20FA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18587583
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arag%C3%A3o%20FJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18587583

Ketelaar T., Allwood E. G., Anthony R., Voigt B., Menzel D., Hussey P. J. (2004): The
actin-interacting protein AIP1 is essential for actin organization and plant development.
Curr Biol. 14: 145-9.

Klein T. M., Arentzen R., Lewis P. A., Fitzpatrick-McElligott S. (1992):
Transformation of microbes, plants and animals by particle bombardment.
Biotechnology. 10: 286-291.

Klotz J., Nick P. (2011): A novel actin-microtubule crosslinking kinesin, NtKCH,
functions in cell expansion and division. New Phytol. 2012. 193: 576-89. Epub 2011.

Komis G., Mistrik M., Samajova O., Doskocilova A., Ovecka M., llles P., Bartek J.,
Samaj J. (2014): Dynamics and organization of cortical microtubules as revealed by
superresolution structured illumination microscopy. Plant Physiol. 165: 129-148.

Koornneef M., Meinke D. (2010): The development of Arabidopsis as a model plant.
Plant J. 61: 909-921.

Kovar D. R., Staiger C. J., Weaver E. A., McCurdy D. W. (2000): AtFim1 is an actin
filament crosslinking protein from Arabidopsis thaliana. Plant J. 24: 625-636.

Kovar D. R., Gibbon B. C., McCurdy D. W., Staiger C. J. (2001): Fluorescently-labeled
fimbrin decorates a dynamic actin filament network in live plant cells. Planta. 213: 390-
395.

Krimi Z., Petit A., Mougel C., Dessaux Y., Nesme X. (2002): Seasonal fluctuations and
longterm persistence of pathogenic populations of Agrobacterium spp. in soils. Appl.
Environ. Microbiol. 68: 3358-3365.

Kueh H. Y., Mitchison T. J. (2009): Structural Plasticity in Actin and Tubulin Polymer
Dynamics. Science. 325: 960-963.

Lacroix B., Citovsky V. (2009): Agrobacterium aiming for the host chromatin: Host and
bacterial proteins involved in interactions between T-DNA and plant

nucleosomes. Commun Integr Biol. 2: 42-45.

Laibach F. (1907): Zur Frage nach der individualitit der Chromosomen im
Pflanzenreich. Beit. Bot. Zentralbl. 22: 191-210.

58


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Anthony%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14738737
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Voigt%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14738737
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Menzel%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14738737
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hussey%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14738737

Laibach F. (1943): Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Als Objekt fiir genetische und
entwicklungsphysiologische Untersuchungen. Bot. Arch. 44: 439-455.

Lee Y.-R. J,, Li Y., Liu B. (2007): Two Arabidopsis Phragmoplast-Associated Kinesins
Play a Critical Role in Cytokinesis during Male Gametogenesis. Plant Cell. 19: 2595-
2605.

Lee L.-Y., Gelvin S. B. (2008): T-DNA Binary Vectors and Systems. Plant Phys. 146:
325-332.

Lee M. M., Schiefelbein J. (1999): WEREWOLF, a MYB-related protein in
Arabidopsis, is a position-dependent regulator of epidermal cell patterning. Cell. 99:
473-483.

Lin L., Liu Y. G, Xu X, Li B. (2003): Efficient linking and transfer of multiple genes
by a multigene assembly and transformation vector system. Proc Natl Acad Sci USA.
100: 5962-5967.

Lipka E., Gadeyne A., Stockle D., Zimmermann S., De Jaeger G., Ehrhardt D. W., Kirik
V., Van Damme D., Miiller S. (2014): The phragmoplast-orienting Kinesin-12 Class
Proteins Translate the Positional Information of the Preprophase Band to Establish the
Cortical Division Zone inArabidopsis thaliana. Plant Cell 26: 2617-2632.

Liu Y.-Ch., Vidali L. (2011): Efficient Polyethylene Glycol (PEG) Mediated
Transformation of the Moss Physcomitrella Patens. J Vis Exp. 50: 2560.

Marc J., Granger C., Brincat J., Fisher D., Kao T., McCubbin A., Cyr R. (1998): A
GFP-MAP4 reporter gene for visualizing cortical microtubule rearrangements in living
epidermal cells. Plant Cell. 10: 1927-1940.

Marx A., Miiller J., Mandelkow E. (2005): The structure of microtubule motor
proteins. Adv Protein Chem. 71: 299-344.

McCormac A. C., Elliott M. C., Chen D. F.(1998): A simple method for the production
of highly competent cells of Agrobacterium for transformation via electroporation. Mol
Biotechnol. 9: 155-9.

McCurdy D. W., Kovar D. R., Staiger C. J. (2001): Actin and actin-binding proteins in
higher plants. Protoplasma. 215: 89-104.

59


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lin%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12719540
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20YG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12719540
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xu%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12719540
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12719540
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12719540
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McCormac%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9658392
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Elliott%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9658392
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20DF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9658392
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9658392
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9658392

McDowell J. M., Huang S. R., McKinney E. C., An Y. Q., Meagher R. B. (1996):
Structure and evolution of the actin gene family in Arabidopsis thaliana. Genetics. 142:
587-602.

Meagher R. B., McKinney E. C., Vitale A. V. (1999): The evolution of new structures:
clues from plant cytoskeletal genes. Trends Genet. 15: 278-284.

Meijer E. G., Schilperoort R. A., Rueb S.,van Os-Ruygrok P. E., Hensgens L. A.
(1991): Transgenic rice cell lines and plants: expression of transferred chimeric genes.
Plant Mol Biol. 16: 807-20.

Mendel, G. (1866): Versuche iiber Pflanzen-Hybriden. — Verhan-dlungen des
Naturforschenden Vereines, Abhandlungern, Briinn, 4: 3—47. Edice v riznych jazycich
publikovala Matlova (1973).

Mentewab A., Matheson K., Adebiyi M., Robinson S., Elston B. (2014): RNA-Seq
Analysis of the Effect of Kanamycin and the ABC Transporter AtWBC19
on Arabidopsis thaliana Seedlings Reveals Changes in Metal Content. PLoS One. 9:
€109310. Publikovano online 2014.

Miflin B. J., Habasz D. Z. (2002): The role of glutamine synthetase and glutamate
dehydrogenase in nitrogen assimilation and possibilities for improvement in nitrogen
utilization of crops. J Exp Bot. 53: 979-987.

Murata T., Sano T., Sasabe M., Nonaka S., Higashiyama T., Hasezawa S., Machida Y.,
Hasebe M. (2013): Mechanism of microtubule array expansion in the cytokinetic

phragmoplast. Nat. Commun. 4: 1967.
Nester E. W. (2014): Agrobacterium: nature’s genetic engineer. Front Plant Sci. 5: 730.

Ovecka M., Lang 1., Baluska F., Ismail A., Illes P., Lichtscheidl I. K. (2005):
Endocytosis and vesicle trafficking during tip growth of root hairs. Protoplasma. 226:
39-54.

O’Toole E., Greenan G., Lange K. I., Srayko M., Miiller-Reichert T. (2012): The Role
of y-Tubulin in Centrosomal Microtubule Organization. PLoS One. 7: €29795.

Paredez A. R., Somerwille C. R., Ehrhardt D. W. (2006): Visualization of cellulose
synthase demonstrates functional association with microtubules. Science. 312: 1491-
1495,

60


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Meijer%20EG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1713479
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schilperoort%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1713479
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rueb%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1713479
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Os-Ruygrok%20PE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1713479
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hensgens%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1713479
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1713479
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=The+role+of+glutamine+synthetase+and+glutamate+dehydrogenase+in+nitrogen+assimilation+and+possibilities+for+improvement+in+the+nitrogen+utilization+of+crops

Petrasek J., Schwarzerova K. (2009): Actin and mikrotubule cytoskeletal interaction.
Curr Opin Plant Biol. 12: 728-34.

Rasmussen C. G., Wright A. J., Miiller S. (2013): The role of the cytoskeleton and
associated proteins in determination of the plant cell division plane. Plant J. 75: 258-
269.

Recht M. I., Fourmy D., Blanchard S. C., Dahlquist K. D., Puglisi J. D. (1996): RNA
sequence determinants for aminoglycoside binding to an A-site rRNA model
oligonucleotide. J Mol Biol. 262: 421-436.

Richardson D. N., Simmons M. P., Reddy A. S. (2006): Comprehensive comparative
analysis of kinesins in photosynthetic eukaryotes. BMC Genomic. 7: 18.

Ringli C., Baumberger N., Diet A., Frey B., Keller B. (2002): ACTINZ is essential for
bulge site selection and tip growth during root hair development. Plant Physiol. 129:
1464-1472.

Ringli C., Baumberger N., Keller B. (2005): The Arabidopsis root hair mutants der2—
der9 are affected at different stages of root hair development. Plant Cell Physiol. 46:
1046-1053.

Sampathkumar A., Lindeboom J. J., Debolt S., Gutierrez R., Ehrhardt D. W., Ketelaar
T., Persson S. (2011): Live cell imaging reveals structural associations between the
actin and microtubule cytoskeleton in Arabidopsis. Plant Cell. 23: 2302-2313.

Shaw S. L. (2013): Reorganization of the plant corticle microtubule array. Curr Opin
Plant Biol. 16: 693-7.

Sheahan M. B., Staiger C. J., Rose R. J., McCurdy D. W. (2004): A green fluorescent
protein fusion to actin-binding domain 2 of Arabidopsis fimbrin highlights new features

of a dynamic actin cytoskeleton in live plant cells. Plant Physiol. 136: 3968-3978.

Schiefelbein J., Galway M., Masucci J., Ford S. (1993): Pollen tube and root-hair tip
growth is disrupted in a mutant of Arabidopsis thaliana. Plant Phys. 103: 979-985.

Schmit A. C. (2002): Acentrosomal microtubule nucleation in higher plants. Int Rev
Cytol. 220: 257-89.

61


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24446545
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24446545

Schmdockel S. M., Garcia A. F., Berger B., Tester M., Webb A. A. R., Roy S. J. (2015):
Different NaCl-Induced Calcium Signatures in the Arabidopsis thaliana Ecotypes Col-0
and C24. PLoS One. 10: e0117564.

Schneider K., Wells B., Dolan L., Roberts K. (1997): Structural and genetic analysis of
epidermal cell differentiation in Arabidopsis primary roots. Development. 124: 1789-
1798.

Schuyler S. C., Pellman D. (2001): Microtubule ,,plus-end-tracking proteins™: the end is
just the beginning. Cell. 105: 421-424.

Schwartz D., Grammel N., Heinzelmann E., Keller U., Wohlleben W. (2005):
Phosphinothricin Tripeptide Synthetases in Streptomyces viridochromogenes Tii494.
Antimicrob Agents Chemother. 49: 4598-4607.

Schwarzerova K., Vondrakova Z., Fischer L., Borikova P., Bellinvia E., Elidsova
K., Havelkova L., Fiserova J., Vagner M., Opatrny Z. (2010): The role of actin isoforms
in somatic embryogenesis in Norway spruce. BMC Plant Biol. 10: 89.

Smertenko A. P., Saleh N., Igarashi H., Mori H., Hauser-Hahn 1., Jiang C. J., Sonobe S.,
Lloyd C. W., Hussey P. J. (2000): A new class of microtubule-associated proteins in
plants. Nat Cell Biol. 2: 750-753.

Smertenko A. P., Deeks M. J., Hussey P. J. (2010): Strategies of actin reorganisation in
plant cells. J Cell Sci. 123: 3019-28.

Staiger C. J., Blanchoin L. (2006): Actin dynamics: old friends with new stories. Curr
Opin Plant Biol. 9: 554-62.

Staiger C. J., Sheahan M. B., Khurana P., Wang X., McCurdy D. W., Blanchoin L.
(2009): Actin filament dynamics are dominated by rapid growth and severing activity in
the Arabidopsis cortical array. J Cell Biol. 184: 269-280.

Stoppin V., Vantard M., Schmit A. C., Lambert A. M. (1994): Isolated Plant Nuclei
Nucleate Microtubule Assembly: The Nuclear Surface in Higher Plants Has
Centrosome-like Activity. Plant Cell. 6: 1099-1106.

Slajcherova K., Fiserova J., Fischer L., Schwarzerova K. (2012): Multiple Actin

Isotypes in Plants: Diverse Genes for Diverse Roles? Front Plant Sci. 3: 226.

62


http://aac.asm.org/search?author1=Dirk+Schwartz&sortspec=date&submit=Submit
http://aac.asm.org/search?author1=Nicolas+Grammel&sortspec=date&submit=Submit
http://aac.asm.org/search?author1=Eva+Heinzelmann&sortspec=date&submit=Submit
http://aac.asm.org/search?author1=Ullrich+Keller&sortspec=date&submit=Submit
http://aac.asm.org/search?author1=Wolfgang+Wohlleben&sortspec=date&submit=Submit
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schwarzerov%C3%A1%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20478025
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vondr%C3%A1kov%C3%A1%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20478025
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fischer%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20478025
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bor%C3%ADkov%C3%A1%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20478025
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bellinvia%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20478025
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eli%C3%A1sov%C3%A1%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20478025
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eli%C3%A1sov%C3%A1%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20478025
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Havelkov%C3%A1%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20478025
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fiserov%C3%A1%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20478025
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=V%C3%A1gner%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20478025
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Opatrn%C3%BD%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20478025
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20478025
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20699356
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Actin+dynamics%3A+old+friends+with+new+stories
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Actin+dynamics%3A+old+friends+with+new+stories

Tilney L. G., Bryan J., Bush D. J., Fujiwara K., Mooseker M. S., Murphy D. B., Snyder
D. H. (1973): Microtubules: evidence for 13 protofilaments. J Cell Biol. 59: 267-75.

Tominaga M., Nakano A. (2012): Plant specific myosin XI, a molecular perspective.
Front Plant Sci. 3: 211.

Trieu A. T., Burleigh S. H., Kardailsky I. V., Maldonado-Mendoza I. E., Versaw W. K.,
Blaylock L. A., Shin H., Chiou T. J., Katagi H., Dewbre G. R., Weigel D., Harrison M.
J. (2000): Transformation of Medicago truncatula via infiltration of seedlings or
flowering plants with Agrobacterium. Plant J. 22: 531-541.

Tschermak E. (1900): Uber kiinstliche Kreuzung bei Pisum sativum. Berichte der
deutschen botanischen Gesellschaft. 18: 232-2309.

Umezawa H.,Ueda M,. Maeda K., Yagishita K., Kondo S., Okami Y., Utahara
R.,Osato Y., Nitta K., Takeuchi T. (1957): Production and isolation of a new
antibiotic: kanamycin. J Antibiot. 10:181-8.

Vale R. D. (2003): The molecular motor toolboxfor intracellular transport. Cell.
112:467-80.

Vildanova M. S., Wang W., Smirnova E. A. (2014): Specific organization of Golgi
apparatus in plant cells. Biochemistry (Mosc). 79: 894-906.

Voigt B., Timmers A. C. J., Samaj J., Miiller J., Baluska F., Menzel D. (2005): GFP-
ABD?2 fusion construct allows in vivovisualization of the dynamic actin cytoskeleton in
all cells of Arabidopsis seedlings. Eur J Cell Biol. 84: 595-608.

Wade R. H. (2009): On and around microtubules: an overview. Mol Biotechnol. 43:
177-91.

Walker A. R., Davison P. A., Bolognesi-Winfield A. C., James C. M., Srinivasan N.,
Blundell T. L., Esch J. J.,, Marks M. D., Gray J.C. (1999): The TRANSPARENT
TESTA GLABRAllocus, which regulates trichome differentiation and anthocyanin
biosynthesis in Arabidopsis, encodes a WD40 repeat protein. Plant Cell. 11: 1337-1349.

Wang Y.-S., Motes C. M., Mohamalawari D. R., Blancaflor E. B. (2004): Green
fluorescent protein fusions to Arabidopsis fimbrin 1 for spatio-temporal imaging of F-
actin dynamics in roots. Cell Motil Cytoskeleton. 59: 79-93.

63


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22973289
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=UMEZAWA%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=13513509
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=UEDA%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=13513509
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=MAEDA%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=13513509
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=YAGISHITA%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=13513509
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=KONDO%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=13513509
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=OKAMI%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=13513509
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=UTAHARA%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=13513509
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=UTAHARA%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=13513509
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=OSATO%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=13513509
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=NITTA%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=13513509
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=TAKEUCHI%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=13513509
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/13513509?dopt=AbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12600311
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25385017
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19565362

Wang Y.-S., Yoo Ch.-M., Blancaflor E. B. (2007): Improved imaging of actin filaments
in transgenic Arabidopsis plants expressing a green fluorescent protein fusion to the C-
and N-termini of the fimbrin actin-binding domain 2. New Phytol. 177: 525-36.

Wang H. Y., Yu Y., Chen Z. L., Xia G. X. (2005): Functional characterization of
Gossypium hirsutum profilin 1 gene (GhPFN1) in tobacco suspension cells. Planta. 222:
594-603.

Wang H., Zhuang X., Cai Y., Cheung A. Y., Jiang L. (2013): Apical F-actin-regulated
exocytic targeting of NtPPMEL1 is essential for construction and rigidity of the pollen
tube cell wall. Plant J. 76: 367-79.

Wasteneys G. O. (2002): Microtubule organization in the green kingdom: chaos or
selforder? J Cell Sci. 115: 1345-54.

Wasteneys G. O., Ambrose J. C. (2009): Spatial organization of plant cortical
microtubules: close encounters of the 2D kind. Trends Cell Biol. 19: 62-71.

Webb M., Jouannic S., Foreman J., Linstead P., Dolan L. (2002): Cell specification in
the Arabidopsis root epidermis requires the activity of ECTOPIC ROOT HAIR 3 - a
katanin-p60 protein. Development. 129: 123-131.

Westerlund J. F., Fairbanks D. J. (2010): Gregor Mendel's classic paper and the nature
of science in genetics courses. Hereditas. 147: 293-303.

Wickstead B., Gull K. (2007): Dyneins Across Eukaryotes: A Comparative Genomic
Analysis. Traffic. 8: 1708-1721.

Wu S.-Z., Bezanilla M. (2014): Myosin VI1II associates with microtubule ends and

together with actin plays a role in guiding plant cell division. eLife. 3: e03498.
www.k8baldwin.com/downloads.html (15.4.2015)

Xavier G., Anne-Marie T.,lva U., Fabien M., Karine M., Bouvet P. (2015):
Centrosomal nucleolin is required for microtubule network organization. Cell Cycle. 14:
902-9109.

Xu T, Qu Z, Yang X., Qin X., Xiong J., Wang Y., Ren D., Liu G. (2009): A cotton
kinesin GhKCH2 interacts with both microtubules and microfilaments. Biochem. J. 421:
171-180.

64


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xavier%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25590348
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Anne-Marie%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25590348
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Iva%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25590348
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fabien%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25590348
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Karine%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25590348
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bouvet%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25590348
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25590348

Yanai K., Murakami T. (2004): The kanamycin biosynthetic gene cluster
from Streptomyces kanamyeceticus. J Antibiot (Tokyo). 57: 351-354.

Yang Z. B. (1998): Signaling tip growth in plants. Curr Opin Plant Biol. 1: 525-530.

Yasmeen A., Mirza B., Inayatullah S., Safdar N., Jamil M., Ali S., Choudhry M. F.
(2009): In planta transformation of tomato. Plant Mol Biol Reporter. 27: 20-28.

Zambryski P. (2013): Fundamental discoveries and simple recombination between
circular plasmid DNAs led to widespread use of Agrobacterium tumefaciens as a

generalized vector for plant genetic engineering. Int J Dev Biol. 57: 449-452.

Zambryski P., Joos H., Genetello C., Leemans J., Montagu M. V., Schell J. (1983): Ti
plasmid vector for the introduction of DNA into plant cells without alteration of their
normal regeneration capacity. EMBO J. 2: 2143-2150.

Ziemienowicz A., Shim Y.-S., Matsuoka A., Eudes F., Kovalchuk 1. (2012): A Novel
Method of  Transgene  Delivery into  Triticale Plants  Using the
Agrobacterium Transferred DNA-Derived Nano-Complex. Plant Physiol. 158: 1503-
1513.

Zhang X., Henriques R., Lin S. S., Niu Q. W., Chua N. H. (2006): Agrobacterium-
mediated transformation of Arabidopsis thaliana using the floral dip method. Nat
protoc. 1: 641-646.

Zhu C., Ganguly A., Baskin T. I., McClosky D. D., Anderson C. T., Foster C., Meunier
K. A., Okamoto R., Berg H., Dixit R. (2015): The Fragile Fiberl Kinesin Contributes to
Cortical Microtubule-Mediated Trafficking of Cell Wall Components. Plant Physiol.
167: 780-792.

65


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15303497
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15303497
http://link.springer.com/journal/11105
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24166427

9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ACT
ADF
ARP
ATP
BY-2
Col-0
der
DNA
EB
ERH3
FABD
FABD2
F-aktin
F2
G-aktin
GDP
GFP
GOl
GTP
LB
MAP(s)
MBD
MS
MTOC
oD
PPT
Rep
RHL1-3
T0, 1,2
T-DNA
Ti

+TIP
TTG
Veg

vir geny
VS
WER
YEB

aktin

adenosindifosfat

actin related protein
adenosintrifosfat

bright yellow 2

Columbia

deformed root hair
deoxyribonukleova kyselina

end binding protein

ectopic root hair 3

fimbrin actin-binding domain
fimbrin actin-binding domain 2
fibrilarni aktin

2. filidlni generace

globulérni aktin
guanosindifosfat

green fluorescent protein

gene of interest, poZzadovany gen
guanosintrifosfat

lysogeny broth
microtubule-associated protein(s)
microtubule binding domain
Murashige a Skoog

microtubule organizing centre
optical density

fosfinotricin

reproduktivni, generativni

root hairless 1-3

matetska, 1., 2. generace transformanta
transferred DNA
tumor-inducing, tumor indukujici
plus-end tracking protein
transparent testa GLABRA
vegetativni

geny virulence

viditelné svétlo

werewolf

yeast extract beef
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