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SOUHRN

Dnesni vyrazné klimatické zmény a rapidni narist populace klade ¢im dal vyssi tlak na vyvoj
odolngjsich a produktivnéjsich zemédélskych plodin. Proto lepsim prozkoumanim vlivu
abiotickych 1 biotickych stresi na rostliny na molekularni a bunééné urovni mizeme Iépe
pochopit adaptacnich mechanismy, které si rostliny véi t€émto stresim vyvinuly. Tyto znalosti
jsou prvnim krokem v dlouhé cesté vyvoje odolnéjsich rostlin. Diplomova prace byla zamétena
na vliv aktinové mutace u druhu Arabidopsis thaliana v reakcich na stresové podminky. Byla
pouzita linie derl-3, ktera ma mutaci v ACT2 genu, kodujicim nejdulezitéjsi aktin ve
vegetativnich pletivech. Sledoval se vyvoj a rust kofenovych vlasku, snazilo se ptijit na pfi¢inu
vInitého vzoru rastu kofene linie derl-3. Byly zméfeny rdstové parametry rostlin linii C24
a derl-3, atransgennich linii s nadprodukci fluorescenéné znacenych markert aktinového
a mikrotubulového cytoskeletu v podminkach solné¢ho, osmotického a oxidativniho stresu.
Ukazalo se, ze vSechny linie derl-3 byly odolné;jsi viiéi oxidativnimu stresu nez kontrolni linie
C24. Byl vyhodnocen ivliv solného stresu na bunééné urovni, konkrétné kvalitativni

a kvantitativni zmény v morfologii a dynamice aktinového a mikrotubulového cytoskeletu.



SUMMARY

Current significant climatic changes and rapid increase in human population requires
development of better crops, which should be more resistant and productive. Therefore,
exploring how plants react to abiotic and biotic stresses at the molecular and cellular levels is
important in the understanding of adaptive mechanisms, which plants have evolved. This is
a first step in a long way of developing more resistant plants. In this thesis, we focused on the
influence of actin mutation in Arabidopsis thaliana to its response to abiotic stress conditions.
We used derl-3 mutant, which have a mutation in ACT2 gene. ACT2 gene encodes a major
actin in vegetative tissues. We confirmed described phenotype in development and growth of
root hairs and we tried to explain, why der1-3 line has a wavy morphological pattern of the
root. We measured root growth parameters of control C24 plants and der1-3 mutants, and
transgenic lines expressing fluorescently labelled markers of actin and microtubule
cytoskeleton, in salt, osmotic and oxidative stress conditions. We found that der1-3 line was
more resistant to the oxidative stress than C24 control line. Influence of salt stress to changes
in morfology and dynamic properties of actin and mikrotubule cytoskeleton was also described.
Results showed broader influence of altered actin to whole plant physiology as was initially
thought.
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1. UVOD

Pro tuto praci byla jako modelovy organismus pouzita dvoudélozna rostlina Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh, u které byl kompletn¢ fyzicky zmapovan genom v roce 2000 (The
Arabidopsis Genome Initiative, 2000). S timto rostlinnym druhem se ov§em pracovalo dlouho
pted tim, a proto se stal v riznych ohledech modelovym. Zavedeni A. thaliana do védecké
praxe, a zejména pak piecteni genomu, znamenalo velkou revoluci ve vyvoji poznani a metod
rostlinné biologie, genetiky, fyziologie a molekularni biologie (Meyerowitz, 2001). Z hlediska
vyvojové a bunécné biologie jsou hlavni vyhody druhu A. thaliana kratky zivotni cyklus,
dostatek semen v dalsi generaci, jednoducha anatomicka a morfologicka organizace pletiv
a organii, coz znacné zjednoduSuje manipulaci a ptipravu celych rostlin k mikroskopickému
pozorovani. Jednotlivé organy rostliny A. thaliana maji ve vS§eobecnosti maly pocet bunéénych
vrstev, a proto je mizeme mikroskopicky pozorovat jako celek bez nutnosti ptipravy fyzickych
ezt (Boerjan a kol., 1992; Drews a kol., 1991; Jack a kol., 1992).

Hlavnim zaméfenim bunééné biologie je studium organizmi na bunécéné Grovni.
Centralni pomiickou pro zkoumani na bunécné Urovni je mikroskop. Diky nému vidime
struktury, které pouhym okem nejsou viditelné. Moderni mikroskopy navic umoziuji vSechny
pozorované objekty prostorové a ¢asoveé zdokumentovat. Jako prvni pozoroval jednobunééné
organizmy okolo roku 1600 Anton von Leeuwenhoek a to svym ,,jednoduchym mikroskopem",
ktery tvofila jednoducha sestava cocek. Od té doby se vyvoj mikroskopie zacal rozvijet vSemi
sméry, od zakladnich mikroskopli az po slozité¢jsi. Tento vyvoj pokracuje 1 v dnesni dobé
(Olympus Microscopy Resource Center, 2012). Pro studium struktury, rstu a vyvoje rostlin
v ramci kratkodobych i dlouhodobych experimentti se pouzivaji rizné typy mikroskopt, od
svételnych, pres epifluorescen¢ni, az po konfokalni laserové skenovaci mikroskopy. Pfi
nespornych vyhodach mikroskopického pozorovani jsou tu oviem i uréité nevyhody. Zivé
rostliny jsou vystaveny fototoxickému stresu, protoze pfi indukei fluorescence se na né neustale
sviti silnymi paprsky excita¢niho svétla, prostor mezi podloznim a krycim sklem je relativné
maly, a proto maji po kratkém ¢ase nedostatek zivin a Zivotné diilezitych plynt. Tyto podminky
nedovoluji dlouhodobé pozorovéani zivych rostlin. Navic, zminéné mikroskopické techniky,
maji 1 limitovanou hloubku zobrazeni, proto bunky lezici v hlubSich vrstvach tkani a organi
a sttedn¢ dlouhé experimenty jsou vSak tyto klasické mikroskopické techniky vhodné
a uzitecné, ale pro del$i pozorovani, dovolujici zaznamendvat i vyvojové procesy, byla nedavno

vyvinuta zcela nova vyhovujici technika, Light-sheet fluorescenéni mikroskopie (Maizel a kol.



2011; Ovecka a kol., 2015). Tento druh mikroskopie ptispiva predevsim k vyzkumu ve
vyvojové biologii, kde je mozné v redlném case dlouhodobé pozorovat rist a vyvoj embryi
I celych organizmu (Huisken a kol., 2004). Tato technika je ale vhodna i ke sledovani vyvoje
a formovani jednotlivych organt, pletiv a bunék rostlin (Ovecka a kol., 2015). Dlouhodobg¢jsi
monitorovani je mozné proto, ze Light-sheet mikroskopie podstatné snizuje miru fototoxického
stresu, rostliny rostou v ptirozeném sméru a v kultivaénim médiu, kde je vice prostoru pro
vyvoj nez v béznych mikroskopickych preparatech. Rostlinny material ale musi mit
fluorescenéné zna¢enou urcitou strukturu a i pfiprava samotnych vzorki do mikroskopu je

Casoveé naro¢néjsi (Dunsby, 2008; Huisken a kol.; 2004, Ovecka a kol., 2015).

K historickému vyvoji bunééné biologie vyrazné ptispél také Robert Hook (Provart
a kol., 2015). Pomoci svého zkonstruovaného mikroskopu pozoroval bunky korku, jez mu
pfipominaly pokoje (cely) mnichi, a proto je nazval buitkami (Hook, 1665). Dnes uz vime, Ze
kazdy organizmus se sklada z bun¢k a kazda bunka ma i své organely. Tato prace se vénuje
predevsim rostlinnému cytoskeletu, coz je tzv. dynamicka kostra buniky, ktera se u eukaryotnich
organizmu sklada z aktinovych filament a z mikrotubull. U rostlin hraje cytoskelet hlavni roli
zejména pii bunééném ristu a morfogenezi (Fu a kol., 2005; Sampathkumar a kol., 2011), ale
je taky nezbytny pfi bunééném déleni a pro vezikularni transport (Petrasek a Schwarzerova,
2009). U rostlin chybi intermedidlni vlakna, kterd se u zivoc¢iSnych a kvasinkovych bun¢k
vyskytuji, ale 1 morfologie cytoskeletu rostlin je celkové odliSna. Je to dano ziejmé tim, ze
rostlinné buniky maji pevnou bunécnou sténu, velkou centralni vakuolu a chybi jim lokalizovana
cytoskeletalni organizaéni centra. Navic, jako pfisedlé organizmy, se rostliny musi vyrovnavat
s ménicimi se Zivotnimi podminkami v dané lokalité (Breuer a kol., 2014; Ehrhardt a Shaw,
2006; Wasteneys, 2000). Rostlinné bunky odpovidaji na rizné vn€jsi a vnitini podnéty rychlou
a dramatickou pfestavbou cytoplazmy. Tento d¢j vétSinou zabezpecCuje signalni soustava
a dynamika cytoskeletu, tedy sit€¢ mikrotubul, aktinovych filament a jejich asociacnich
proteini (Kropf a kol., 1998; Staiger, 2000). Cytoskelet u rostlin je dulezity i pfi odpovédich
na stresové podminky, jako je abioticky a bioticky stres. Vyznamné proteiny, které
zprostfedkovavaji signalizaci, a to nejen stresovych signald, jsou mitogen-aktivované protein
kinazy (MAPK). Jsou to klicové proteiny v regulaci odpovédi rostlin na stresové faktory, které
ovliviuji i interakce cytoskeletu (Sinha a kol., 2011; Smékalova a kol., 2014). Proto jsou zmény
morfologie cytoskeletu, pii vystaveni rostliny stresovym podminkam, dal$im dilezitym
voditkem K pochopeni téchto mechanismi. V dnes$ni dobé je dilezité v rostlinach tyto déje

dikladné prostudovat, protoze jsou velice komplexni a slozit¢ (Cushman a Bohnert, 2000).



Ptedevsim proto, Ze Se vV soucasné dob¢ vyrazné¢ meni zivotni podminky (zasolené ptda, sucho
apod.), které negativné ovliviiuji vynos zemédélskych rostlin (Boyer, 1892; Olesen a Bindi,
2002). Vyvinout tolerantnéjsi a odolngjsi zemédélské plodiny je hlavnim cilem snahy

rostlinnych biologti (Khush, 1999).

Predkladana prace se vénuje reakci rostlin na vybrané abiotické stresy s cilem studovat
odpovédi na stres na Grovni cytoskeletu. K tomuto Gcelu byly pouzity mutované rostliny
A. thaliana, derl (deformed root hairsl). Genovy lokus DER1 koduje ACTIN2, coz je hlavni
aktin ve vegetativnich pletivech rostlin A. thaliana. Tato mutace negativné ovliviiuje

formovani kofenovych vlaska (Ringli a kol., 2002).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1161030102000047
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1161030102000047

2. SOUCASNY STAV POZNANI

2.1 Arabidopsis thaliana jako modelovy organismus

Rostlinny druh Arabidopsis thaliana (L.) Heynh z ¢eledi Brassicaceae byla diky svym
genetickym, vyvojovym, rustovym a fyziologicko-biologickym parametraim zvolena jako
modelovy organismus. Bylo to ozndmeno v zafi roku 1985 v ¢lanku casopisu Science
(Meyerowitz a Pruitt, 1985). Od té doby je A. thaliana hojné vyuzivana ve vSech odvétvich
rostlinné biologie. Tato prace vyuzila modelovy objekt A. thaliana pfedevsim na studium

bunécné biologie.
2. 1. 1 Anatomicka stavba kofene Arabidopsis thaliana

Rostlina se skladd z nadzemni a podzemni ¢asti. Nadzemni ¢ast je pfizplisobena k ziskavani
energie pomoci fotosyntézy, a podzemni Cast, kofen, ukotvuje rostlinu pevné v pudé¢, kde
pfijimé vodu a Ziviny. Podzemni ¢ast rostliny se sklad4 z priméarniho kotene a z bo¢nich kofenti
(Boerjan a kol., 1992). Primarni kofen Arabidopsis je dobie kontrolovatelny model pro studium
rostlinné organogeneze. Je tvoien z bunécnych vrstev uspofadanych v sousttednych valcich.
Sklada se ze tfi vnéjSich vrstev (Obr. 1B) — epidermis, kortex a endodermis, stfedni valec pak
z pericyklu, ktery obklopuje stiedni ¢ast kotfene, cévni svazky (vodivé pletivo). Cévni svazky
se skladaji z xylému (transportuje vodu smérem nahoru) a floému (transportuje produkty
fotosyntézy a rtizné druhy signalnich molekul obéma sméry). Vnéjsi vrstva epidermis se sklada
ze dvou typt bun¢k — bunky tvotici kofenové vlasky (trichoblasty — nazval je tak Cormack uz
roku 1949) a bunky netvotici kofenové vlasky (atrichoblasty). Vnitini vrstvy primarni kiiry
tvofi kortex a endodermis, skladajici se z morfologicky shodnych bun¢k (Benfey a Scheres,
2000). Kotenova Spicka je celkoveé slozena ze tii odliSnych zon (Obr. 1A) — meristematicka
zo6na, obsahujici iniciacni buiiky a délici se buiiky kotfene. Nasleduje pfechodné zona, ve které
se buiiky po ukonceni bunéného déleni piipravuji na rychlé prodluzovani. K rapidnimu
prodlouzeni pak dochazi v dal§i zoné — elongacni. Na konci této zony se zacinaji vytvaret
i kofenové vlasky. Dalsi je zona diferencia¢ni, kde prodlouzené bunky ziskavaji svou kone¢nou
funkci a kofenové vlasky se dale vyvijeji a rostou (Dolan a kol., 1993). V ramci rostouciho
kotene vznikaji nové buiiky v meristematické zoné (Obr. 1C). Meristematickd zéna kotene
tvofeno z vyjimecné se délicich bunék. Meristém, ktery popsal von Guttenberg (1964), je
chranén nékolika vrstvami bunék kotfenové Cepicky. Kotenova Cepicka je tvoiend ze stejnych
iniciacnich bunék jako epidermis. Nejspodnéjsi ¢ast kofenové Spicky tvoti kolumela, kterd ma
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..........

je pro kortex a endodermis (Benfey a Scheres, 2000; Dolan a kol., 1993). Jak uz bylo zminéno,
z bunék epidermis vznikaji kotfenové vlasky. Podobné z bun¢k pericyklu vznikaji endogenné
boc¢ni koteny sekvencné za sebou v urcité vzdalenosti od meristematické zoény primarniho
kotene. Jejich formovéani za¢ina antiklindlnim a posléze i periklindlnim délenim inicidlnich
bunék pericyklu primarniho kofene. Meristematické buiikky boc¢niho kofene se vytvareji
Z primordialnich bunék bo¢niho kofene, coz jsou vlastné derivaty bunck pericyklu primarniho
kotene. Organizace primarniho a bo¢niho kofene je stejna, coz determinuje i stejné usporadani
pletivovych vrstev. Odlisuji se ale jinym poctem bunéénych sad v jednotlivych vrstvach (Dolan
a kol., 1993). Bo¢ni koteny zvétsuji kofenovou plochu, aby rostlina mohla efektivnéji piijimat
ziviny a vodu. K tomu také vyrazné prispivaji kofenové vlasky (Grierson a Schiefelbein, 2002;

Hofer, 1991).
A)

Diferenciaéni
z6na
Ml

Vadivé pleti

Primamni klra

Prodluzovaci
zéna

e
[ —— Epidermis

Trichoblast/

Y 7 Iniciace Klidové
I: Xylém/floém - kortexu E.atrichoblast -

"
£ ; ! centrum
1&5 o Apikalni meristém Koirtex] epidermis

Q .
g N Pericykl . i 4
5 o :I cy endodemis :] ifort?vnova :’ Kolumela
‘E.; » Cepitka

Korenova Eepicka

Obr. 1: Morfologie kofene, kofenové SpiCky a meristematické zony Arabidopsis thaliana
(podle Benfey a Scheres, 2000).

2. 1. 2 Post-embryonalni vyvoj korene

Embryogeneze Arabidopsis a vyvoj embrya jsou uz delSi dobu detailn¢ prozkoumany
(Mansfield a Briarty, 1991). Bylo popsanych 6 stadii vyvoje embrya (Obr. 2): 1) preglobularni
stadium 2) globularni stadium 3) ptfechodné stadium 4) stadium srdce 5) torpedovité stadium
6) zralé embryo (Jirgens a Mayer, 1994). Z histologického hlediska rozeznavame 3 stadia
embryogeneze: 1) diferenciace pletiv 2) zvétSovani bunék 3) zrani embya. Prvni asymetrické

déleni zygoty produkuje dve odlisné buiiky, terminélni a bazalni. Termindlni butika davé zaklad



embryu a z bazalni bunky se tvoti suspenzor, ktery je dilezity pro transport zivin a podili se na
tvorbé kotfenového polu. V globularnim stadiu (Obr. 2A) je termindlni buiika rozdélena diky
pricnému bunécnému déleni na spodni (It) a horni (ut) vrstvu. V pfechodném, téz nazyvaném
trojuhelnikovém, stadiu (Obr. 2B) se pticné déli spodni vrstva. Vznikaji tak zaklady pro dé¢lozni
listky ve vrchni ¢asti (It), spodni ¢ast (1lt) se pak sklada z podlouhlych bunék prokambia (PC),
Z jedné vrstvy bun€k protodermy (PD), ze dvou bunck zakladniho meristému (GM) a jedné
centralni bunky (CC). V pozdnim stadium srdce (Obr. 2D) se dale déli ta cast embrya, kde
Z nejspodnéjsSich protodermalnich bunék se stane rozpoznatelny kofenovy meristém (Scheres
a kol., 1994). Tento meristém periklinalnim délenim (rovnobézné s povrchem) dava zéaklad

prvni vrstvé bunék kotenové epicky (LR1; Dolan a kol., 1993). Daji se uz definovat i sousedni
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Obr. 2D). Tyto bunky posléze tvoii vrstvy bunék kolumely kotfene. Ve zralém embryu je
rozde¢lena prvni (LR1) a druha vrstva (LR2) bunék kofenové ¢epicky (Obr. 2F; Scheres a kol.,
1994). JA B

~ut

]u

D < E
[ A 2
N %l
3 & A3 (L%
\.X 8 |
) ' :
1
O M !
% g ‘

Obr. 2: Stadia embryogeneze a vyvoj protomeristému béhem zrani embrya. A) Globularni
stddium B) prechodné (trojuhelnikové) stddium C) brzké stddium srdce D) pozdé¢jsi stadium
srdce E) torpédovité stadium F) zralé embryo. Jednotlivé déleni je zndzornéno textem: ut,
vrchni vrstva; It, spodni vrstva; lIt, spodni ¢ast 1t; PD, protoderma; PC, prokambium; GM
kotenovy zdkladni meristém; CC, centrdlni bunky; VP, cévni primordium; C, kortex; COL,
kolumela; LR1, prvni vrstva bun¢k kotenové Cepicky; E, endodermis; LR2, druhé vrstva bun¢k

kofenové Cepicky. Méfitko je 25 um (podle Scheres a kol., 1994).



Post-embryonalni vyvoj kotfene za¢ina ve zralém embryu suchého semena. Z radialnich
fezl kotene pred vyklicenim rostlin uz Ize rozeznat, ze nejblize ke kotenové Spicce je soubor
12cti kolumelovych bunék, které jsou obklopeny buitkami kofenové ¢epicky. Uprostied se
nachdazeji 4 centralni buiiky a sousedici 4 epidermalni buiiky, které jsou o néco vétsi. Kolem se
Nad timto regionem je v embryonalnim kofeni stejné uspotfaddani jako ve zralém post-
embryondlnim koteni. I kdyz zde chybi jesté typické rysy zralého kotene, jako je typicka
hustota cytoplazmy v trichoblastech nebo zralé cévni svazky. Lze to shrnout tak, ze anatomie
zarodecného kotene je velmi podobna kofenu v post-embryonalnim vyvoji. Pfesné umisténi
meristamatickych inicia¢nich bun€k je ddno uz béhem embryogeneze, jak v podélném, tak

Vv radialnim rozméru (Dolan a kol., 1993).

V embryu ale neni pfedurena hranice mezi hypokotylem a kofenem, tudiz nelze zjistit,
zda bunky kofenového promeristému jsou jediné, které¢ davaji zaklad post-embryonalnimu
kofeni. Bylo ale definovdno, Ze region nad vétSinou apikalné rostoucich vlaskl jsou bunky
hypokotylu a kofen za¢ind na bazalnim konci téchto kotfenovych vlask. U kli¢icich semenacki
je tato hranice definovana piitomnosti vénce kofenovych vlaskt (,,collet region®) a pfitomnosti
chlorofylu. Kortexové bunky hypokotylu maji znacné mnozstvi chlorofylu. Pfechod k nizkému
obsahu chlorofylu v kortexovych buiikdch kofene probiha na trovni jedné buiiky. Dal§im
poznavacim znakem je, ze na hranici téchto dvou c¢asti se vyskytuji dvé vrstvy kortexovych
bunék a je zajimavé, ze builky v tomto regionu jsou méné podlouhlé, vice nez buiky na
apikalnim a bazalnim konci od tohoto regionu. Tato hranice se musela vytvofit az post-
embryonicky, protoze kdyby byla odvozena od promeristému v embryonalnim stadium, byla

by vSude jen jedna vrstva kortexovych bunék (Scheres a kol., 1994).
2. 1. 3 Diferenciace epidermy kofene a vyvoj koienovych vlasku

Kotenové vlasky jsou dlouhé tenké tubularni vyristky epidermalnich bunék, které se zacinaji
vytvaiet na konci elonga¢ni zony kotene (Carol a Dolan, 2002). U Arabidopsis jsou samostatné
sloupce trichoblastii a atrichoblastl uspoféddany stiidavé v epidermé kotene, takze kofenové
vlasky jsou vytvafeny v neménném a jednoduchém ,, pruhovaném‘ vzoru (Dolan a kol., 1994;
Dolan a Costa, 2001). Z pohledu radialni organizace, jsou trichoblasty umisténé nad
antiklinalnimi sténami kortikdlnich bunck a atrichoblasty jsou umistény po vnéjSich
periklinalnich sténach kortikalnich bunék (Dolan a kol., 1994; Peterson, 1967). Trichoblast se

dotyka se dvéma kortikalnimi bunikami a atrichoblast jen s jednou (Dolan a kol., 1994; Dosier



a Riopel, 1978). Toto postaveni zajistuje bunkam tvoficich kofenové vlasky lepsi ptistup
k zivinam, nez jinym epidermalnim bunikam, a mezibunéény prostor okolo trichoblastl slouzi
jako rezervoar materidlu, napt. pro cukry (Cormack a Lemay, 1963; Dolan a kol., 1994). Vlasky
mohou Vv zavislosti na rustovych podminkach dortst az 1 mm i vice a mit v priméru okolo
11 pm (Carol a Dolan, 2002; Galway a kol., 1997). Obvykla rychlost rastu se uvadi v priméru
kolem 1 um.s? (Grierson a Schiefelbein, 2002). Kofenové vlasky vyrtistaji z trichoblastil na
bazalnim (dolnim) konci, coz je nejblize k meristematické zoné kotfene. Atrichoblasty jsou
0 mnoho delSi neZ bunky tvofici kofenové vlasky. Tento velikostni rozdil je viditelny uz v délici
se zon¢ kotene pred vytvorenim vlaskd. Rust kofenového vlasku je rozdéleny do tii fazi (Dolan
misto vytvoreni vlaski, coz je vzdy na bazalni stran¢ trichoblastu. Pak se zacne jadro presouvat
do stfedu bunky tvoftici vlasek, nasledné se pak dostane do mista vytvoieni vlasku. Vydut
(,,bulge®) se vytvoii diky lokalni acidifikaci bunécné stény, kterd zplsobi jeji ztenceni
a uvolnéni. Druha faze (Obr. 3) je pomaly riist z mista vyduté a tteti faize zacina, jakmile ma
vlasek mezi 20-40 um. Vlasek ve tfeti fazi roste velmi rychle (Obr. 3), coz zpusobuje trvalou
arychlou elongaci. Elongace vlasku je zplsobend spravnou organizaci polarizované
cytoplazmy, rychlou exocytdézou a endocytézou, biosyntézou bunééné stény a inkorporaci
membranového materidlu ve Spicce kofenového vlasku. Tento mechanizmus riistu se nazyva
polarni vrcholovy rast. Jadro migruje do kofenového vlasku. V diferencia¢ni zoné kofene
vlasky dortstaji konecné velikosti, jsou plné vyvinuty a dochazi k vakuolizaci jejich Spicek
(Carol a Dolan, 2002; Dolan a kol., 1994; Foreman a Dolan, 2001).
N
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Obr. 3: Grafické znazornéni fazi vyvoje a rustu kofenového vlasku (podle Grierson
a Schiefelbein, 2002).

Zivé organizmy jsou velice komplexni a vykazuji slozité interakce mezi geny, jejich

produkty, vnéjSimi a vnitinimi signaly. Studium morfogeneze je tedy dost komplikované,



a nejvyhodnéjsi je proto kombinovat vice ptistupt, a pokud mozno, studovat organy, pletiva
a typy bunék s jednoduchou organizaci. Vyhodnou moznosti je pouziti mutantd, které maji
mutaci v jednom genu a vykazuji urCity fenotyp. Muzeme tak studovat funkci postihnutého
genu v organizmu. V poslednich desetiletich byl zaznamenan vyrazny pokrok diky kombinaci
riznych metod. Populéarni se stalo i1 studium genetické kontroly vyvoje specializovanych bunck,

jako jsou trichomy a kotenové vlasky (Galway a kol., 2011).
2. 2 Sub-celularni struktura koienovych bunék

Bunky kofene obsahuji organely, jako vSechny ostatni buniky v jiné ¢asti rostliny. Ale kazda
cast ma sva specifika a zde je uvedeno par rozdilti. Kofenovy systém se nachazi v ptidé bez
piistupu svétla, naproti tomu stonek a listy se vyviji v nadzemnim prostoru pfi plném osvétleni.
Hlavni rozdil na subcelularni urovni je tedy ptitomnost ¢i neptitomnost chlorofylu. Nadzemni
¢ast rostliny vyuzivd chlorofyl ke tvorb€ energie pomoci fotosyntézy. Kofenovy systém
chloroplasty s chlorofylem neobsahuje (Scheres a kol., 1994). Koten drzi rostlinu v ptidé a smér
rustu kofene je urcen diky pozitivnimu gravitropizmu. Vnimani gravitropického vektoru je
zprostiedkovan pomoci citlivych bunék kolumely, statocytii (Sack, 1991). Statocyty maji
charakteristickou organizaci bunéénych komponent. Jadro se nachazi ve vrchni ¢asti bunky
a endoplazmatické retikulum vytvari na spodni ¢asti buiiky strukturu ve tvaru sité (Driss-Ecole
a kol., 2003; Hashiguchi a kol., 2013). V bazalni ¢asti statocytd se nachazi velké mnozstvi
amyloplastii, obsahujicich Skrob. Nadzemni Cast také obsahuje statocyty. Sedimentovatelné
amyloplasty se nachazeji ve stoncich kvétt a v hypokotylu (Fukaki a kol., 1998; Hashiguchi
a kol., 2013). Proto tyto organy mohou na gravistimuly reagovat a ohybat se v opacném sméru
gravitace (negativni gravitropizmus; Hashiguchi a kol., 2013). Dalsi rozdily mizeme pozorovat
v bun&éné vybavé K piijmu dilezitych Zivin, iontli a vody. Napi. sodikové ionty (Na?*)
zplsobuji zasoleni pidy, pred kterym se rostlina brani a snazi se snizit hladinu Na®* v buitkach
na netoxickou hodnotu (Munns a Tester, 2008; Zhu, 2002). Na?* je ale pfijiman pouze buiikami
epidermis kofene a to pasivné pomoci neselektivnich kationtovych kanali. Sodikovy iont se
dostane do cévnich svazki a je transportovan do nadzemni ¢asti a tak se snizuje jeho hladina
v kotfenech. Podzemni a nadzemni ¢ést rostliny pfijima jiné ionty, tudiz potfebuji i rozdilné
transportéry, kanaly a pfenaseCe. Pfesto jsou tyto €asti rostlin vzdjemné propojeny a pomoci

signalizace tyto aktivity koordinuji (Jiang a kol., 2012).



2. 2. 1 Vnitrobuné¢na organizace a dynamika transportu membran

Jednim ze zakladnich procest vnitrobunééné dynamiky je vnitrobunécény transport membran.
Strukturné¢ a regulacné jsou jednotlivé komponenty a drédhy vnitrobunééného transportu
membran vysoce konzervovany jak u jednobunécnych kvasinek, tak u rostlin a zivocichu.
Eukaryotické buniky zabezpecuji endomembranovy transport pomoci vezikul, které se pohybuji
mezi endoplazmatickym retikulem (ER), Golgiho aparatem (GA), plazmatickou membranou
(PM), endozomy (Baluska a kol., 2002) a vakuolou, kde dochazi ptedevsim k degradaci
dopravovaného obsahu (Geldner N., 2004). Zprvu se pochybovalo, Ze by v nepohyblivych
rostlinach s pevnou bunécnou sténou a vysokym turgorovym tlakem (vnitfnim pnutim) mohla
endocytoza fungovat, protoZze by se vezikuly musely pohybovat proti silnému turgorovému
tlaku (Hawes a kol., 1995). Avsak zahy se pomoci buné¢nych lokaliza¢nich a funkénich studii
s pouzitim endocytotickych markert zjistilo, ze rostlinna bunika ma velice dynamickou
endocytotickou aktivitu (Baluska a kol., 2002; Samaj a kol., 2004). Neocenitelnym nastrojem
pro studium endocytézy a endozomu v rostlinach jsou styrylova barviva, kuptikladu FM4-64,
ktera se vazi na lipidickou strukturu membran. Do bun¢k se mize dostat predev§im procesem
endocytdzy, tudiz je nasledné lokalizovana v komponentech endocyt6zni a endomembranové

drahy, jako jsou endozomy, trans-Golgiho sité-TGN a tonoplast (Samaj a kol., 2005).

Endocytoza je zékladnim procesem ve vSech eukaryotnich bunkach. Podili se na
internalizaci molekul z plazmatické membrany a z vnéj$iho prostiedi, na recyklaci plazmatické
membrany a na pifijmu a degradaci signalnich molekul. V rostlindich je endocytoza
a endocytotické vacky dulezitd pro polarni rast, kde jsou sekrecni a enodcytotické drahy tzce
propojeny. Dale pak hraji roli pfi auxinem zprostifedkované mezibunécné komunikaci,
gravitropickych odpovédich, pohybech priduchti, cytokinezi a morfogenezi bunééné stény
(Samaj a kol, 2005). Endocytéza je definovana jako ptijem molekul z extracelularniho prostoru
do bunky. Existuji i dalsi procesy, jako je exocytdza, coz je opak endocytozy. Dale byly
popsany fagocytdza, pohlcovani vétSich castic, a pinocytdéza, pohlcovani malych ¢astic,
prevazné extracelularnich tekutin ¢i plynt (Campanoni a Blatt, 2007; Holstein, 2002). Je
dokazané, ze v rostlinach se vyskytuji aspoit 4 druhy endocytdzy: endocytéza zdvisld na
klatrinu, endocytdza zavisla na lipidovych raftech, fagocytoza a endocytdza tekuté faze (,,fluid-
phase®; Samaj a kol., 2004). Rostliny maji 5 druhti endozomalnich kompartmentii: 1) Brzké
endozomy — jsou prvni stanici a bod rozvétveni endocytotickych cest u rostlin. Nejsou zatim
uplné strukturn€ popsany, ale pfedpoklada se, Ze se podileji na rychlych procesech recyklovani
membranovych molekul v cytoplazmé. 2) Endozomy recyklace — voln¢ se pohybujici
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kompartmenty, které se podileji na recyklaci a sekreci materialii plazmatické membrany. Jsou
ekvivalentni k trans-Golgi siti  (TGN). 3) Pozdni endozomy — jsou identické
s multivezikularnimi télisky a/nebo prevakuolarnimi kompartmenty, kde se sbihaji
endocytotické a syntetické drahy. Hraji diilezitou roli v tfidéni nové syntetizovanych proteinti
do vakuoly. Tyto endozomy jsou dilezitym rozhodovacim bodem, jestli material pijde bud’ do
vakuoly, nebo pies plazmatickou membranu do vnéjsiho prostiedi. Pozdni endozomy jsou
popsany jak strukturalné (obsahuji uvniti malé vacky), tak molekularné. 4) Sekrecni endozomy
— ucastni se exocytdzy, kdy bud’ dal produkuji sekrec¢ni vacky, nebo tuplné¢ splynou
s plazmatickou membranou. 5) Lytické vakuoly, coz jsou kompartmenty, které jsou
specializované na degradaci nebo k pfeméné sméru transportu materialu (Obr. 4). Jsou to

ekvivalenty k savéim lysozomiim a kvasinkovym lytickym vakuolam (Samaj a kol., 2005).
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Obr. 4: Endocytoticka sit’ v rostlinnych buiikach (podle Samaj a kol., 2005).
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endocytoza. Klatrin je hlavni obal-tvofici protein vezikul. Pomoci dvou adaptorovych proteinti
(AP180, aC-adaptin) se klatrinovy obal vytvofi na plazmatické membrané a na endocytotickych
vaéceich. aC-adaptin se vaze na AP180 a vytvaii se tak klatrinovy skelet (Samaj a kol., 2004).
Tyto vezikuly maji u rostlin ptiblizn¢ 70-90 nm (Barth a Holstein, 2004) oproti 120 nm u savct
(Conner a Schmid, 2003). Tento rozdil je dan turgorovym tlakem rostlinnych bunék. Hlavnimi

regulatory endocytdzy pii puceni vacki nebo jejich fize s membranou jsou Rab-GTPazy.



V genomu Arabidopsis jich bylo nalezeno ptes 30, které hraji esencialni roli pro endocytozu
(Samaj a kol., 2004; Ueda a Nakano, 2002). Tti z nich (Ara6, Ara7 a Rhal) jsou specifické pro
rostliny. Ara7 a Rhal byly lokalizovany v brzkych (Ueda a kol., 2004) i pozdnich endozomech
(Lee a kol., 2004; Samaj a kol., 2005). Dobie popsana vazebna doména pozdnich endozomu je
FYVE doména, ktera je dulezitd pro pienos signalu z PI(3)P-vazebnych proteinti na brzké
endozomy. Specificita membranové fize je =zabezpeCena predevSim membranovymi
asociacnimi proteiny, zvanymi SNARE proteiny. Pfed fizi membran spolu interaguji t-SNARE
(cilové) a v-SNARE (vezikuldrni) proteiny a aZz poté mohou spolu dva membranové
kompartmenty interagovat (Uemura a kol., 2004). Pro Stépeni vezikul z membrany slouzi
dynamin, coZ je velka GTPaza, vyskytujici se u vSech vysSich eukaryontli (Pelkmans a kol.,
2002). Neodmyslitelnou roli v puéeni a transportu vezikul hraje aktinovy cytoskelet.
V kotenovych buiikach, zejména pak v kofenovych vlascich je to F-aktin, ktery je regulovan

malymi GTPazami, zvanymi Rho-GTPazy (Yang, 2002).
2. 2. 2 Strukturni a molekularni organizace cytoskeletu

V eukaryotickym buiikach tvoti cytoskelet aktinové a mikrotubulové sité, coz jsou dynamickeé
struktury, které zajist'uji vnitrobunééné procesy a usnadiiuje jejich reorganizaci. U rostlin hraje
aktinovy a mikrotubulovy cytoskelet dileZitou roli pfi bunééném ristu, morfogenezi
(Sampathkumar, 2001), ale i v dalSich procesech jako je bun&tné déleni nebo vezikularni
transport (Fu a kol., 2005; Goode a kol., 2000). Ob¢ formy cytoskeletu tvoii rozsahlé,

nekovalentni vlaknité polymery, které dosahuji riznych délek (Komis a kol., 2015).

Mikrotubuly (MT) jsou duté filamenty, které maji v priméru asi 24 nm. Skladaji se
Z heterodimert, které obsahuji jeden polypeptid a-tubulinu a jeden polypeptid B-tubulinu. Oba
polypeptidy maji molekulovou hmotnost okolo 50 000 Da (Goddard a kol., 1994; Weisenberg
a kol., 1968). Genom Arabidopsis thaliana koduje 6 izoforem a-tubulinu, ozna¢ovanych jako
AtTUAL-AtTUAG (Kopczac a kol., 1992), 9 izoforem B-tubulinu, zkracené AtTUB1-AtTUB9
(Snustad a kol., 1992) a 2 izoformy y-tubulinu, ktery je funkéné redundantni (Liu a kol., 1994).
Heterodimery spolu tvofi protofilamenty. VZdy na sebe nasedaji stiidavé a-tubulin a B-tubulin,
nikdy ne dva a-tubuliny nebo dva B-tubuliny. Filament (mikrotubul) je tvofen vétSinou 13
protofilamenty, zalezi na druhu rostliny. Mikrotubulové filamenty maji pocatek ve specifickych
mistech, nazyvanych mikrotubulova organiza¢ni centra (MTOC). S MTOC jsou spojeny minus
(-) konce mikrotubulti. Minus konce jsou tedy stabilni. Na volnych koncich (plus konce)

mikrotubuly rostou, zkracuji se ¢i dochazi k rychlému rozpadu (dynamicka nestabilita).
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Mikrotubuly jsou tedy velice dynamické struktury na jednom konci rostouci, na druhém
zkracujici se, v zavislosti na bunéénych potiebach (Goddard a kol., 1994). Dynamika MT je
zavisla na navazani GTP-tubulinu na + konec MT (mtize se navazat i na — konec, tento proces
je ale pomalejsi). Kdyz se GTP-tubulin navéaze (polymerizace), uvolni se fosfat (Pi). Rostouci
MT se skladaji pak ptevazn¢ z GDP-tubulinu. Dynamika MT je charakterizovana jako
dynamicka nestabilita, je to koexistence polymerizace (ristu) a depolymerizace (rozpadu) MT.
Z polymerizace se mohou MT rychle depolymerizovat (katastrofa), a z katastrofy se MT mohou
zase prodluzovat, coz je tzv. zachrannd polymerizace (Obr. 5). Depolymerizace je
charakteristicka rychlou ztratou GDP-tubulinovych podjednotek z koncti mikrotubull (Desai a
Mitchison, 1997; Walker a kol., 1988). Polo¢as rozpadu jednoho mikrotubulu je velice
variabilni, mize to byt nékolik minut, ale i mnohem méné. Aby byl mikrotubul stabilizovan,
nasedne na konec stabilizacni Cepi¢ka, ktera zabrani nasednuti dal$iho heterodimeru.
Stabilizace muze vyplyvat i z pfechodné interakce konce mikrotubulu s jingymi bunéénymi
faktory (Caplow, 1992; Goddard a kol., 1994).

Faze polymerizace 8

Katastrofa Faze zachrany

Faze depolymerizace

8 GTP-Tubulin 8 GDP-Tubulin

Obr. 5: Grafické znazornéni dynamické nestability mikrotubuld (podle Inoué a Salmon, 1995).

Aby mikrotubulova vladkna mohla plnit nespocet funkci, musi byt schopna komunikovat
s ostatnimi slozkami bunky, jako jsou dal§i mikrotubuly, aktinova filamenta, organely,
plazmatickd membréana, ale i dal$i makromolekuly a makromolekuldrni komplexy. K této
komunikaci slouzi MAP proteiny (proteiny asociované s mikrotubuly; Goddard a kol., 1994).
Rostlinné MAP proteiny mizeme rozdélit do skupin podle funkce. MAP, které zajisStuji
zesitovani MT, se vazou na + konce MT. Regulujici riist a spojeni GTP-tubulinlt MT, slouZici
jako motorové proteiny (Gardiner, 2013; Komis a kol., 2015). Dalsi skupinou MAP jsou ty,
které reguluji spravné slozeni tubulinovych jednotek (Gu a kol., 2008; Komis a kol., 2015).

vvvvvv

preprofazni svazek (PPB), ktery urcuje spravnou rovinu déleni, dale pak délici vieténko, které
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zajistuje spravné rozdéleni chromozomi (genetické informace), a fragmoplast, ktery

zabezpecuje rozdeleni obsahu buiiky (Goddard a kol., 1994).

Aktin je globularni protein (G-aktin), ktery ma okolo 42 000 Da (Sheterline a kol.,
1998). Genom Arabidopsis thaliana obsahuje 10 AKTIN gen®, dva znich jsou ziejmé
pseudogeny (McDowell a kol., 1996). Jednotlivé izoformy jsou specifické pro urCité Casti
rostliny napf. ve vegetativnich organech se exprimuji ACT2, ACT7 a ACT8 geny (Gilliland
a kol., 2003) a v reproduk¢nich pletivech jsou exprimovany ACT1, ACT3, ACT4, ACT11
aACT12 geny (Huang a kol., 1997). Ve srovnani s mikrotubuly maji aktinova vlakna
rozmanitéjs$i intracelularni organizaci. Zavisi to také na typu buiiky a jejimu zptsobu ristu
a diferenciace. V difazné rostoucich rostlinnych bunkach tvoii aktin propracovanou sit
kortikdlnich, paraleln¢ uspotadanych mikrofilament, které casto kolokalizuji s kortikélnimi
mikrotubuly. Aktinova vlakna se podileji na bunééném déleni spole¢né s mikrotubuly, na riistu
buiiky, podporuji cytoplazmatické proudéni a polohu organel. Aktinova vlakna také asociuji
S tonoplastem, coz urcuje velikost a tvar vakuoly a mlize to mit souvislost s udrzenim funkce
tonoplastovych iontovych kanali, které koordinuji rtist bunky, pohyb praduchi a osmotickou
rovnovahu (Higaki a kol., 2006; Komis a kol., 2015). Pfi normalnich rtistovych podminkach se
tyto monomerni jednotky G-aktinu samy asociuji do polymernich struktur nazyvanych
filamenta aktinu (F-aktin) nebo téZz aktinova mikrofilamenta (MF). Aktinova filamenta se
podobaji sniirce perel, které maji v priméru 7 nm a strukturu pravotocivé spiraly, kdy na ptl
otacky nalezi 13-14 podjednotek. Polymerizace je dana hydrolyzou ATP. Polarita aktinovych
filament je zabezpeCena wvnitini asymetrii podjednotky a prodlevou mezi hydrolyzou
a pripojenim dal$i ATP molekuly. Aktinova filamenta maji také + a — konec jako MT. Na plus
konci se rychle hydrolyzuji ATP molekuly, dochazi k ristu MF a na minus konci dochazi
k pomalejSimu rastu. Musi ale byt zachovana rovnovaha mezi ristem a smr$tovanim (Staiger,
2000). Dynamické povaha aktinového cytoskeletu je dana pfitomnosti proteinli asociovanych
s aktinem (ABP) a jejich rozloZenim v bunce. Jsou opét rozdélené do kategorii podle funkce,
podobné jako MAP proteiny. Jsou to proteiny, které se vazi a/nebo kryji monomerni aktinové
jednotky (proteiny vazici se na G-aktin); regulatory polymerizace/depolymerizace F-aktinu;
proteiny zajiSt'ujici sitovani F-aktinu a myozinové motorové proteiny. Nejzndméjsi proteiny
vazici se na G-aktin jsou profiliny (Komis a kol., 2015; McCurdy a kol., 2001; Staigner, 2000).
V genomu Arabidopsis bylo osekvenovano 5 genu (AtPRF1-AtPRF5). Profiliny plni ulohu

maskovani monomernich jednotek, ¢im dochazi k depolymerizaci F-aktinu (Xue a Robinson,
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2013). Profiliny jsou spojeny i s MAPK (mitogen-aktivované protein kinazy) signalizaci
(Komis a kol., 2011; Komis a kol., 2015).

2. 3 Rostliny ve stresovych podminkach

Rostliny jsou piisedlé organizmy, a proto si vyvinuly rizné mechanizmy pro kontrolu rustu
a vyvoje v neptiznivych environmentalnich podminkach a pfi ptisobeni riznych stresd, aby
prezily. Kontrola bunécnych procest a ristu hraje zésadni roli pfi rekcich celych rostlin na
nedostatek vody. Rust bunc¢k v dasledku bunécné expanze je regulovan diky udrzovani
turgorového tlaku, coz je fyziologicka sila, ktera plisobi proti bunééné sténé. Je udrzovan
osmotickou regulaci pomoci osmoticky aktivnich latek, jako jsou napf. ionty drasliku (K*),
cukry nebo aminokyseliny (Osakabe a kol., 2013). Environmentalni stresové podminky mohou
mit Casto spole¢ny neptiznivy uc¢inek. Nejvet§im rizikem pro rostliny je nedostatek vody,
zpusobeny extrémnim suchem nebo téz zplisobené vysokym osmotickym tlakem (vysoké
koncentrace rozpusténé latky), coz rostliné ztézuje ptistup k vodé (Kumari a kol., 2014).
Stresoveé podminky snizuji vynos plodin. Podle studii OSN se v roce 2050 zvysi pocet obyvatel
planety az na 9 miliard, takze tlak na vétsi vynos zeméd€lskym plodin bude neustale nartiistat.
Dalsi tlak na vyvoj odolné€jSich rostlin je dan klimatickymi zménami, aby rostliny odolavali
vys$Sim teplotam, vétSimu zasoleni pid a vody, a také vySSimu druhovému poctu skudci.
Poznani biologické podstaty stresovych faktorti a ptisobeni téchto faktori na bunécné
a molekularni arovni rostliny je prvnim piedpokladem k nalezeni védeckého a ucinného feseni

tohoto globalniho problému (Godfray a kol., 2010; Smith a Smet, 2012).

2. 3. 1 Biologicka podstata abiotickych stresi
2. 3. 1. 1 Solny stres

Tomuto druhu stresu je vénovan nejvétsi zietel, protoze vysoka koncentrace soli v ptidé ma
nejvetsi vliv na rist rostlin. Odpovéd’ rostlin na solny stres ma spolecné rysy s odpovédi na
zhorSené podminky 1S ostatnimi stresy (Zagorchev a kol., 2014). Solny stres je dan vysokou
koncentraci chloridu sodného (NaCl). Koncentrace NaCl se zvySuje diky mnoha faktorim, jako
lidska &innost, vypafovani a srazeni vody a zvétravani hornin (Smékalova a kol., 2013). Uéinek
solného stresu funguje na nékolika Urovnich. Prvnim a nejpatrnéjSim ucinkem je sniZeni
osmotického potencialu pidniho roztoku, coZ zplisobuje sniZzenou dostupnost vody pro rostliny.
Z biochemického hlediska je to stejny ucinek jako nedostatek vody (sucha piida). Pfijem

solnych iontl, zejména pak Na', je pfimo toxicky pro rostlinné buiky. Do buiky jsou
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transportovany pomoci nespecifickych kationtovych kanali. Zvysena koncentrace téchto iontt
v cytoplazmé zptisobuje zavazné inhibi¢ni i€inky enzymatické aktivity, coz nasledné ovliviiuje
funkci metabolickych drah. Solny stres mize vést i k nutriéni nerovnovaze (Zagorchev a kol.,
2014).

2. 3. 1. 2 Osmoticky stres

Osmoticky (hyperosmoticky) stres tizce koreluje se solnym stresem. Pti vysokych koncentraci
soli miiZe zhorsit jejich negativni ucinky. V experimentalnich podminkéch se ale spiSe navozuje
pfidavkem vysokych koncentraci inertnich cukrii, jako je mannitol nebo sorbitol, nez
pridavkem NaCl (Smékalova a kol., 2013). Pfitomnost téchto latek v plidnim roztoku opét
koreluje se sniZzenou dostupnosti vody pro rostliny. Osmoticky stres v rostlinach navozuje
syntézu kyseliny abscisové (ABA). Kutikula nejenze hraje roli jako bariéra pied ztratou vody,
ale zprostfedkovava i signalizaci tolerance k osmotickému stresu a tedy k syntéze a signalizaci

ABA kyseliny (Wang a kol., 2011).
2. 3. 1. 3 Oxidativni stres

Oxidativni stres je navozen zvySenou koncentraci ROS (reaktivnich forem kysliku), které se za
normalnich podminek produkuji aerobnim metabolismem. Jejich vysoka koncentrace je
vyvolana rtiznymi formami abiotickych strest, jako je extrémni teplota, genotoxické zéfeni,
stres dany nedostatkem vody nebo naopak velkym mnoZzstvim vody, ale také patogennimi
invazemi. ROS hraji vyznamnou roli jako signalni molekuly, které reguluji nespocet
biologickych procest, jako je rust a vyvoj. Uplatiiuji se ale i v odpovedich rostlin na biotické
a/nebo abiotické stimuly, coz dale vede k MAPK signalizaci. Koncentrace ROS v bufice musi
byt regulovana. Vysoké koncentrace ROS jsou toxické. Detoxifikace v rostlinach je zajistovana
NADHP oxiddzami, ale také antioxidacnimi enzymy, napt. kataldzou a superoxid dismutdzou

(Baxter a kol., 2014; Capone a kol., 2004; Smékalova akol., 2013; Suzuki a kol., 2012).

2. 3. 2 Reakce rostlin na abiotické stresy

Abiotické stresy ovliviiuji rostliny v riznych stadiich vyvoje, vegetativniho rUstu,
rozmnozovani i produkce (pokud je rostlina zemédé€lsky dilezitd; Vallejo a kol., 2010).
VétSinou je pii nedostatku vody nejvice postizena nadzemni cast, kterd ma vyrazné
zredukovany rast oproti kofeniim. Mensi pomér ve velikosti nadzemni ¢4sti ke kofentim je pro

rostliny vyhodngjsi pro pieziti ve stresovych podminkéch. Je mozné, Ze rostliny si vyvinuly
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systémy pro redukei ristu za neptiznivych podminek, aby se jim zvétsila Sance pro preziti. Da
se fict, ze redukce ristu je za téchto podminek aktivnim procesem. V piipadé solného stresu je
dokazano, ze je redukce ristu ¢astecné modulovéna represorovymi proteiny (Achard a kol.,
2006; Kumari a kol., 2014). Ale ani kofen neztistane beze zmén. Stresové faktory, a predev§im
solny stres, mohou snizovat prodluzovani kofene, ménit jeho architekturu, ovliviiovat
gravitaéni odpovédi, ménit anatomii kofene ptes zmensovani velikosti bunék a snizeni cetnosti

bunécéného deleni (Jiang a kol., 2016).
2. 3. 3 Aktivace signalnich drah rostlin p¥i abiotickych stresech

Kazda forma abiotického stresu ma sviij specificky vliv na rostliny. Nachazime ale 1 hodné
spole¢nych faktord v odpovédich rostlin na bunééné trovni. Prvotnimi faktory jsou zejména
zména redoxniho potencidlu, tvorba ROS a zvyseni hladiny vapniku (Ca?"). Nasledné jsou
abiotickymi stresy indukovany signalni drahy MAPK (Obr. 6A; Rodriguez a kol., 2010;
Smeékalova a kol, 2013). MAPK tvofi rozmanitou serin/treoninovou rodinu kindz, které jsou
pfitomné u vSech eukaryontnich organizmi. Signalni modul tvofi sekvenci 3 kindz, které se
postupn¢ fosforyluji. Jako prvni jsou MAPKKK, které fosforyluji MAPKK. Poslednim
¢lankem jsou MAPK, které ptedavaji signal dal. U Arabidopsis thaliana bylo indentifikovano
80 riznych MAPKKK, 10 MAPKK a 20 MAPK kinaz (Komis a kol., 2011).
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Obr. 6: MAPK signalizace indukovana stresovymi faktory. A) Hromadéni ROS uvniti bunék
pii plisobeni riznych druht abiotickych strest. Indukce MAPK kaskddy diky vzniklému
oxidativnimu vzplanuti, ktera miZe regulovat koncentraci ROS. MAPK signalizace miiZze byt
zprostiedkovana 1 pomoci hormondlni aktivace (podle Rodriguez a kol, 2010). B)
Identifikované MAPK drahy, které se aktivuji pii plisobeni konkrétnich stresovych faktort
(podle Smékalova a kol, 2013).
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Primarnim faktorem pfii aktivaci signalnich drah solnym nebo osmotickym stresem je
aktivace specifickych kanalii a zmény koncentrace iontii v butice. Nésledn¢ dochazi k produkci
sekundarnich posli nebo hormontl, které dale predavaji signal MAPK kaskadé. Pro solny stres
je typicka produkce Ca?*, pro osmoticky stres je typicka produkce ABA. Tyto dva stresy jsou
uzce spojené a vedou k hromadéni ROS, indukci produkce fosfatidové kyseliny, coz
zprosttedkovava PLD (fosfolipaza D), a ke hromadéni oxidu dusnatého (NO). Pro oxidativni

stres je také typické hromadéni ROS. Nasledné u signalizace vSech stresovych faktori dochazi

stresovymi faktory u A. thaliana, jsou MPK3, MPK4 a MPK6. Piesné fosforylacni drahy jsou
znazornéné na obrazku 6B. Takto zprostfedkované signaliza¢ni drahy jsou asove delsi, a jejich

kone¢nym cilem je aktivace genové exprese (Colcombet a Hirt, 2008; Rodriguez a kol., 2010;

Smekalova a kol., 2013).
2. 3. 4 Vliv abiotickych stresti na cytoskelet rostlin

Aktivace signalnich MAPK kaskad abiotickymi stresy vede bud’ ke zméndm v regulaci genové
exprese, coz muze byt proces pon¢kud delsi, nebo dochéazi k rychlejsi subcelularni reorganizaci,
ktera je zptisobend aktivaci cytoplazmatickych faktorii. To zahrnuje modulaci cytoskeletu, coz
je dano fosforylaci substratii spojenych s cytoskeletem (Samajova a kol., 2012). Bylo dokéazano,
ze reorganizace kortikalnich mikrotubuli je spojena s odpovédi rostlin na solny stres.
Mikrotubuly hraji roli v regulaci aktivity vapnikovych kandlti, coz vede k zméné bunécné
koncentrace Ca®*, ktery je diileZity jako sekundarni posel v reakcich rostlin na solny stres. ROS,
které se produkuji u vSech abiotickych stresii, se podileji na fragmentaci MT. ABA, ktera je
dalsi hlavni signalizaéni molekulou pii pasobeni abiotickych stresi, také zpusobuje
reorganizaci MT. Reorganizace, depolymerizace a fragmentace MT ale napomahaji k tomu,
aby rostlina prezila pifi plsobeni abiotickych stresi, a piispivaji 1 ke zvySeni
rezistence vucitémto faktorim (Wang a kol., 2007; Wang a kol., 2010). Bylo dokazano, ze
i dynamika aktinového cytoskeletu koreluje s odpovéd’'mi rostlin na abiotické stresy. Napf. pii
nizkych teplotach se aktinovy cytoskelet depolymerizuje a stimuluje tim piijem Ca?* iontii do
buniky. Solny stres indukuje depolymerizaci aktinu, coZ koreluje se snizenim rychlosti ristu
bunék a nasledné pak celych rostlin. Po aplikaci latek stabilizujicich aktin na rostliny (jako je
faloidin) se ovSem rezistence rostlin na solny stres zvySuje. Dynamika aktinovych filament je
dulezita i pti regulaci lokalni koncentrace ROS, coz je esencialni zejména pro rust kofenovych
vlaskli. Uplatiiuje se ale i1 pfi plisobeni abiotickych strest, pfi kterych se ROS hromadi (Liu
a kol., 2012; Orvar a kol., 2000).
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2. 3. 5 Adaptace a rezistence rostlin na abiotické stresy

Rostliny jsou pfilehlé organismy, takze si museli vyvinout mechanizmy, které jim pomohou
K pteziti v riznych environmentalnich podminkach. Tyto mechanizmy musi pfizpisobit své
fyziologii, rustu a vyvoji, coz zahrnuje rychlou a dynamickou regulaci enzymatické aktivity,
ale také zmény v genové expresi. V téchto procesech tedy hraji dilezitou roli MAPK signalni
kaskady, které vedou k aktivaci exprese, nebo naopak k potlaceni exprese riznych gend, coz je
dilezité pri adaptaci na stresové faktory (Colcombert a Hirt, 2008; Smékalova a kol., 2013).
Napf. oxidativni stres vede k aktivaci MAPK fosfatazy 2 (MKP2), kterd defosforyluje MPK3
a MPK®6, coZ zvySuje toleranci rostliny k oxidativnimu stresu. U oxidativniho stresu je vSak
U solného a osmotického stresu se aktivuje MPK4 a MPK6 pomoci nadfazené MKK2. Zjistilo
se, Ze tato aktivace je dulezita pfi toleranci na tyto dva stresy, protoze mkk2 mutanti vykazuji
vyssi citlivost (Colcombert a Hirt, 2008; Samajova a kol., 2013; Teige a kol., 2004). Na druhou
stranu MKK9, kterd fosforyluje MPK3 a MPK6, mad negativni vliv na toleranci rostlin
k solnému a osmotickému stresu, protoze mkk9 mutanti jsou odoInéjsi k t€émto stresum (Lee
a Ellis, 2007; Smékalova a kol., 2013). VétSina stresovych faktori zpisobuje sekundarné
nedostatek vody v rostlin€, a proto musi rostliny zabezpecit, aby ji dale neztracely. Maji k tomu
uzpusobené dva mechanizmy, kratkodoby a dlouhodoby. Jako kratkodoba reakce na nedostatek
vody se uplatituje uzavieni praduchti. Uzavienim priducht rostlina zamezuje vypafovani vody,
ale inhibuje se tak i piijem CO>. Proto tato odpovéd’ je kompromis mezi ochranou pied ztratou
vody a efektivitou fotosyntézy. Dlouhodobéjsi mechanizmus zahrnuje produkci rtuzného
rostlinného materialu, ktery kompenzuje zmény cytoplazmatického osmotického potencialu,
Tento mechanizmus sice zpomaluje rist, ale zabezpecuje ochranu bun¢k (Kumari a kol., 2014).
V reakci rostlin na biotické stresové faktory se uplatituje vrozeny imunitni systém rostlin, ktery
se aktivuje pii napadeni patogeny. Aktivuje se bud’ imunita spousténa patogen-asociovanym
molekularnim vzorem (PTI), anebo spousténa efektorem (ETI; Rasmussen a kol.; 2012;

Smékalova a kol., 2013).
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2. 4 Charakterizace experimentalnich rostlin Arabidopsis thaliana
2. 4. 1 Kontrolni rostliny Arabidopsis thaliana, ekotyp C24

Ekotyp Arabidopsis thaliana C24 se v experimentalni praxi vyuziva méné v porovnani
s ekotypy Columbia (Col-0), Lansberg erecta (Ler) nebo Wassilewskija (Ws). C24 je
laboratornim ekotypem s neznamym ptavodem. Na rozdil od Col-0, ktera ma ptavod v Polsku
(vybér z originalni Lansberg populace). Fenotypove tyto dva ekotypy na prvni pohled nejsou
odlisné. Nekteré ristové rozdily vSak byly popsany. C24 ma pomalejs$i pruimérny rust kofene
nez Col-0, a to skoro o polovinu. Platito i pro délku zralych kortikalnich bunék kofene. Pramér
délicich se bunék je skoro stejny a to samé plati i pro primérnou dobu trvani bunééného cyklu
(Beemster a kol., 2002). C24 se pfevazné vyuziva ve vyzkumu kveteni, protoze se ukdzalo, Ze
je stiedné-pozdné kvetouci ekotyp. Znamena to, Ze kvete pozdéji nez jiné vyuzivané kontrolni

ekotypy, jako jsou Col-0 nebo Ler (Landsberg erecta) rostliny (Stangeland a kol., 2009).
2. 4. 2 Mutace rostlin Arabidopsis thaliana postihujici aktinovy cytoskelet

Jak uz bylo zminéno, Arabidopsis obsahuje 8 hlavnich aktinovych izoforem (ACT1-ACT8),
které jsou pfevazné exprimovany ve vegetativnich pletivech nebo v reproduk¢nich organech.
Ve vegetativnich pletivech jsou exprimovany ACT2, ACT7 a ACTS. Izoformy ACT2 a ACT8
jsou skoro stejné, 1isi se jen v jednom aminokyselinovém reziduu (McDowell a kol., 1996;
Ringli a kol., 2002). To, ze se n€kolik aktinovych izoforem exprimuje ve stejné ¢asti rostliny
ukazuje, ze jsou si tyto izoformy velice podobné. AvSak komplementarni interakce jednotlivych
izoforem je dilezité pii flexibilni a dynamické reakci rostlin na ménici se podminky (Meagher
a kol, 1999; Ringli a kol., 2002). Bylo pfipraveno mnoho mutantnich rostlin Arabidopsis pii
specifikaci funkci jednotlivych izoforem aktinu. Mutantni rostliny se pfipravovaly bud’
chemicky-indukovanou bodovou mutagenezi pomoci EMS (ethylmethan sulfonat), nebo T-
DNA inzer¢ni mutagenezi. V této praci byl pouzit aktinovy mutant derl-3 (deformed root
hairl). DER1 lokus koéduje AKTIN2 (ACT2), coz je hlavni aktin produkovany ve vegetativnich
organech. Tento mutant byl pfipraven EMS mutagenezi kontrolnich rostlin ekotypu C24. Bylo
izolovano vice forem mutaci, tedy mutace v riznych alelach DER1 lokusu. Byly dosazeny tii
alelické mutace DER1 lokusu (derl-1, derl-2, derl-3), kdy kazda méla jinou silu pfi zméné
fenotypu. Charakterizace derl rostlin ukazala, ze ACT2 je dulezity v celém procesu tvorby
kotenového vlasku. Nejvice byly ovlivnény tyto procesy: urceni mista vytvotfeni vyduté vlasku;

poloha rustu vlaskt z ,,bulge*; celkovy rust kofenového vlasku. Mutant derl-3 a derl-2 maji
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nejsilng;jsi fenotyp, nejvice postihuji délku kofenovych vlask, a ,,bulge* se obfas vytvoii bud’

ve stfedu trichoblastu nebo i na distalnim konci buniky (Obr. 7).

Obr. 7: Fenotyp aktinového mutanta der1-3 (podle Ringli a kol., 2002).

C24 ekotyp byl vybran proto, Ze DNA polymorfizmus v derl-2 alele, vybrané k mapovani
mutace DER1 genu, ma podobnou frekvenci jako u Col-0 a Ler ekotypu. Tudiz byly pouzity
oba tyto ekotypy, které uz jsou zmapované (Ringli a kol., 2002). Byly piipravené 1 dalsi
mutantni rostliny v ACT2 genu. Mutace act2-1, ktera byla pfipravena pomoci T-DNA inzerce
je umistnénd na zacatku prvniho exonu (Exon 1/2) kédujici ACT2 protein. Zjistilo se, Ze tato
inzerce plné narusuje expresi ACT2 RNA a celkové snizuje hladinu aktinového proteinu ve
vegetativnich organech. Fenotypicky se rostliny podobaji derl mutantim, protoze maji kratsi
kotenove vlasky nez kontrolni rostliny (o 10-70%), ale vyduté se tvofi na spravném misté, tedy
na bazalnim konci trichoblastu. Kdyz byla act2-1 mutace zkombinovana s dal$i mutaci ve
vegetativnim aktinu act7-1, vykazoval vznikly dvojity mutant rozsahlé¢ synergické fenotypy
Vv rozmezi od vysoké vyvojové umrtnosti pies velice maly vzrist. Act2-1 mutace byla zvracena
jak transgenni nadexpresi ACT7 (izoforma ve vegetativnich pletivech), tak ektopickou expresi
ACT1 (izoforma v reproduk¢nich organech). Kofenové vlasky rostly korektné, coz naznacuje,
ze normalni regulace ACT2 genu je zésadni pro spravnou elongaci kofenového vlasku a uz jen
malé rozdily v regulaci exprese mohou zpiisobovat defekty (Gilliland a kol., 2002). Ukazuje to
na Skodlivy ucinek téchto mutaci, protoZze mutantni alely se vyskytuji v niz8i frekvenci
U potomstva heterozygotnich rostlin. Tyto druhy aktinovych genli mohou byt dilezité pti
rostlinném vyvoji (Gilliland a kol., 1998). Jako posledni piiklad uvedeme mutanta fizl (fizzyl),
dominantniho aktinového mutanta, ktery ma vyménénou jednu aminokyselinu v hydrofobni
smycce ACTS, coz je dulezitd ¢ast pro polymerizaci aktinovych filament. Pomoci vitalni
mikroskopie bylo prokazano, ze u fizl mutanta se semi-dominantné vyskytuje fragmentace
aktinového cytoskeletu, coz mélo za nasledek iovlivnéni dynamiky pohybu mitochondrii

a Golgiho vacku. Z téchto vysledki bylo stanoveno, ze fizl mutace ma dominantné-negativni
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ucinek na polymerizaci aktinu, coz zpusobuje naruseni funkce dynamiky aktinového
cytoskeletu i pohybu organel. Tyto mutantni rostliny byly izolovany z EMS mutageneze rostlin
mutantti sgr2 (shoot gravitropism 2), které maji problém v gravitropismu nadzemni ¢asti.
Fenotypové tyto rostliny méli vii¢i kontrole mensi nadzemni casti (az o 40-70%). Délka bun¢k
v bazalni ¢asti nadzemnich organti byly o 60-90% mensi. Tyto vysledky ukazuji, ze defekty ve
velikosti nadzemnich ¢asti fizl mutantu byly pfedev§im zpuisobeny inhibici bunééné elongace
a Casteéné pak inhibici bunécné proliferace. Semi-dominantni inhibice rstu byla rovnéz
pozorovana i v kofenech a ostatnich rostlinnych organech. Aktinovy mutant fizl je novy
a odlisny od mutantli, které byly charakterizovany jako aktinovi mutanti s defektem ve
vyvoji kofenovych vlaskl v publikacich Ringli a kol., 2002 (derl mutant jako recesivni alela)
a Nishimura a kol., 2003 (mutace v genu ACT2, ale jako semi-dominantni alela act2-2D).
Fenotyp téchto mutantnich rostlin je odlisny vuéi fizl mutantu (Kato a kol., 2010).

2. 5 Mikroskopické metody studia rostlin metodou ,live cell imaging*

Cytoskelet je dynamicka struktura bunky, proto musime k pozorovani zvolit takovou
mikroskopickou techniku, kterd dokaze tento pohyb zaznamenat. Zvoleny byly dvé moderni
mikroskopické techniky: 1. Spinning-disk konfokalni mikroskopie (SD), 2. Light-sheet
fluorescencni mikroskopie (LS). SD mikroskopie se Casto vyuziva na kratkodobéjsi pozorovani
cytoskeletu na bunécné trovni. LS mikroskopie slouzi k dlouhodobé¢jsimu sledovani vyvoje
arastu rostlin na bunécné, pletivové a organové urovni. SD je vysokorychlostni metoda
pofizujici optické fezy, mizeme ni pozorovat a analyzovat intracelularni distribuci
fluorescencné znaCenych markerti pti vysokém prostorovém i casovém rozliSeni. Tato metoda
je zalozena na ptitomnosti rychle rotujiciho disku s perforacemi (Nipkow disk), coz vytvaii
tisice svételnych bodii (paprski; Obr. 8A). VSechny paprsky sviti na vzorek soucasné a pomoci
kamer s vysoko vykonnymi Cipy se piimo zachycuje konfokalni obraz s nizkym nespecifickym
pozadim. Muze byt dosazeno rychlosti snimani az 1000 snimkd za sekundu. SD mikroskopie
se pouzivd hlavné kviili rychlosti sniméani, ale md i své nevyhody. Pfi nizké intenzité
fluorescence je nutné zvysit intenzitu osvétleni, coz mize zplsobit vétsi foto-poskozeni
preparatu. Kazdy bod se béhem sniméni rozsviti nékolik set krat, a obraz je vysledkem mnoha
kratkych expozic pfi nizké intenzité excitacniho svétla. Oproti tomu, u typické konfokalni
mikroskopie je kazdy bod rozsvicen jen jedenkrat pfi potizeni jednoho snimku (fezu), ale ma
to za nasledek velké prodlevy pifi snimani preparatu a vyzaduje to vysokou intenzitou
excitacniho svétla. Konfokalni mikroskopii proto nelze vyuzit ke sledovani dynamickych

procest v buiice (Stehbens a kol., 2012; Wang a kol., 2005). U LS fluorescen¢ni mikroskopie
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se vyuziva tenky plochy paprsek fotonu (,,light-sheet®), ktery sviti na vzorek z obou stran
a detekce probiha kolmo k témto paprskiim (Obr. 8B). Excitace fluoroforti je limitovana jen na
excitacni paprsek a emise nevychazi z jiné zony kromé tohoto paprsku, coz vyrazné snizuje
vysviceni sousednich ¢asti vzorku. Dulezité ale je, aby ohniskova rovina spojeni dvou tenkych
osvétlovacich paprski byla shodnd s rovinou zaostfeni objektivu pouzivaného ke snimani
vzorku (Ovecka a kol., 2015). Tato metoda byla vyvinuta, aby splnila prostorové, ¢asové
a fyziologické standardy pro dlouhodobé snimani zivych preparatt pii optimalnich podminkach

ve vyvojové biologii (Huisken a kol., 2004).
A @ vzorek B

Kotouts  Kotout s otvory Eotka

mikrototkami (Nipkow disk) @ objektivu

]
Xotoaktivaém’ svétlo

Dichronické
zrcadlo

)=
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objektiv

Osvétlovaci objektiv
Paprsek

excitatniho
svétla

Osvétlovaci

£« objektiv

Pozorovaci
komora

FEPtuba |ight-sheet
paprsek

emisnich filtrd

Obr. 8: Diagram svételného paprsku A) Spinning-disk konfokalni mikroskopie (podle
Stehbens a kol., 2012); B) Light-sheet fluorescen¢ni mikroskopie (Ovecka a kol., 2015).

Hlavni vyhodou LS mikroskopie je moZnost pozorovat cely organizmus, napf. semenacky
Arabidopsis thaliana, delsi dobu. Moznost dlouhého pozorovani zivych vzorku slouzi pfevazné
k vyvojovym studiim. U bézné pouzivanych mikroskopickych metod se vzorky piipravuji do
mikroskopickych komurek (skel), kde ma rostlina maly prostor pro rust, v mikroskopu je
V nespravné poloze vuci gravitaci a rychle vycCerpava ziviny z malého mnozstvi média. Tyto
limitace neumoziuji dlouhodobé&jsi skenovani bez ovlivnéni viability. Dalsi vyhodou LS je jiz
zminény ,,ligh-sheet paprsek, coz vyrazné snizuje fototoxicitu a vysviceni fluorescen¢niho
signalu ve vzorcich. Vzorky jsou pfipraveny napi. v FEP tubach, které jsou vyplnény vétSim
mnozstvim média s zZivinami a rostliny jsou umistény v mikroskopu ve sméru gravitace.
Rostliny tak maji lepSi podminky pro rast neZ v mikroskopickych komiirkach. Priprava vzorkl
miiZe byt vSak casoveé ndrona a musi zabezpecit optimalni podminky pro dlouhodobé snimani.
Vzorek musi mit fluorescencné€ znacenou bunécnou strukturu. Nésledné zpracovani ziskanych
dat je Casov¢ velice naro¢né, protoze je nutné zpracovavat data az v fadech gigabytl a terabytl

(Dunsby, 2008; Huisken a kol., 2004; Maizel a kol. 2011; Ovecka a kol., 2015).
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3. CIL PRACE

Teoreticka ¢ast

1. Vypracovani literarni reSerSe na téma odpoveéd’ rostlinnych bun¢k na abioticky stres se
zaméfenim na podil cytoskeletu. Souhrn fenotypovych projevi u stresovanych rostlin
na urovni pletiv, organti a celych rostlin, aktivace signalnich drah pti odpovédi na stres
a vyznam cytoskeletu v fizeni fenotypovych zmén.

Prakticka ¢éast

1. Optimalizace kultiva¢nich podminek kontrolnich a mutantnich rostlin A. thaliana in
vitro pro fizenou aplikaci abiotickych stresovych faktort, charakteristika fenotypovych
zmén v reakcei na stres, kvalitativni a kvantitativni vyhodnocovani riistovych parametri
kofene.

2. Transformace kontrolntho a mutantniho genotypu konstrukty nesouci geneticky
koédované markery pro aktinovy a mikrotubulovy cytoskelet, selekce transformovanych
rostlin a jejich charakteristika v podminkéch abiotickych stresi.

3. Mikroskopické studium zmén struktury a dynamickych parametra cytoskeletu v zivych
bunikach kotene transformovanych rostlin v podminkach abiotickych stresii.

4. Popis vyvojovych zmén kofenovych bunék na mikroskopické Grovni se zietelem na

podil cytoskeletu pfi bunééném déleni, expanzi a diferenciaci.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 MATERIAL
4. 1. 1 Pouzité chemikalie

e 70 % a 96 % etanol (Penta)

e Destilovana voda

e FM 4-64, N-(3-triethylammoniumpropyl)-4-(8-(4-
(diethylamino)fenyl)hexytrienyl)pyridinium dibromid (Life Technologies)

e Fosfinotricin - Basta (Duchefa)

e Hypochlorid sodny (Sigma-Aldrich)

e Kanamycin (Sigma-Aldrich)

e LB (Lysogeny broth) médium (Sigma-Aldrich)

e Médium (Murashige and Skoog medium, Duchefa)

e MiliQ voda

e NaCl (Sigma-Aldrich)

e Paraquat (Sigma-Aldrich)

e Phytagel (Sigma-Aldrich)

e Rifampicin (Duchefa Biochemie)

e Sachardza (Sigma-Aldrich)

e Silwet L-77 (AgroBio)

e Sorbitol (Duchefa-Biochemie)

e Ticarcillin (Duchefa Biochemie)

e Tween 20 (Sigma-Aldrich)

e YEB (Yeast extract beef ) médium (Plant Media)

4. 1. 2 Pouzité pristroje

e Analytické vahy (XA 110/2X, RADWAG, Waga Elektroniczen)

e Elektromagneticka michacka (MSH-420, BOECO, Germany)

e Epifluorescenéni mikroskop (Axio Imager M2, ZEISS, opera¢ni program ZEN Blue
2012)

e Fotoaparat (Nikon 7000, makroobjektiv Sigma 50 mm, 2.8)
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Fytotron (WEISS Gallenkamp)

Chladnicka laboratorni (Electrolux, Space Plus, ERB 34633 W)

KonfokéIni mikroskop (LSM 710, Axio Imager Z2, ZEISS, operacni program ZEN
Black 2012)

Kultiva¢ni komora (AR-41L2I, Percival)

Laboratorni predvazky (S1502, BEL-Engineering)

Laminarni box biohazard (Faster, FERRARA Italy)

Laserovy mikroskop pro live cell imaging (Spinning disk, Axio Observer ZI,
ZEISS, opera¢ni program ZEN Blue 2012)

Lightsheet mikroskop (Lightsheet Z. 1, ZEISS, opera¢ni program ZEN Blue 2012)
Mikrovlnna trouba (MGE21, HITACHI)

Parni sterilizator (Sterivap, BMT MMM Group Medical Technology)

pH metr stolni (TEMP RS232, PL-600 pH/mV/Temp Meter, EZODO)

Skener (Image Scanner 111)

Spektrofotometr (Smart SpecTM plus, Bio-Rad)

Stereomikroskop (binokularni mikroskop, Leica M165FC, operacni program LAS
V 4.0, Leica)

Ttepacka ES-20 (Orbital Shaker-Incubator ES-20, BioSan)

4. 1. 3 Pouzité roztoky a média

Steriliza¢ni roztok na povrchovou sterilizaci semen
1% hypochlorid sodny, 0,05% Tween 20

10 mi
90 ml

10 % hypochlorid sodny
dH>0
Doplnéno do 100 ml s piidavkem par kapek Tween 20

Pevné kultivacni %2 MS médium

2,29l Murashige and Skoog médium (M0221)
10 g.I" sachar6za
69.I"° phytagel

dH-0, pH 5,8, sterilizovano autoklavovanim

Tekuté kultiva¢ni ¥2 MS médium

2,29l Murashige and Skoog médium (M0221)
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10 g.I*

sacharoza

dH20, pH 5,8, sterilizovano autoklavovanim

Pevné kultivaéni % MS médium s obsahem 100 mmol.I"* NaCl

2,20l
10 g.I*
6g.It
5,844 g.I*

Murashige and Skoog médium (M0221)
sachar6za

phytagel

NaCl

dH20, pH 5,8, sterilizovano autoklavovanim

Pevné kultivaéni ¥ MS médium s obsahem 200 mmol.I" sorbitolu

2,2¢g.lt
10g.I*
6g.I"
36,44 g.I"

Murashige and Skoog médium (M0221)
sachar6za

phytagel

sorbitol

dH20, pH 5,8, sterilizovano autoklavovanim

Pevné kultivaéni /2 MS médium s obsahem 0,1 pmol.I* PQ

2,2¢g.lt
10 g.I"
69.I*t

100 pl

Murashige and Skoog médium (M0221)
sachar6za

phytagel

dH20, pH 5,8, sterilizovano autoklavovanim

paraquat

Pevné kultivaéni ¥ MS médium s obsahem 0,2 pmol.I* PQ

2,29l
10 g.I"
69.I"°

200 pl

Murashige and Skoog médium (M0221)
sachar6za

phytagel

dH20, pH 5,8, sterilizovano autoklavovanim

paraquat

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

2,2¢g.lt
10 g.I"

Murashige and Skoog médium (M0221)

sachar6za
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6g.I

500 pl

phytagel
dH20, pH 5,8, sterilizovano autoklavovanim

paraquat

YEB médium
16,3 g.I* YEB médium

dH20, pH 7,2, sterilizovano autoklavovanim

LB médium

25¢g.1"

LB médium

dH20, pH neupravovano, sterilizovano autoklavovanim

4. 1. 4 Biologicky material

Agrobacterium tumefaciens GV3101 (pMP90) — bakterialni glycerolova inokula nesouci
konstrukty 35S::FABD2-GFP; 35S::MBD-GFP

Arabidopsis thaliana — divoky typ (ekotyp C24)

Arabidopsis thaliana - mutant der1-3 (deformed root hairsl) na pozadi ekotypu C24

4.2 METODIKA

4. 2. 1 Piiprava kultivaé¢nich médii pro in vitro kultivaci rostlin Arabidopsis

Pro Kkultivaci rostlin in vitro bylo pouzito komeréné dostupné kompletni MS
(MURASHIGE & SKOOG) médium (Duchefa Biochemie), které slouzi jako zdroj
mikro a makro elementd. Pro kultivaci rostlin Arabidopsis bylo pfipraveno v poloviéni
koncentraci. Jako zdroj uhliku byla pfidavana sachardza (Sigma-Aldrich) v koncentraci
1% (10 g/1) a pro zpevnéni média Phytagel (Sigma-Aldrich) o koncentraci 0,6% (6 g/l),
coz je syntetickd latka, kterd nahrazuje agar. Médium bylo fedéno destilovanou vodou
a v naSem piipad¢ nebyly ptidavany vitaminy.

Bylo ptipraveno 250 ml kultivacniho média (0,75 g MS média, 2,5 g sacharozya 1,5 g
Phytagelu) do sklenénych autoklavovacich lahvi. V kadince s magnetickym michadlem

byly smichany v§echny komponenty a doplnény destilovanou vodou do 200 ml. Pomoci
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0,1 mol.I* KOH (hydroxid sodny) bylo upraveno pH na 5,8 a kvantitativné pieneseno
do lahve. Po doplnéni destilovanou vodou na 250 ml bylo médium nasledné
sterilizovano v autoklavu.

Meédia byla rozlévana a ponechana ke ztuhnuti v Petriho miskach v laminarnich boxech.
Skladuji se zalepené pii 4 °C.

Abiotické stresy byly indukovany u rostlin kultivovanych na tuhych médiich
s pridavkem konkrétnich stres-vyvolavajicich latek v u¢inné koncentraci (Tab. 1). Solny
a zaroven osmoticky stres byl indukovan pomoci 100 mmol.1I"* NaCl (chloridu sodného;
Sigma-Aldrich), osmoticky stres 200 mmol.I* sorbitolem (Duchefa Biochemie)

a oxidativni stres tfemi riiznymi koncentracemi paraquatu (PQ; Sigma-Aldrich).

U¢inna koncentrace Hmotnost ¢i objem v 250
Typ stresu
pouzité latky ml média
Solny a osmoticky stres 100 mmol.I"t NaCl 1,461 g
Osmoticky stres 200 mmol.I** sorbitol 9,11¢
0,1 umol.I* PQ 25 ul
Oxidativni stres 0,2 umol.I* PQ 50 pl
0,5 umol.I' PQ 125 pl

Tab. 1: U¢innd koncentrace a objem pouzitych latek v kultivaénim médiu pro indukci

abiotickych strest.

4., 2. 2 Povrchova sterilizace semen

Semena Arabidopsis thaliana (L.) Heynh, ekotyp C24, a mutanta der1-3 (Ringli et al,
2002) byla ptipravena v plastovych mikrozkumavkach Eppendorf.

V laminarnim boxu byl pfidain 1 ml 70% etanolu za ob&asného protiepani po dobu
2 min.

Po odebrani poloviny mnozstvi byl ptidan 1 ml roztoku 1% hypochloridu sodného
s 0,05% Tween 20, ktery za neustalého protiepani pisobil 8 min.

Po odebrani celého objemu byla semena promyvana v 1 ml sterilizované destilované
vody. Pii promyvani 3x po 2 min byl vZdy odebran veskery objem, ale pfi poslednim
vymyti byla ponechdna ve zkumavce nejméné Ctvrtina objemu. Semena tak byla

ptipravena k vysazeni na média v Petriho miskéch.
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K vysevu byly pozity sestiizené $picky na automatické pipety (2-20 pl), aby byl otvor
stejné velky jako 1 semeno.

Pomoci automatické pipety se semena natéhla do Spic¢ky a po jednom byla vysazena na
ptipravené médium.

Pro indukci a synchronizaci kli¢eni byly Petriho misky se semeny ponechany 2-3 dny

ve 4 °C a nasledné pieneseny do fytotronu.

4. 2. 3 Transformace rostlin a selekce transgennich linii

Transformace slouzi k tomu, aby byl do rostliny vnesen uréity konstrukt za ucelem
fluorescencniho znaceni konkrétniho proteinu prostfednictvim znacky GFP (zeleny
fluorescencni protein). NaSim cilem bylo znaceni proteini vazicich se na mikrotubulovy
cytoskelet (MBD-GFP, oznaCovany téz jako MAP4-GFP; Tab. 2) a na aktinovy
cytoskelet (ABD2-GFP, oznacovany téz jako FABD2-GFP; Tab. 2).

Typ konstruktu Znaceni
35S::FABD2-GFP ,»,actin-binding domain of fibrinl" - jsou

znacena aktinova filamenta (Voigt et al.,
1995, Wang a kol., 2008)
35S::MBD-GFP ,,microtubule-binding domain of

mammalian MAP4 protein” - jsou

znaceny mikrotubuly (Marc a kol., 1998;
Komis a kol., 2014)

Tab. 2: Seznam pouzitych konstruktt

Pro transformaci byly pouzity rostliny divého typu (ekotyp C24) a mutanta derl-3 staré
3 tydny, které rostly v kvétinacich. Pfed samotnou transformaci (den pfedem) byly
sesttihany uz zralé tobolky se semeny, protoze nejvhodnéjsi jsou pro transformaci jesté
nerozvinuté kvéty.

Stabilni transformace u rostlin Arabidopsis thalina byla provedena metodou Floral Dip
(Clough a Bent, 1998; Davis a kol., 2009; Zhang a kol., 2006).

Postup transformace rostlin: Prvni den vecer byla pfipravena startovaci kultura

bakterii Agrobacterium tumefaciens kmen GV3101 (pMP90) s pottebnym vlozenym
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konstruktem. U vSech pouzitych konstruktd byl vyuzit stejny bakterialni kmen. Do
sklenénych zkumavek bylo napipetovano 5 ml LB média, 15 pl hluboko zmrazeného
glycerolového inokula (- 80 °C) spolu s kombinaci dvou selek¢nich antibiotik (Tab. 3).
Smés byla tfepana pies noc pii 28 °C 150-200 RPM ve tmé¢. Zbylé inokulum bylo znovu

zmrazeno pomoci kapalného dusiku a ulozeno v hlubokomrazicim boxu.

Antibiotika (kone¢na koncentrace a
Konstrukt i
objem v 5 ml)
35S::FABD2-GFP Kanamycin (25 pg.ml™?; 2,5 pl)
Rifampicin (100 pg.ml™; 10 pl)
35S::MBD-GFP Kanamycin (25 pg.ml?; 2,5 pl)
Rifampicin (100 pg.ml™; 10 pl)

Tab. 3: Seznam pouzitych antibiotik pro jednotliva inokula

Druhy den vecer byla startovaci kultura steriln¢ pielita do 200 ml YEB média
v Erlenmayerové bance, bez antibiotik, a tfepana pies noc pti 28 °C 150-200 RMP ve
tmée.

Tteti den, v den transformace, byly rostliny pfeneseny do laboratote, aby se adaptovaly.
Nasledné byl ze suspenzi steriln¢ odebran objem 1 ml do 2 ml plastovych kyvet, pro
méfeni optické density bakterii (ODsoo) ha spektrofotometru. Jako kontrola bylo pouZito
¢ist¢ YEB médium. Optimalni je hodnota ODeoo = 1, kulturu pak fedime na hodnotu
0,8. Vypocet fedéni: napi. namétime ODgoo=0,966 a chceme védét, kolik pridame do
200 ml suspenze YEB média, abychom ziskali hodnotu 0,8.

x =0,966/0,8*200-200 = 41,5 ml

Kdyby se namétila hodnota OD mensi neZ 0,8, neché se kultura bakterii jesté dale rist.
V piipad€ namefené hodnoty OD vétsi jak 1, se nechd kultura bakterii tiepat ve tmé pii
100 RPM, aby se okyslicovala.

Nésledné, uz nesterilné, byla nalita suspenze do kadinek, pfiddno smacedlo Silvet (100
pul/500 ml), které je dalezité, aby se bakterie dostaly 1épe do kvéth. Rostliny byly do
suspenze postupné celé namaceny, a to po dobu max. 10 sekund, jinak by mohlo dojit

ke spaleni kvéta.
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Do kvétinaca byly napichany $pejle a rostliny upevnény pomoci provazku. Vsechny
transformované rostliny byly posléze ptikryty ¢ernym plastovym sackem a ponechany
do druhého dne stabilizovat.

Dalsi den byly rostliny pfenesené do fytotronu a kultivované az do doneseni semen Ty
generace.

Tranformace byla aspoil jednou zopakovana, ovsem uz bez stfihani zralych tobolek.

Selekce - Sesbirana semena T1 generace byla vysazena na tuhé médium s ptidanym selekénim

faktorem, specifickym pro dany znaceny protein (Tab. 4). Selekéni faktory byly do média

piidavany az po vyautoklavovani. Pfidan byl 1 ticarcilin, a to 250 pl na 250 ml. Ticarcilin

blokuje rastu Agrobacterii, kdyby jesté néjaké prezily, coz by mohlo negativné plisobit na

selekci.
, Objem faktoru v
Znaceny protein Selekéni faktor Ucinna koncentrace
250 mi
ABD2-GFP BASTA (fosfinotricin) | 8 pg.ml* 40 pl
MAP4-GFP BASTA (fosfinotricin) | 8 pg.ml* 40 pl

Tab. 4: Uginné koncentrace selekénich faktorti v pevnych médiich.

Selekce probihala minimaln€ 2 tydny, pficemz ptezily jen transformované rostliny. Ty
byly jesté¢ zkontrolovany v mikroskopu, zda maji spravnou expresi fluorescencniho
markeru. Posléze byly rostliny opét vysazeny do pudy, abychom ziskali dal$i generaci
semen, T2 generaci.

Z T generace byly vybrany nejlepsi rostliny, u kterych byla dosazena dalsi generace,

ktera by uz méla mit stabilni expresi vlozeného konstruktu (homozygotni linie).

4. 2. 4 Stanoveni kli¢ivosti semen a kultivace na médiich indukujicich stres

Po vysazeni semen na média byly misky pfeneseny do 4°C, aby doslo k chladové
indukci a synchronizaci kliceni semen. Po synchronizaci semena ve fytotronu klicila
béhem 24-48 h. Kli¢ivost semen byla sledovana takovou dobu, nez semena dosahla 100
% vykliceni. Klicivost byla vyjadiena pomérem vyklicenych semen k celkovému poctu
semen. Tento pomér byl stanoven v procentech.

Vyklicené rostliny (3 dny staré) byly v laminarnim boxu pfeneseny na média

s chemickou latkou v G¢inné koncentraci vyvolavajici abioticky stres.
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Rostliny byly pfelozeny na testovand média opatrnou manipulaci pomoci sterilni jemné
pinzety. Rostliny byly na povrchu novych medii stabilizovany adhezi.
Pomoci Parafilmu byly Petriho misky uzavieny a pieneseny do fytotronu. Rostliny byly

pravidelné sledovany po dobu 5 dnt.

4. 2. 5 Dokumentace a vyhodnocovani morfologie rostlin pfi ristu ve stresovych

podminkach

Petriho misky srostlinami byly ihned po piekladu a pak kazdy nasledujici den
skenovany na skeneru. Pomoci programu ImagelJ byly elektronické snimky s internim
métitkem ze skeneru pouZity pro métfeni kvantitativnich parametri kofene (délky
kotene).

Pro kvalitni dokumentaci morfologie kotene, nasledn€ i1 kofenovych vlaski a zmén
fenotypu mezi jednotlivymi liniemi pod vlivem stresovych faktorti byly rostliny
dokumentovany pomoci stereomikroskopu. Rostliny byly fotografovany ptimo

V Petriho miskach.

4. 2. 6 Priprava celych rostlin pro vitalni mikroskopické pozorovani na sledovani

cytoskeletu (SD, Ligh-sheet)

SD (Spinning disk) - Laserovy mikroskop pro ,.live cell imaging*

Rostliny byly pfipraveny pro vitdlni mikroskopické sledovani v mikroskopickych
komutrkadch (Ovecka a kol., 2005). Po 24 h stabilizaci byly druhy den pouzity
k mikroskopické analyze. Komirky byly pfipraveny z podlozniho a kryciho skla, které
musi byt dostatecné &isté a odmasténé. Cistota byla zajisténa umytim ve vodé, saponatu,
nasledné v 96 % etanolu a nakonec v destilované vodé. V kyveté byly nasledné sklicka
sterilizovana v 96 % etanolu po dobu 30 minut v laminarnim boxu. Pfi nedostate¢ném
odmasténi by mohl byt problém s pouzitim lipofilnich barvicek, protoze by se mohla
snizit ucinnost barveni a vytvofilo by se siln¢ zbarvené nespecifické pozadi.

Na pfipravend a vysuSend podlozni skla se pfipevnily 2 tenké pasky Parafilmu, které
jsou umistény uprostied skel a mezi sebou maji takovy prostor, ktery odpovida velikosti
kryciho skla. Do prostoru mezi pasky bylo napipetovéano asi 10 pl tekutého média (Obr.
9A). Bylo pouzito specialni médium pro rust Arabidopsis (Tab. 5). Po smichani
komponenti bylo upraveno pH na 5,7 — 5,8 pomoci KOH a médium bylo

vysterilizovano pomoci stiikacky s bakteriologickym filtrem, nikoliv autoklavovanim.
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rostlina

kryci sklo
podlozni sklo Parafilmové pasky v

B rostlina

Parafilmové pasky ;F‘ }

Parafilmové pasky kryci sklo

Obr. 9: Navod na piipravu vzorku A) do sklenénych kyvet B) do mikroskopu.

Komponent Objem (mnoZstvi) na 50 ml média
Makroelementy - 10x Fedéné (KNOs,
KH2PO4, MgS0.4.7H20, Ca(NO3)2.4 H20)
Mikroelementy - 100x Fedéné (H3BOs,
MnCl,.4 H20, CuS04.5 H20, NazM004.2 0,5ml
H20, NaCl, ZnS0O4.7 H20, CoCl.6 H,0)
Zelezo - 100x fedéné (Na,EDTA, FeS04.7

5ml

H:0) 0,5ml
Sacharo6za 0549
MiliQ voda 44 ml
Celkovy objem 50 ml, upravit pH na 5,7-5,8

Tab. 5: Slozeni tekutého média pro mikroskopické preparaty

e Do média na sklu byla pomoci pinzety Setrné ptelozena 1 rostlina z Pethriho misky (2-
3 dny od vykliceni).
e Kryci sklo bylo opatrné pfiloZzeno pod thlem 45 °C, a pii doteku s médiem v oblasti

hypokotylu rostliny, bylo pomalu dano na pasky Parafilmu. Takto pfipravené vzorky
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byly dany do kyvety s tekutym kultivaénim médiem a pteneseny do fytotronu na 24 h
stabilizaci.

Na druhy den byly vzorky vyjmuty, piekryty ze vSech 4 stran kryciho skla Parafilmem
(Obr. 9B) a pripraveny na sledovani v mikroskopu.

Pro aplikaci stresového média byla zvolena perfizni metoda: nejprve byly odlepeny 2
parafilmové pasky (vrchni a spodni) a 10x po 10 pl bylo v horni ¢asti kryciho skla
aplikovano kultivaéni médium s obsahem stresového faktoru. Ve spodni ¢asti kryciho
skla byl ptilozen filtrani pasek, aby se médium dostalo do celé komirky (Obr. 10).
Péasky Parafilmu byly vraceny zpét a preparat byl pozorovan pod Laserovym
mikroskopem pro ,live cell imaging* (Spining disk) Axio Observer Z1, ZEISS.
Hypokotylové bunky byly skenovany kazdych 30 s po dobu 30 min a burnky kofenové
Spicky byly skenovany kazdych 45 s po dobu 30 min. Takto nastavené parametry byly

jak za kontrolnich podminek, tak pfi ptisobeni soln¢ho stresu.

podlozni sklo

aplikace média

Parafilmové pasky

Obr. 10: Zpisob perfizniho systému pro aplikaci stresového faktoru.

Light-sheet fluorescen¢ni mikroskopie

Ptiprava rostlin pro tuto mikroskopii byla provedena podle publikovaného protokolu
(Ovecka a kol., 2015).

Vysterilizovand semena vysazena na Petriho miskach s /2 MS médiem byla ponechéna
4-5 dnt pii 4°C.

Semena, kterd praskla nebo uz zacinala klicit, byla pfenesena sterilni jemnou pinzetou
na Petriho misky s vyssi vrstvou 2 MS média. V médiu byly opatrné udélany malé
otvory pomoci 100 um $picky pro automatickou pipetu. Na tyto otvory pak byla
poloZena vyklicena semena. Tim bylo zabezpeceno, Ze koten bude riist dovniti média.
Nasledné byla rostlina bud’ hned nebo po 24h stabilizaci ve fytotronu piimo

Vv kultivaénim médiu vsunuta do FEP tuby (Fluorovana Ethylen-Propylénova tuba).
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Rostliny v tubach byly ponechany ke stabilizaci podle toho, které stadium riistu kofene
bylo pozorovano.

Pripravené rostliny s FEP tubami byly vybrany z média, a pomoci sklenéné
kapilary uchyceny v drzaku preparata.

Pti této pripravé se nadzemni Cast rostliny nachédzela v prostoru nad valcem pevného
kultivacniho média.

Takto ptipraveny vzorek byl pozorovan v Light-sheet fluorescenénim mikroskopu
(Lightsheet 2.1, ZEISS).

4. 2. 7 Znaceni bunék koiene v mikroskopickych preparatech

Pracovni roztok FM4-64 byl pfipraven ziedénim zasobniho roztoku o koncentraci
1,6 mmol.I* v poméru 1:400 ' MS kultivaénim médiem. Kone¢na koncentrace byla
tedy 4 pmol.I"t. Zasobni roztok FM4-64 byl uchovavan pii -20°C a pracovni roztok
uzavien v alobalu, protoZe je senzitivni na svétlo.

Na podlozni sklo byl ptidan 10 pl pracovniho roztoku, do kterého byly opatrné pinzetou
preneseny 2-3 denni rostliny. Vzorky byly barveny 30 min ve tmé v kyveté naplnéné
médiem, aby rostliny byly ve svislé (pfirozené) poloze a nezakroutily se.

Po barveni byl roztok FM4-64 vymyt 100 pl /2 MS kultivaénim médiem, aby se rostliny
po dobu skenovani v mikroskopu neptebarvily.

Vzorky se snimaly v Laserovém mikroskopu pro live cell imaging (Spining disk) Axio
Observer Z1, ZEISS pfi nastavenych parametrech pro detekci mCherry s excitaci pfi
587 nm a v emisnim spektru 610 nm (emisni filtr BP 690/50).

4. 2. 8 Dokumentace a vyhodnocovani vysledki

Na tpravu a export obrazku ¢i videi z mikroskopu byl pouzit program ZEN 2012 blue

a black edition (Zeiss).

Pomoci programu ImageJ (http://imagej.nih.gov/ij/) byly méfeny ristové parametry

kotene z naskenovanych obrazkii v programu EpsonScan, jednotlivé uhly sklonu
plazmatickych membran v kofenech, hodnota ,skewness® (Sikmost) a ,,integrated
density* (intenzita na 1 pm?) cytoskeletu, ktera slouzi pro kvantifikaci.

Program Exel (Microsoft) a program Statistica slouZily ke statistickému vyhodnoceni

namétenych dat.
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5. VYSLEDKY

V této diplomové praci jsou dosazené vysledky prezentovany ve cCtyfech samostatnych
kapitolach. Prvni kapitola se zabyva studiem kotenovych vlaskt, jejich vyvinem a riistovymi
parametry, protoze pouzity derl-3 mutant je popsan predevsim jako mutant kofenovych vlasku
(deformed root hairs 1; Ringli a kol.,, 2002). Druha kapitola popisuje zmény v orientaci
bunécéného déleni kofenovych bunék pomoci dvou riznych metod. Treti kapitola je zaméfena
na reakci rostlin ovlivnénych riznymi stresovymi faktory (solny, osmoticky a oxidativni stres),
kde byly sledovany pfedevsim ristové parametry kotene, zména fenotypu kotenovych vlaskia
a zaznamenana byla i kliivost rostlin na jednotlivych médiich. Ctvrta kapitola prezentuje
zmény ve struktufe a dynamice cytoskeletu u transformovanych linii po ptsobeni soln¢ho

stresu.
5. 1 Vyvin a riist kofenovych vlaski linii C24 a derl-3
5. 1. 1 Porovnani ristu kofenovych vlaski mezi liniemi C24 a derl-3

Ke sledovani ristu kotenovych vlaskl byly 2-3 dny staré rostliny pfeneseny pomoci jemné
sterilni pinzety na podlozni skla s Parafilmovymi pasky a s 10 pl specidlniho tekutého
kultivaéniho média pro Arabidopsis. Pod tthlem 45° bylo v oblasti hypokotylu ptilozeno kryci
sklo a timto zplisobem ptipravené preparaty byly vlozeny do sklenéné kyvety s ptiblizn¢ 20 ml
tekutého média pro Arabidopsis. Pfipravené rostliny byly stabilizovany do druhého dne ve
fytotronu. Dalsi den byly preparaty vytazeny, rozhrani krycich skel piekryty ze vSech Ctyft stran
Parafilmem k zabranéni vypafovani média a sledovany ve fluorescen¢nim mikroskopu. Ke
snimani byla pouzita metoda Nomarského diferencidlniho kontrastu, a pfi nastaveném
expozicnim ¢asu 200 ms bylo vybrané misto v diferencia¢ni zon¢ kofene snimano kazdych 60

s po dobu 20 min.

Zaznamenavan byl vzdy vyvijejici se ,,bulge* a nasledné rust kotenového vlasku. Byly
provedeny dvé snimani po dobu 20 min u stejného vlasku (celkova délka sniméni 40 min).
U kontrolni linie C24, jako 1 u transgennich linii C24 s expresi pro35S::FABD2:GFP
(oznaCovana v praci jako C24-ABD2-GFP) a pro35S::MBD:GFP (oznacovana V praci jako
C24-MAPA4-GFP) se vlasky vyvijeli normalné a vykazovali normalni rast (Obr. 11, 12 a 13).
U linii derl1-3, jako i u transgennich linii derl-3 s expresi pro35S::FABD2:GFP (oznacovana
v praci jako derl-3-ABD2-GFP) a pro35S::MBD:GFP (oznacovana v praci jako derl-3-
MAP4-GFP) se vlasky do stadia ,,bulge* vyvijeli normalng, nasledné uz ale dale nerostli (Obr.
14, 15 a 16).
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Obr. 11: Rust kofenového vlasku u kontrolni linie C24. Vlasek byl sniman po dobu 40 min (A-

J). Mezi obrazky jsou 5 minutové ¢asové intervaly. Métitko je 20 pm.

Obr. 12: Rust kotfenového vlasku linie C24-ABD2-GFP. Vlasek byl sniman prvnich 40 min

(A-J). Mezi obrazky jsou 5 minutové casové intervaly. Méfitko je 20 pm.

Obr. 13: Rust kofenového vlasku linie C24-MAP4-GFP. Vlasek byl sniman prvnich 40 min

(A-J). Mezi obrazky jsou 5 minutové ¢asové intervaly. Méfitko je 20 pm.
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f { :
Obr. 14: Rist kofenového vlasku linie derl-3. Vlasek byl sniman prvnich 40 min (A-J). Mezi

obrazky jsou 5 minutové ¢asové intervaly. Métitko je 20 pm.

Obr. 15: Rust kofenového vlasku linie derl-3-ABD2-GFP. Vlasek byl sniman prvnich 40 min

(A-J). Mezi obrazky jsou 5 minutové ¢asové intervaly. Méfitko je 20 pm.
i 10minj D 15 min} E

Obr. 16: Rust kotenového vlasku linie derl-3-MAP4-GFP. Vlasek byl sniman prvnich 40 min

(A-J). Mezi obrazky jsou 5 minutové ¢asové intervaly. Méfitko je 20 pm.
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5. 1. 2 Rychlost riistu korenovych vlasku linii C24 a derl-3

V programu ZEN blue 2012 (Zeiss) byla z nasnimanych videi naméfena rychlost rustu
kotfenovych vlaskli v um za minutu. Rist vlaskd byl sniman kazdych 60 s po dobu 20 minut.
Byly zméfeny jen linie C24, C24-ABD2-GFP a C24-MAP4-GFP (Graf 1), protoze jak uz bylo
zminéno, u linii derl-3 vrcholovy rust kofenovych vlaskd zaznamenan nebyl. Z kazdé linie
bylo méteno 7-11 kotfenovych vlaskl z 3-4 rostlin, které byly 2-3 dny staré. Nejrychleji rostly
kotenové vlasky linie C24-ABD2-GFP (2,196 um. min™), o néco pomaleji linie C24-MAP4-
GFP (1,985 um. min™) a nejpomaleji linie C24 (1,794 um. min; Graf 1). Potvrdila to
i statistickd metoda ANOVA na nasledny Fisherv LSD test, ktery ukazal mezi vSemi tiemi

liniemi statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05).

Rychlost rustu kofenovych vlasku

25

15

rychlost [pm . min1]
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Graf 1: Rychlost rstu kofenovych vlaski v kontrolnich podminkach u linii C24, C24-ABD2-
GFP a C24-MAP4-GFP. Data reprezentuji primér = SD z 3-4 biologickych replik, vzdy ze 7-
11 kotenovych vlaskt. Indexy nad sloupci vyjadiuji statisticky signifikantni rozdily (p < 0,05)

mezi jednotlivymi liniemi, ur¢ené metodou ANOVA a nésledného Fisherova LSD testu.
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5. 2. Rovina buné¢éného déleni korenovych bunék
5. 2. 1 Kvalitativni a kvantitativni stanoveni roviny déleni kofenovych bunék

Mutant derl-3 vykazuje typicky vinivy vzor pii ristu kofene (Ringli a kol., 2002). Zamérem
bylo zjistit, zda mtze byt tento vzor zptisoben zménami v roviné buné¢ného déleni kofenovych
bunck. Normalni poloha pti¢né bunécné stény a plazmatické membrany nové rozdélenych
bun¢k je kolmo (transverzalng¢) ke sméru rastu kofene. Proto byly nabarveny bunééné
membrany v kofenech a zméreny uhly rovin bunééného déleni. Bunky kotene 2-3 dennich
rostlin byly barveny 30 min vroztoku 4 pmolLl* barviva FM4-64 v mikroskopickych
komurkach. Pied sledovanim v mikroskopu, byl roztok FM4-64 vymyt 100 pl tekutym %2 MS
médiem. Obrazek 17 ukazuje pfehled nabarvenych kotenovych $picek u vSech linii C24 a derl-
3. Sipky ukazuji zmény v roviné plazmatické membrany u p¥i¢nych bunénych stén deefinych
bun€k. U linii derl-3 jich bylo vét§i mnozstvi, a proto se zmétili uhly pficnych membran
Vv poméru k podélnym membréanam v programu ImageJ. Bylo ur¢eno procentualni zastoupeni
uhli membran v kolmém postaveni (90° = 5%) a v odliSném postaveni (Sikmém) ke smeru riistu
kotfene (méné jak 85,5° vice jak 95,5°). Tyto Uhly se zméfili ve tfech vrstvach kofene:
epidermis, kortex a endodermis v ramci meristematické zony (Obr. 18). Nejvétsi mnozstvi
Sikmych rovin v epidermis (Obr. 18A) m¢la linie derl-3 a tato situace byla podobna u vsech
transgennich linii derl-3. U transgennich linii C24 se v epidermis (Obr. 18A) vyskytovalo
0 néco vice Sikme orientovanych rovin nez u kontrolni linie C24. Ve vrstvé bun¢k kortexu (Obr.
18B) méli opét derl-3 linie 50 % a vice pii¢nych bunéénych stén postavenych jinak nez kolmé.

Nejmensi rozdil mezi liniemi C24 a derl-3 byl nalezen u endodermis (Obr. 18C), ale i tak se

Sikmych rovin u linii derl-3 vyskytovalo vice.

Obr. 17: Kotenové $picky zna¢ené pomoci FM4-64 linii A) C24, B) C24-ABD2-GFP, C) C24-
MAP4-GFP, D) derl-3, E) der1-3-ABD2-GFP, F) der1-3-MAP4-GFP. Sipky ukazuji zmény

Vv rovin¢ bunécného déleni. Métitko je 20 pm.
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A Epidermis meristematické zény B Kortex meristematické zény

100% 100%
90% - 90%
B80% 80%
70% 70%
60% 60%
50% 50%
40% 40%
30% 30%
20% 20%
10% 10%

0% 0%

24 C24ABD2-GFP C24 MAPA-GFP  derl-3  derl-3ABD2-  derl-3 MAPA- 24 C24ABD2-GFP C24MAPA-GFP  derl-3  derl-3ABD2- derl-3 MAPA-
GFP GFP GFP GFP
090°+5% Mmené jak 85,5° Mvice jak 94,5° 090°+5% Mmméné jak 85,5° Mvice jak 94,5°
C Endodermis meristematické zony
100%
9%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

c24 C24 ABD2-GFP C24 MAPA4-GFP der1-3 der1-3 ABD2- der1-3 MAP4-

090°£5% @méné jak 85,57 Mvice jak 94,5°

Obr. 18: Procentualni zastoupeni thla (90° 5 %; méné jak 85,5°; vice jak 95,5°) roviny
bunééného déleni kotenovych Spicek ve vrstvach meristematické zony A) epidermis B) kortex

C) endodermis. Sloupce prezentuji pomér u jednotlivych linii.
5. 2. 2 Sledovani ristu kofene metodou Light-sheet mikroskopie

Pomoci metody Light-sheet mikroskopie byl sledovan vyvoj a rust kofent linii C24 a derl-3
S fluorescenné znaCenym aktinovym a mikrotubulovym cytoskeletem 1 po dobu nékolika
hodin. Potvrdilo se, ze u linie derl-3 se vyskytuje vice bunéénych stén postavenych jinak nez
kolmo, oproti kontrolnim liniim C24 (Obr. 19).

Obr. 19: Vyvoj a rast kofeni v kontrolnich podminkach linii A, C) C24-ABD2-GFP; B, D)
der1-3-MAP4-GFP. Sipky ukazuji postaveni bun&énych stén. Métitko je A, B) 20 um a C, D)
S pm.
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5. 3 Reakce linii C24 a derl-3 na stresové podminky (solny, osmoticky a oxidativni stres)
5. 3. 1 Klic¢eni semen v podminkach solného, osmotického a oxidativniho stresu

Sterilizovana semena byla vysdzena na kontrolni 2 MS kultiva¢ni média a na %> MS kultiva¢ni
média s obsahem NaCl (100 mmol.I%), sorbitolu (200 mmol.I"%), a paraquatu (PQ; 0,1 pmol.I?,
0,2 umol.I? a 0,5 umol.1%). Jako prvni byla sledovana kli¢ivost viech linii na jednotlivych
médiich. Kli¢ivost je vyjadifena v procentech. Tato hodnota byla vypocitdna z poméru
vykli¢enych semen k celkovému poctu semen. Pocet vyklicenych semen se stanovoval v 24 h
intervalech od pfeneseni misek do fytotronu a to tak dlouho, pokud byla vSechna semena
vykli¢ena. V nasem piipad¢ trvala tato perioda 4 dny. V kontrolnich podminkach nejrychleji
kli¢ily linie C24 a C24-MAP4-GFP, o néco pomaleji linie derl-3-MAP4-GFP a C24-ABD2-
GFP a nejpomalejsi kli¢eni bylo zaznamenano u linie der1-3-ABD2-GFP a derl1-3 (Obr. 20A).
Solny stres zpusobil v§eobecné pomalejsi kliceni u vSech linii. Kromé linie derl1-3-ABD2-GFP,
ktera méla v pocatecni fazi nejlepsi klicivost, byla jinak rychlost kli¢eni semen vSech linii
porovnatelna (Obr. 20B). Osmoticky stres zpuisoboval zpomaleni kliceni, pficemz jeji rychlost
byla porovnatelnd s rychlosti kliceni pti solném stresu. Nejrychlejsi kli¢eni bylo zaznamenano
u linii C24-MAP4-GFP a C24-ABD2-GFP (Obr. 20C). Oxidativni stres mé&l na kli¢ivost
minimalni vliv, nékteré linie dokonce kli€ily 1 rychleji nez pti kontrolnich podminkach. Az pii

koncentraci PQ 0,5 pmol.I"? byla kli¢ivost semen vyraznéji zpomalena (Obr. 20D, E, F).
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Obr. 20: Porovnani kli¢ivosti semen linii C24, derl-3, C24-ABD2-GFP, derl-3-ABD2-GFP,

C24-MAP4-GFP a derl-3-MAP4-GFP pfi solném, osmotickém a oxidativnim stresu. Kli¢ivost

byla stanovena po dobu 4 dnl od zacatku experimentu v kontrolnich podminkach (A), a pfi

plsobeni 100 mmol.I"t NaCl (B), 200 mmol.I" sorbitolu (C), 0,1 pmolL.I* PQ (D), 0,2 pmol.1*

PQ (E), a 0,5 umol.I"! PQ (F). Data reprezentuji priimér + SD z 2 biologickych replik, vzdy po

20 semenech.
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5. 3. 2 Riist primarniho korene a fenotyp korenovych vlaskii pri kli¢eni rostlin na solném,

osmotickém a oxidativnim stresu
5. 3. 2. 1 Délky primarnich korenit a jejich prirustky za 24 h

Semena byla vysazena na kontrolni /2 MS kultivaéni média a na 2 MS kultivacni média
s obsahem NaCl (100 mmol.I"%), sorbitolu (200 mmol.I), a paraquatu (PQ; 0,1 pmol.I?, 0,2
umol1? a 0,5 pmol.It). Po indukci a synchronizaci kli¢eni v chladu pii 4°C byly misky
umistnéné do fytotronu a od prvniho dne po vykliceni byly rostliny v Petriho miskach kazdy
nasledujici den skenovany plosnym skenerem. Celkové byly rostliny skenovany po dobu 5 dnti
a z fotografii byly nédsledné¢ zméteny délky priméarnich kofenti pomoci programu ImagelJ, pro
kazdy druh pouzitého stresového faktoru samostatn€. Trend riistu primarnich kotfenti po dobu
celého experimentu je dokumentovan v grafech na obrazku €. 21. Pfi solném a osmotickém
stresu byl rast kofenii o néco malo pomalejsi nez v kontrolnich podminkéch, pficemz
u oxidativniho stresu byl riist vyrazné redukovan, a to az o 20 mm. Nejrychlejsi rist kofenti byl
zaznamenan u linii C24-MAP4-GFP a C24-ABD2-GFP a to jak v kontrolnich podminkéach
(Obr. 21A), tak pii pusobeni solného (Obr. 21B) a osmotického stresu (Obr. 21C). Linie derl-
3 vykazovala celkoveé pomalejsi riist kofene, a to ve vSech podminkach. Pfi oxidativnim stresu
(Obr. 21D, E, F) se vSechny rozdily mezi jednotlivymi liniemi ztraceli, coz miiZze naznacovat,

ze linie derl-3 mize byt vice rezistentni za téchto podminek.

Z hodnot délek primarnich kotfenii byly pak nasledné vypocitany primérné prirtstky
kofenti za 24 h (Obr. 22). V porovnani s kontrolou, pii solném a osmotickém stresu, byly
prirGstky mirn¢ redukovany, na rozdil od oxidativniho stresu, kde byl zaznamenan rapidni
rozdil vici kontrole. Nejvyssi ptirtistek v kontrolnich podminkach méli linie C24-MAP4-GFP
a C24-ABD2-GFP (Obr. 22A), coz koreluje i s celkovou délkou kotenu (Obr. 21). Tato
tendence se potvrdila i pii solném (Obr. 22B) a osmotickém stresu (Obr. 22C), i kdyz byl
celkovy rozdil mensi. V souladu s celkové mensi délkou primarniho kofene linii derl-3, byl
i piirtstek kofene za 24 h mensi (Obr. 22). Pti oxidativnim stresu byly pfirdstky u vSech linii
porovnatelné (Obr. 22D, E, F), tudiz byl potlatovan rozdil mezi liniemi C24 a derl1-3. Potvrzuje
to pfedpoklad, Ze linie derl-3 muze byt rezistentnéjsi na tento typ stresu. Ilustruje to situace pfi
koncentraci 0,1 umol.I* PQ, kde bylo pomoci ANOVA analyzy a nasledné Fisherovym LSD
testem dokazano, ze linie derl-3 ma nejvyssi ptirtstek kofene (rozdil statisticky vyznamny pii
p<0,05).
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Obr. 21: Pramérny rast primarnich kotent linii C24, C24, derl-3, C24-ABD2-GFP, derl-3-
ABD2-GFP, C24-MAP4-GFP a derl-3-MAP4-GFP, které kli¢ily v podminkach solného,
osmotického a oxidativniho stresu. Rostliny byly sledovany po dobu 5 dnl od vykli¢eni na
kontrolnim médiu (A), na médiu s obsahem 100 mmol.1"* NaCl (B), 200 mmol.I sorbitolu (C),
0,1 umol.I* PQ (D), 0,2 umol.I" PQ (E),we a 0,5 pmolL.I* PQ (F). Data reprezentuji primér =+
SD z 2 biologickych replik u solného a osmotického stresu pii poctu 8 rostlin a u oxidativniho

stresu = SD z 1 biologické repliky pfi poctu 12 rostlin.
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Obr. 22: Praimérny ptirtstek kofent za 24 h u linii C24, C24, derl-3, C24-ABD2-GFP, derl-
3-ABD2-GFP, C24-MAP4-GFP a derl-3-MAP4-GFP, které kli¢ily v podminkach solného,
osmotického a oxidativniho stresu. Rostliny byly sledovany po dobu 5 dnli od vykli¢eni na
kontrolnim médiu (A), na médiu s obsahem 100 mmol.I"* NaCl (B), 200 mmol.I sorbitolu (C),
0,1 pmol.1* PQ (D), 0,2 umol.I PQ (E), a 0,5 pmol.1* PQ (F). Data reprezentuji primér + SD
z 2 biologickych replik u solného a osmotického stresu pii poctu 8 rostlin a u oxidativniho
stresu = SD z 1 biologické repliky pti poctu 12 rostlin. Indexy nad sloupci vyjadiuji statisticky
signifikantni rozdily (p < 0,05) mezi jednotlivymi liniemi, uréené pomoci ANOVA

a nasledného Fisherova LSD testu.
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5. 3. 2. 2 Fenotyp korene a korenovych vlaski

Rostliny byly po ukonceni experimentt (5. den od vykli¢eni) fotograficky dokumentovany
pfimo v Petriho miskach pomoci stereomikroskopu. Z fotografické dokumentace byl
zhodnocen fenotyp celého kotfene a nasledné pak zmény ve fenotypu kotenovych vlaskt po
ptsobeni 100 mmol.I* NaCl, 200 mmol.I"? sorbitolu, 0,1 pmol.I? PQ, 0,2 pmol.I* PQ a 0,5
umol.1? PQ.

V kontrolnich podminkach méli linie C24 typicky kontrolni fenotyp, ktery pti ristu
nevykazoval zadné zmény (Obr. 23A, C, E). U linii C24-ABD2-GFP a C24-MAP4-GFP byl
zietelny aktivnéjsi rist kofene, protoze délka od Spicky kotene k prvnim kofenovym vlaskiim
byla viditeln¢ delsi. Linie der1-3 si uchovavali svij typicky vinity vzor rustu kofene (Obr. 23B,
D, F). Fenotypy koiene derl-3 linii se po piisobeni 100 mmol.I"* NaCl (Obr. 25), 200 mmol.I*
sorbitolu neménily (Obr. 27), s vyjimkou oxidativniho stresu, kdy dochazelo k obCasnému
ohybani kofenovych $picek (Obr. 29 a 31), coz bylo nejéastéji pti koncentraci 0,5 pmol.1 PQ
(Obr. 30).

Typicky fenotyp kotfenovych vlaski byl u vSech linii v kontrolnich podminkéch
zachovan. Linie C24 (i transformované) méli vlasky dlouhé a nerozvétvené (Obr. 24A, C, E).
Linie derl1-3 (i transformované) méli vlasky nevyvinuté a kratké (Obr. 24B, D, F). Po ptisobeni
100 mmol.I"t NaCl a 200 mmol.I*! sorbitolu byly zmény ve fenotypu vlaskd u porovnavanych
linii podobné. U linii C24 se vyskytovaly rozvétvené kofenové vlasky, nékdy i kratsi (Obr. 26A,
C, E). U osmotického stresu se vyskyt téchto abnormalit snizil (Obr. 28A, C, E). Kofenové
vlasky linii der1-3 méli tendenci se prodluzovat a vyskytovaly se ve shlucich (Obr. 26B, D, F),
pricemz u osmotického stresu to bylo opét v mensi miie (Obr. 28B, D, F). Oxidativni stres m¢l
celkové vyrazny vliv, jak na ruast kofene, tak 1 na vyvin kofenovych vlaski. Se zvysujici se
koncentraci PQ se vlasky uz skoro nevyskytovaly. Pfi koncentraci 0,1 pmol.1? PQ mély linie
C24 vlasky kratsi, vyskytovaly se i zony bez nich (Obr. 30A, C, E). Linie derl-3 mély vétsinou
vlasky bez abnormalit a vyskytovaly se i zony s hustéj$im vyskytem kotenovych vlasku, ale
i bez kotenovych vlaski (Obr. 30B, D, F). Koncentrace 0,2 umollI? PQ vyvolavala stejné
efekty (Obr. 32) a u média s obsahem 0,5 pmol.I"! PQ se vlasky skoro u Zadné linie nevyvinuly
(Obr. 34).
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Obr. 23: Fenotyp apikalni ¢asti kotfent linii C24 (A), derl-3 (B), C24-ABD2-GFP (C), derl-
3-ABD2-GFP (D), C24-MAP4-GFP (E), a der1-3-MAP4-GFP (F) v kontrolnich podminkach.

Rostliny jsou 5. den od vykliceni, méfitko je 1 mm.

Obr. 24: Fenotyp kofenovych vlaski linii C24 (A), derl-3 (B), C24-ABD2-GFP (C), der1-3-
ABD2-GFP (D), C24-MAP4-GFP (E), a derl-3-MAP4-GFP (F) v kontrolnich podminkach.
Rostliny jsou 5. den od wvykliCeni, Sipky ukazuji typicky fenotyp kotfenovych vlaska

u jednotlivych linii. Métitko je 100 pm.

Obr. 25: Fenotyp apikalni &asti kotent: linii C24 (A), derl-3 (B), C24-ABD2-GFP (C), derl-
3-ABD2-GFP (D), C24-MAP4-GFP (E), a der1-3-MAP4-GFP (F) pfi piisobeni 100 mmol.I™

NaCl. Rostliny jsou 5. den od vykli¢eni, métitko je 1 mm.
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Obr. 26: Fenotyp kofenovych vlaska linii C24 (A), derl-3 (B), C24-ABD2-GFP (C), derl-3-
ABD2-GFP (D), C24-MAP4-GFP (E), a der1-3-MAP4-GFP (F) pii pisobeni 100 mmol.1*

NaCl. Rostliny jsou 5. den od vykliceni, Sipky ukazuji typicky fenotyp koienovych vlaskt
u jednotlivych linii v danych podminkach. Métitko je 100 um.

Obr. 27: Fenotyp apikalni ¢asti kotfent linii C24 (A), derl-3 (B), C24-ABD2-GFP (C), derl-
3-ABD2-GFP (D), C24-MAP4-GFP (E), a der1-3-MAP4-GFP (F) pfi piisobeni 200 mmol.I™

sorbitolu. Rostliny jsou 5. den od vykli¢eni, métitko je 1 mm.

m" .
b :

Obr. 28: Fenotyp kotenovych vlaska linii C24 (A), derl-3 (B), C24-ABD2-GFP (C), derl-3-
ABD2-GFP (D), C24-MAP4-GFP (E), a der1-3-MAP4-GFP (F) pti pisobeni 200 mmol.1*

sorbitolu. Rostliny jsou 5. den od vykli¢eni, Sipky ukazuji typicky fenotyp kofenovych vlaskt
u jednotlivych linii v danych podminkach. Métitko je 100 pm.
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Obr. 29: Fenotyp apikalni ¢asti kotent linii C24 (A), derl-3 (B), C24-ABD2-GFP (C), derl-
3-ABD2-GFP (D), C24-MAP4-GFP (E), a der1-3-MAP4-GFP (F) pii ptisobeni 0,1 pmolI*

PQ. Rostliny jsou 5. den od vykli¢eni, métitko je 1 mm.

(Fl |

Obr. 30: Fenotyp kofenovych vlaski linii C24 (A), derl-3 (B), C24-ABD2-GFP (C), derl-3-
ABD2-GFP (D), C24-MAP4-GFP (E), a derl-3-MAP4-GFP (F) pii plisobeni 0,1 pmol.I* PQ.
Rostliny jsou 5. den od vykliceni, Sipky ukazuji typicky fenotyp kotfenovych vlaskl

u jednotlivych linii v danych podminkach. Métitko je 100 pm.

|

Obr. 31: Fenotyp apikalni &asti kotent: linii C24 (A), derl-3 (B), C24-ABD2-GFP (C), derl-
3-ABD2-GFP (D), C24-MAP4-GFP (E), a derl-3-MAP4-GFP (F) pii piisobeni 0,2 pmol.I*

PQ. Rostliny jsou 5. den od vykli¢eni, métitko je 1 mm.
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Obr. 32: Fenotyp kofenovych vlaska linii C24 (A), derl-3 (B), C24-ABD2-GFP (C), derl-3-
ABD2-GFP (D), C24-MAP4-GFP (E), a der1-3-MAP4-GFP (F) pii piisobeni 0,2 pmol.1" PQ.

Rostliny jsou 5. den od vykliceni, Sipky ukazuji typicky fenotyp kotfenovych vlaskl
u jednotlivych linii v danych podminkach. Métitko je 100 um.

Obr. 33: Fenotyp apikalni ¢asti kofenu linii C24 (A), derl-3 (B), C24-ABD2-GFP (C), derl-
3-ABD2-GFP (D), C24-MAP4-GFP (E), a der1-3-MAP4-GFP (F) pfti ptisobeni 0,5 umol.I™

PQ. Rostliny jsou 5. den od vykliceni, méfitko je 1 mm.

N

Obr. 34: Fenotyp kotenovych vlaska linii C24 (A), derl-3 (B), C24-ABD2-GFP (C), derl-3-
ABD2-GFP (D), C24-MAP4-GFP (E), a der1-3-MAP4-GFP (F) pii piisobeni 0,5 pmol.1" PQ.

Rostliny jsou 5. den od wvykliCeni, Sipky ukazuji typicky fenotyp kotenovych vlaski
u jednotlivych linii v danych podminkéach. Métitko je 100 um.
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5. 3. 2. 3 Zmény morfologie celych rostlin po ovlivnéni NaCl, sorbitolem a PQ

Rostliny byly po ukon¢eni experimentu fotograficky dokumentovany ptimo v Petriho miskach
ato vzdy 11. den od vykli¢eni a nasledn¢ pak 18. den od vyklic¢eni. U rostlin byly pozorovany

zmény v morfologii nadzemni i podzemni ¢asti.

V kontrolnich podminkach vykazovali linie derl-3 vinity vzor rustu kofene. Navic bylo
zietelné, ze rostli pomaleji, méli tedy kratsi kofeny a i mensi nadzemni ¢ast. Linie C24-ABD2-
GFP a C24-MAP4-GFP rostli nejrychleji (Obr. 35). Po piisobeni 100 mmol.I'* NaCl byly
vSechny rostliny mensi, a to jak nadzemni, tak i podzemni ¢ast. U linii derl-3 se zachoval vinity
vzor rustu kofene. Od 11. dne byla zachovana proporce velikosti rostlin, pfi¢emz linie C24 byly
vétsi oproti liniim derl-3. 18. den od vykliceni se ale tyto rozdily zmensovali (Obr. 36).
Nejvyraznéji se odliSovala linie C24-MAP4-GFP, ktera méla nejvétsi rostliny (Obr. 36E). Po
pusobeni 200 mmol.1? sorbitolu byla morfologie linii podobna jako u solného stresu, piicemz
se opét po 18. dni od vykli¢eni stirali velikostni rozdily mezi liniemi C24 a der1-3 (Obr. 37).
Rostliny linie C24-MAP4-GFP byly vsak opét nejvétsi (Obr. 37E). Po ptisobeni oxidativniho
stresu byly vSechny linie velikostné porovnatelné, coZ opét naznacuje, Ze linie derl-3 mohou
byt 0 néco malo odolngjsi viic¢i tomuto typu stresu. Dokumentuji to hlavné fotografie rostlin 18.
den od vykliCeni, které byly u linie derl-3 vyrazné¢ vétsi (Obr. 38B, D, F a 39B, D, F).
U koncentrace 0,5 pmol.I" PQ byly tyto rozdily viditelné, ale uz ne tak vyrazné (Obr. 40B, D,

F). Obecné oxidativni stres redukoval u vSech linii velikost kofenového systému (Obr. 38-40).

Obr. 35: Morfologie rostlin jednotlivych linii v kontrolnich podminkach po ukonceni
experimentu. Rostliny jsou 18. den od vyklic¢eni. A) derl-3, B) C24, C) der1-3-ABD2-GFP, D)
C24-ABD2-GFP, E) derl-3-MAP4-GFP, F) C24-MAP4-GFP.
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Obr. 36: Morfologie rostlin jednotlivych linii pfi pisobeni 100 mmol.I"! NaCl po ukonéeni
experimentu. Rostliny jsou 18. den od vykli¢eni. A) C24-ABD2-GFP, B) derl-3, C) C24, D)
derl-3-MAP4-GFP, E) C24-MAP4-GFP, F) derl-3-ABD2-GFP.
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Obr. 37: Morfologie rostlin jednotlivych linii p¥i ptisobeni 200 mmol.1*! sorbitolu po ukon&eni
experimentu. Rostliny jsou 18. den od vykli¢eni. A) C24-ABD2-GFP, B) derl-3, C) C24, D)
derl-3-MAP4-GFP, E) C24-MAP4-GFP, F) derl-3-ABD2-GFP.
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Obr. 38: Morfologie rostlin jednotlivych linii pfi piisobeni 0,1 umoll? PQ po ukonéeni
experimentu. Rostliny jsou 18. den od vykli¢eni. A) C24, B) derl-3, C) C24-ABD2-GFP, D)
derl-3-ABD2-GFP, E) C24-MAP4-GFP, F) der1-3-MAP4-GFP.

Obr. 39: Morfologie rostlin jednotlivych linii pfi piisobeni 0,2 pmoll? PQ po ukondeni
experimentu. Rostliny jsou 18. den od vyklic¢eni. A) C24, B) derl-3, C) C24-ABD2-GFP, D)
derl1-3-ABD2-GFP, E) C24-MAP4-GFP, F) derl1-3-MAP4-GFP.

Obr. 40: Morfologie rostlin jednotlivych linii p¥i plisobeni 0,5 pmoll? PQ po ukondeni
experimentu. Rostliny jsou 18. den od vykli¢eni. A) C24, B) derl-3, C) C24-ABD2-GFP, D)
derl-3-ABD2-GFP, E) C24-MAP4-GFP, F) derl1-3-MAP4-GFP.
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5. 3. 3 Parametry kofene a fenotyp korenovych vlaskii po prekladu rostlin na solny,

osmoticky a oxidativni stres
5. 3. 3. 1 Délky primarnich koreni a jejich prirtastky za 24 h

Semena po sterilizaci byla vysazena na % kultiva¢ni média a po indukci a synchronizaci kli¢eni
pti 4°C byly Petriho misky umistnéné do fytotronu. Tteti den po vykli¢eni byly rostliny ve
sterilnich podminkach jemnou manipulaci pomoci pinzety pielozeny na 'z kultivaéni média
s obsahem 100 mmol.I"* NaCl, 200 mmol.I* sorbitolu, 0,1 pmol.I* PQ, 0,2 pmol.I* PQ a 0,5
pumol.I PQ. Hned po piekladu a kazdy nasledujici den byly rostliny skenovany piimo v Petriho
miskach po dobu 5 dnti. Z naskenovanych obrazkl byly nasledné zméteny délky primarnich
kotenti v programu ImageJ a zaznamenal se tak rast jednotlivych linii na pouzitych médiich
(Obr. 41). V kontrolnich podminkach vykazovali nejrychlejsi rust linie C24-MAP4-GFP a C24-
ABD2-GFP. U ostatnich linii nebyly zaznamenany zadné rozdily (Obr. 41A). Po ptisobeni 100
mmol.I* NaCl nejlépe rostla linie C24-MAP4-GFP, u ostatnich linii byly piiriistky kofene
porovnatelné (Obr. 41B). U 200 mmol.I" sorbitolu byl réist kofenti podobny jako v kontrolnich
podminkach, tedy vSechny linie C24 rostli rychleji nez linie derl-3 (Obr. 41C). Ptirdstek
primarnich kotfenti byl ale o necelych 10 mm mensi. Oxidativni stres ve vSech koncentracich
ovlivnil rast primarnich kofenii nejvice. VSechny linie byly porovnatelné, neprojevil se ani
rozdil v rastu kofenti mezi liniemi C24 a derl-3. Lze fict, Ze linie derl-3 byly na tento druh
stresu, ponékud vice, rezistentn&jsi. U koncentrace 0,1 pmol.1"! PQ miizeme pozorovat, Ze linie
der1-3-ABD2-GFP a derl-3-MAP4-GFP méli relativné zna¢ny pfiristek primarniho kofene,
piri¢emz dalsi linie rostli uz jenom minimaln¢ (Obr. 41D). Se zvySujici se koncentraci PQ se

rostliny adaptovali hute (Obr. 41D, E, F).

Z hodnot délek primarnich kotenti byly nasledné vypocitany primérné piirastky kotfena
za 24 h (Obr. 42). Pii solném a osmotickém stresu byly ptirGstky mirné redukovany, na rozdil
od oxidativniho stresu, kde byl rapidni rozdil vii¢i kontrole. Se zvySujici se koncentraci PQ byla
redukce ptirGstku kotent vétsi. Nejvyssi ptirtistek v kontrolnich podminkéch méli linie C24-
MAP4-GFP a C24-ABD2-GFP (Obr. 42A), coz korelovalo i s délkou kofent (Obr. 41A).
U solného stresu méla nejvétsi piirtistek linie C24-MAP4-GFP, u ostatnich linii byl pfiristek
porovnatelny (Obr. 42B). U osmotického stresu se projevil stejny trend jako v kontrolnich
podminkach, jen uz ne s tak vyraznym rozdilem (Obr. 42C). Linie derl-3 celkové rostli
pomaleji, tedy 1 prirGstek za 24 h byl mensi. U oxidativniho stresu byly pfirtistky vSech linii

porovnatelné (Obr. 42D, E, F), tudiz se stirali rozdily mezi liniemi C24 a derl-3, coz potvrzuje,

56



ze linie derl-3 miiZe byt, na tento typ stresu, vice rezistentni. Pfi koncentraci 0,1 pmolLI? PQ
méli linie derl-3 nejvyssi prirtstek, kde byl potvrzen i statisticky vyznamny rozdil (p<0,05),
uréeny ANOV A a nasledné Fisherovym LSD testem (Obr. 42D).
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Obr. 41: Pramérny rast primarnich kotent linii C24, C24, derl-3, C24-ABD2-GFP, derl-3-
ABD2-GFP, C24-MAP4-GFP a derl-3-MAP4-GFP, ptelozenych na média s indukei solného,
osmotického a oxidativniho stresu. Rostliny byly sledovany po dobu 4 dnli od piekladu na
kontrolni médium (A), na médium s obsahem 100 mmol.I"t NaCl (B), 200 mmol.I sorbitolu
(C), 0,1 umolLI* PQ (D), 0,2 pmol.1* PQ (E), a 0,5 pmol.1* PQ (F). Data reprezentuji primér
+SD ze 2 biologickych replik u solného a osmotického stresu pii poctu 8 rostlin

a u oxidativniho stresu + SD z 1 biologické repliky pti poctu 12 rostlin.
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Obr. 42: Prumérny piiristek kofent za 24 h linii C24, C24, derl-3, C24-ABD2-GFP, derl-3-
ABD2-GFP, C24-MAP4-GFP a derl-3-MAP4-GFP, ptelozenych na média s indukei solného,

e&‘x

osmotického a oxidativniho stresu. Rostliny byly sledovany po dobu 5 dnli od vykli¢eni na
kontrolnim médiu (A), na médiu s obsahem 100 mmol.I"* NaCl (B), 200 mmol.I sorbitolu (C),
0,1 pmol.1* PQ (D), 0,2 umol.1 PQ (E), a 0,5 pmol.1* PQ (F). Data reprezentuji priimér + SD
ze 2 biologickych replik u solného a osmotického stresu, vzdy po 8 rostlindch a u oxidativniho
stresu £ SD z 1 biologické repliky, vZzdy po 12 rostlinach. Indexy nad sloupci vyjadiuji
statisticky signifikantni rozdily (p < 0,05) mezi jednotlivymi liniemi, uréené pomoci ANOVA

a nasledného Fisherova LSD testu.
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5. 3. 3. 2 Fenotyp korene a kofenovych vlaski

Rostliny byly po ukonceni experimentl, coz bylo 8. den od vykliceni (5. den po piekladu),
nafoceny ptimo V Petriho miskach ve stereomikroskopu. Fotografie dokumentuji fenotyp
celého kofene a nasledné pak zmény ve fenotypu kofenovych vlaski po pisobeni 100 mmol.1?

NaCl, 200 mmol.I* sorbitolu, 0,1 pmolL.I* PQ, 0,2 pmol.1* PQ a 0,5 pmol.I* PQ.

Linie C24 vykazovaly typicky kontrolni fenotyp kotene (Obr. 43A, C, E), jejich rust byl
normalni. Linie C24-ABD2-GFP a C24-MAPA4-GFP byly vétsi a kotfen mély delsi, protoze
délka od $picky kofene k prvnim kofenovym vlaskim byla viditeln¢ del$i. Linie derl-3 mély
svij typicky vinity vzor ristu kofene (Obr. 43B, D, F). Fenotypy kofene se po pusobeni 100
mmol.I"t NaCl (Obr. 45), 200 mmol.I* sorbitolu (Obr. 47) nezménil, jenom u oxidativniho
stresu dochéazelo k obasnému ohybani kofenovych Spic¢ek (Obr. 49 a 51), nejcastéji vSak pfi

koncentraci 0,5 pmol.1"t PQ (Obr. 51).

Fenotyp kotenovych vlaskti byl v kontrolnich podminkach u vSech linii zachovan. Linie
C24 (i transformované) mély vlasky dlouhé a nerozvétvené (Obr. 44A, C, E) a linie derl-3
(i transformované) mély vlasky nevyvinuté a kratké (Obr. 44B, D, F). Po pusobeni 100
mmol.I"* NaCl a 200 mmol.I"! sorbitolu byly zmény ve fenotypu vlaski podobné. U linii C24
se vyskytovaly krat$i a rozvétvené kotenové vlasky (Obr. 46A, C, E a 48A, C, E). Kofenové
vlasky linii der1-3 se obcas prodlouzily a vyskytovaly se ve shlucich (Obr. 46B, D, F), pfi¢emz
se u osmotického stresu vyskytovala pievazné jen nahromadéni kotenovych vlaskt (Obr. 48B,
D, F). Oxidativni stres mél celkové vyrazny vliv, jak na rust kofene, tak i na vyvin kofenovych
vlaski, se zvysujici se koncentraci se vlasky uz skoro nevyskytovaly. U 0,1 pmol.I" PQ mély
linie C24 vlasky kratsi a po adaptaci se vyskytovaly zony bez vlaskia (Obr. 50A, C, E). Linie
derl-3 mély vétSinou vlasky bez abnormalit, jen se ob¢as vyskytovaly zony s vy$si hustotou,
nebo bez kotenovych vlaskt (Obr. 50B, D, F). Koncentrace 0,2 umol.I" PQ vyvolavala stejné
efekty jako u predchozi koncentrace (Obr. 52). Na médiu s obsahem 0,5 pmol.1* PQ se vlasky
po piekladu snazily vyvijet, coz zpusobilo, ze linie C24 mély krat$i vlasky a derl-3
nahromadéné vlasky. Posléze se pak uz vibec nevyvijely, takze byly pfitomné zony bez

kotfenovych vlaska (Obr. 54).
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Obr. 43: Fenotyp kofenti linii C24 (A) derl-3 (B), C24-ABD2-GFP (C), der1-3-ABD2-GFP
(D), C24-MAP4-GFP (E), a der1l-3-MAP4-GFP (F) v kontrolnich podminkach. Rostliny jsou
8. den od vykli¢eni (5. den po prekladu), métitko je 500 um.

Obr. 44: Fenotyp kofenovych vlaski linii C24 (A), derl-3 (B), C24-ABD2-GFP (C), derl-3-
ABD2-GFP (D), C24-MAP4-GFP (E), a derl-3-MAP4-GFP (F) v kontrolnich podminkach.
Rostliny jsou 8. den od wvykli¢eni (5. den po piekladu), Sipky ukazuji typicky fenotyp
kotenovych vlaskl u jednotlivych linii. Méfitko je 200 pm.

Obr. 45: Fenotyp kotent linii C24 (A), derl-3 (B), C24-ABD2-GFP (C), derl-3-ABD2-GFP
(D), C24-MAP4-GFP (E), a der1-3-MAP4-GFP (F) pii ptisobeni 100 mmol.I* NaCl. Rostliny
jsou 8. den od vykliceni (5. den po ptekladu), métitko je 500 pm.
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Obr. 46: Fenotyp kotenovych vlaska linii C24 (A), derl-3 (B), C24-ABD2-GFP (C), derl-3-
ABD2-GFP (D), C24-MAP4-GFP (E), a der1-3-MAP4-GFP (F) pfi ptisobeni 100 mmol.1*
NaCl. Rostliny jsou 8. den od vykliceni (5. den po ptekladu), Sipky ukazuji typicky fenotyp
kotenovych vlaski u jednotlivych linii v danych podminkach. Métitko je 200 pm.
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Obr. 47: Fenotyp kotenu linii C24 (A), derl-3 (B), C24-ABD2-GFP (C), derl-3-ABD2-GFP
(D), C24-MAP4-GFP (E), a derl-3-MAP4-GFP (F) pii piisobeni 200 mmol.I* sorbitolu.
Rostliny jsou 8. den od vykli€eni (5. den po piekladu), métitko je 500 pm.

Obr. 48: Fenotyp kotfenovych vlaska linii C24 (A), derl-3 (B), C24-ABD2-GFP (C), derl-3-
ABD2-GFP (D), C24-MAP4-GFP (E), a derl-3-MAP4-GFP (F) pii piisobeni 200 mmol.1*
sorbitolu. Rostliny jsou 8. den od vyklic¢eni (5. den po piekladu), Sipky ukazuji typicky fenotyp
kotenovych vlaski u jednotlivych linii v danych podminkach. Métitko je 200 um.
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Obr. 49: Fenotyp kotenu linii C24 (A), derl-3 (B), C24-ABD2-GFP (C), derl-3-ABD2-GFP
(D), C24-MAP4-GFP (E), a der1-3-MAP4-GFP (F) pti pisobeni 0,1 pmol.I"* PQ. Rostliny jsou
8. den od vykli¢eni (5. den po prekladu), métitko je 500 um.

Obr. 50: Fenotyp kofenovych vlaski linii C24 (A), derl-3 (B), C24-ABD2-GFP (C), derl-3-
ABD2-GFP (D), C24-MAP4-GFP (E), a der1-3-MAP4-GFP (F) pii piisobeni 0,1 pmol.1 PQ.

Rostliny jsou 8. den od vykli¢eni (5. den po ptekladu), Sipky ukazuji typicky fenotyp
kotenovych vlaski u jednotlivych linii v danych podminkéach. Métitko je 200 pm.

ILA

Obr. 51: Fenotyp kotent linii C24 (A), derl-3 (B), C24-ABD2-GFP (C), derl-3-ABD2-GFP
(D), C24-MAP4-GFP (E), a der1-3-MAP4-GFP (F) pfi piisobeni 0,2 pmol.I't PQ. Rostliny jsou
8. den od vykli¢eni (5. den po ptekladu), métitko je 500 um.
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Obr. 52: Fenotyp kotenovych vlaska linii C24 (A), derl-3 (B), C24-ABD2-GFP (C), derl-3-
ABD2-GFP (D), C24-MAP4-GFP (E), a der1-3-MAP4-GFP (F) pii piisobeni 0,2 pmol.1" PQ.
Rostliny jsou 8. den od vykli¢eni (5. den po piekladu), Sipky ukazuji typicky fenotyp
kotenovych vlaski u jednotlivych linii v danych podminkach. Métitko je 200 um.

i

Obr. 53: Fenotyp kofent: linii C24 (A), derl-3 (B), C24-ABD2-GFP (C), derl-3-ABD2-GFP
(D), C24-MAP4-GFP (E), a der1-3-MAP4-GFP (F) pfi piisobeni 0,5 pmol.I* PQ. Rostliny jsou

8. den od vykli¢eni (5. den po piekladu), métitko je 500 pm.
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Obr. 54: Fenotyp kotfenovych vlaska linii C24 (A), derl-3 (B), C24-ABD2-GFP (C), derl1-3-
ABD2-GFP (D), C24-MAP4-GFP (E), a der1-3-MAP4-GFP (F) pii piisobeni 0,5 pmol.1" PQ.

Rostliny jsou 8. den od vykliceni (5. den po piekladu), Sipky ukazuji typicky fenotyp
kotfenovych vlaski u jednotlivych linii v danych podminkach. Métitko je 200 um.

63



5. 3. 3. 3 Zmény morfologie celych rostlin po ovlivnéni NaCl, sorbitolem a PQ

Rostliny po ukonceni experimentu byly ptimo vyfoceny v Petriho miskach, a to vzdy 11. den
po prekladu (14. den od vykli¢eni) a nasledn¢ pak 17. den po ptekladu (20. den od vykliceni).

Dokumentovany jsou zmény v morfologii nadzemni i podzemni ¢asti.

V kontrolnich podminkach linie derl-3 mély vinity vzor ristu kotene a rostly pomaleji,
mély tedy kratsi kofeny a i mensi nadzemni ¢ast. Linie C24-ABD2-GFP a C24-MAP4-GFP
rostly nejrychleji (Obr. 55). Po piisobeni 100 mmol.I™* NaCl byly viechny rostliny mensi, a to
jak jejich nadzemni, tak podzemni ¢ast. U linii derl-3 se zachoval vInity vzor kofene. Po 11.
dni po prekladu uz byly linie C24 a derl-3 velikostné porovnatelné. 17. den po piekladu byl
stav podobny (Obr. 56), nejrapidnéji se vyvijela linie C24-MAP4-GFP, ktera byla nejvétsi (Obr.
56E). Po ptisobeni 200 mmol.I"! sorbitolu nebyly riistové rozdily mezi liniemi C24 a derl-3
patrné (Obr. 57). 11. den po piekladu vykazovala nejvyssi odolnost linie C24-ABD2-GFP.
Ovsem 17. den po piekladu se zdaly nejodolng&jsi linie derl-3 a derl-3-MAP4-GFP (Obr. 57A,
E). Po oxidativni stresu byly linie derl-3 o mnoho vétsi a mély i zelenéjsi nadzemni ¢ast (Obr.
58-60 B, D, F). Nejlépe to bylo patrné u koncentrace 0,1 umol.I PQ, a to 18. den po piekladu
(Obr. 58). U koncentrace 0,5 pmol.I"t PQ byly tyto rozdily méné patrné, oviem stale viditelné
(Obr. 60). Pti oxidativnim stresu byl u vSech linii nejvice redukovan kotfenovy systém, se

zvysujici se koncentraci PQ byla zietelna i redukce celkového vyvoje rostlin (Obr. 58-60).

Obr. 55: Morfologie rostlin jednotlivych linii v kontrolnich podminkach po ukonceni
experimentu. Rostliny jsou 17. den po piekladu (20. den od vykli¢eni). A) derl-3, B) C24, C)
der1-3-ABD2-GFP, D) C24-ABD2-GFP, E) der1-3-MAP4-GFP, F) C24-MAP4-GFP.
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Obr. 56: Morfologie rostlin jednotlivych linii pti plisobeni 100 mmol.1"* NaCl po ukonceni
experimentu. Rostliny jsou 17. den po piekladu (20. den od vykli¢eni). A) derl-3, B) C24, C)
derl-3-ABD2-GFP, D) C24-ABD2-GFP, E) der1-3-MAP4-GFP, F) C24-MAP4-GFP.

ingllrect 1.5 N B C i E 1t V- Mido Meoot F
AN 000 e g | € 2 oM Rt

Obr. 57: Morfologie rostlin jednotlivych linii p¥i ptisobeni 200 mmol.1"* sorbitolu po ukonéeni
experimentu. Rostliny jsou 17. den po piekladu (20. den od vykli¢eni). A) derl-3, B) C24, C)
derl-3-ABD2-GFP, D) C24-ABD2-GFP, E) der1-3-MAP4-GFP, F) C24-MAP4-GFP.
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Obr. 58: Morfologie rostlin jednotlivych linii pfi piisobeni 0,1 pmoll? PQ po ukonéeni
experimentu. Rostliny jsou 17. den po piekladu (20. den od vykli¢eni). A) C24, B) derl-3, C)

C24-ABD2-GFP, D) der1-3-ABD2-GFP, E) C24-MAP4-GFP, F) derl1-3-MAP4-GFP.

Obr. 59: Morfologie rostlin jednotlivych linii p¥i ptisobeni 0,2 pmol.l? PQ po ukondeni
experimentu. Rostliny jsou 17. den po piekladu (20. den od vykli¢eni). A) C24, B) derl-3, C)
C24-ABD2-GFP, D) der1-3-ABD2-GFP, E) C24-MAP4-GFP, F) der1-3-MAP4-GFP.

A

B " 7o D E ‘ ) 3 -
Bl I Il I e B Ll N

Obr. 60: Morfologie rostlin jednotlivych linii pfi psobeni 0,5 pmoLl* PQ po ukonéeni
experimentu. Rostliny jsou 17. den po piekladu (20. den od vykli¢eni). A) C24, B) derl-3, C)
C24-ABD2-GFP, D) der1-3-ABD2-GFP, E) C24-MAP4-GFP, F) der1-3-MAP4-GFP.
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5. 4 Zmény ve struktufe a dynamice aktinového a mikrotubulového cytoskeletu po
pisobeni 100 mmol.I'* NaCl u linii C24-ABD2-GFP, der1-3-ABD2-GFP, C24-MAP4-GFP
a derl-3-MAP4-GFP

Vysterilizovana semena byla vysazena na 2 kultivaéni médium a po dobu 2-3 dnti ponechana
ve 4°C pro synchronizaci kli¢eni. Poté byly misky pteneseny do fytotronu. Pro experiment byly
pouzity 2-3 denni rostliny. Pro sledovani hypokotyli byly rostliny pfipraveny tésné pred
snimanim do mikroskopickych komirek, kryci skla byla pfikryta Parafilmem ze vSech 4 stran.
Rostliny tak byly pfipraveny na mikroskopické pozorovani. 100 mmol.1"* NaCl byl aplikovan
pomoci perfuzni metody, pipetovanim 10 x po 10 pl po dobu ptiblizné 10 min. Rostliny byly
sledovany v Laserovém mikroskopu pro live cell imaging (Spining disk) Axio Observer Z1,
ZEISS pfti nastavenych parametrech pro detekci GFP s excitaci pfi 488 nm a s emisnim
spektrem 509 nm (emisni filtr BP 525/50). Autofluorescence chlorofylu byla snimana pti
exitaci pii 488 nm v emisnim spektru 667 nm (emisni filtr BP 690/50).

Pro snimédni kotfenovych Spicek byly rostliny ptipraveny den piedem do
mikroskopickych komtirek a stabilizovany 24 h ve sklenénych kyvetach ve fytotronu. Dalsi den
pied skenovanim byly vzorky ptikryty ze vSech Ctyf stran kryciho skla Parafilmem a ptipraveny
na pozorovani. Aplikace solného stresu byla stejna jako u skenovani buné¢k hypokotylu.
Rostliny byly opét sledovany v Laserovém mikroskopu pro live cell imaging (Spining disk)
Axio Observer Z1, ZEISS pfi nastavenych parametrech pro detekci GFP s excitaci pii 488 nm
a s emisnim spektrem 509 nm (emisni filtr BP 525/50).

5. 4. 1 Morfologie cytoskeletu hypokotylovych bunék a bunék koienové $pi¢ky linii C24-
ABD2-GFP, C24-MAP4-GFP a derl-3-ABD2-GFP, derl-3-MAP4-GFP v kontrolnich

podminkach

Rozdily v morfologii cytoskeletu mezi liniemi C24 a der1-3 byly porovnany na trovni bun¢k
hypokotylu a bun¢k kotfenové spicky. Aktinovy cytoskelet v hypokotylovych buikach byl
u mutantni linie der1-3-ABD2-GFP (Obr. 62) tvofen krat§imi a ten¢imi vlakny nez u kontrolni
linie C24-ABD2-GFP (Obr. 61). U mikrotubulového cytoskeletu se vyrazné rozdily mezi
liniemi nevyskytovaly, jen buriky hypokotylu linie derl-3-MAP4-GFP (Obr. 64) byly mensi
nez u C24-MAP4-GFP (Obr. 63) a MT sit’ byla trochu denzné;jsi.

U kotenovych $picek byl patrny rozdil ve velikosti bunék mezi liniemi C24 a derl-3,

ktery byl zminén uzZ v piedchozi kapitole. Buniky linii C24 v porovnatelnych zénach kotene

67



byly vétsi. Porovnanim aktinového cytoskeletu mezi liniemi C24-ABD2-GFP a der1-3-ABD2-

GFP ukazalo, Ze linie derl-3 ma aktinova vlakna kratsi a jemné&jsi nez linie C24 (Obr. 65A, B,

E a F). Tento rozdil byl patrny uz v hypokotylovych buiikach. Mikrotubulovy cytoskelet se
mezi liniemi vyrazné neodlisoval (Obr. 65 C, D, G a H).

Obr. 61: Buiky hypokoylu linie C24-ABD2-GFP v kontrolnich podminkach. Obrazky
znazornuji morfologii aktinového cytoskeletu v ¢asovych intervalech snimani A) 0 min, B) 7,5

min, C) 15 min, D) 22,5 min, E) 30min. M¢titko je 10 um.

Obr. 62: Bunky hypokotylu linie derl-3-ABD2-GFP za kontrolnich podminek. Obrazky
znazornuji morfologii aktinového cytoskeletu v ¢asovych intervalech snimani A) 0 min, B) 7,5

min, C) 15 min, D) 22,5 min, E) 30min. Mé&fitko je 10 pum.

Obr. 63: Buiky hypokotylu linie C24-MAP4-GFP v kontrolnich podminkach. Obrazky

znazornuji morfologii mikrotubulového cytoskeletu v casovych intervalech snimani A) 0 min,

B) 7,5 min, C) 15 min, D) 22,5 min, E) 30min. M¢titko je 10 pm.
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Obr. 64: Bunky hypokotylu linie derl-3-MAP4-GFP v kontrolnich podminkach. Obrazky
znazoriuji morfologii mikrotubulového cytoskeletu v ¢asovych intervalech snimani A) 0 min,

B) 7,5 min, C) 15 min, D) 22,5 min, E) 30min. M¢ftitko je 10 um.

Obr. 65: Cytoskelet kofenovych $pic¢ek v kontrolnich podminkach. Obrazky znazorfiuji pohled
na celou kofenovou $picku a vyfez nékolika bunck ze stejné zoény kotenove Spicky linie C24-
ABD2-GFP (A, E), derl-3-ABD2-GFP (B, F), C24-MAP4-GFP (C, G), a der1-3-MAP4-GFP
(D, H). Méftitko je 10 pmu A-D a 5 pmu E-H.
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5. 4. 2 Vliv solného stresu (100 mmol.I'* NaCl) na cytoskelet linii C24-ABD2-GFP, C24-
MAP4-GFP, derl-3-ABD2-GFP a derl-3-MAP4-GFP

2-3 denni rostliny byly skenovany nejprve v kontrolnich podminkach kazdych 30 s po dobu 30
min v ptipad¢ hypokotylovych bunék a kazdych 45 s po dobu 30 min u kotenové $picky. Po
prvnim snimani byl k rostlindm $etrn& aplikovan NaCl v koncentraci 100 mmol.I"* p¥iblizné po
dobu 10 min. Mikroskopické preparaty byly nasledné skenovany stejnym zpiisobem jako

Vv kontrolnich podminkach ve stejné zon¢ bunck.

U hypokotylovych bunék byly mezi liniemi v reakci na solny stres vidét rozdily. U linie
derl-3-ABD2-GFP byl aktinovy cytoskelet citlivéjsi nez linie C24-ABD2-GFP (Obr. 66).
V kontrolnich podminkach se aktinova vlakna uz mirn¢ svazkovala (Obr. 67A-E). Po ptisobeni
100 mmol.I* NaCl se béhem 10 minut u linie derl-3-ABD2-GFP kratka aktinova vlakna
rozpadla a vznikala dlouha, tlust$i vlakna (Obr. 67F-J). U linie C24-ABD2-GFP se béhem
plsobeni solného stresu také tvotila dlouhd a tlustsi vlakna, ale ziistala zachovana i ta jemné;jsi.
Silngjsi efekt byl zaznamenan az mezi 20 a 30 min (Obr. 66F-J). Mikrotubulovy cytoskelet linie
C24-MAPA4-GFP byl rezistentnéjsi, protoze depolymerizace a vytvareni bodovych utvart
(spott) bylo pozorovano az ke konci 30 min snimani (Obr. 68F-J). Vzorek byl proto nasniman
dalsich 30 min (Obr. 68K-0), aby byl efekt porovnatelny s linii derl-3-MAP4-GFP. Tato linie
vykazovala silny efekt behem 10. minuty skenovani, mikrotubuly depolymerizovaly a tvofily
se spoty (Obr. 69F-J).

Pisobeni solného stresu na bunky kotfenové Spicky vyvolalo rozdilné reakce mezi
liniemi. U linie C24-ABD2-GFP se aktinova vlakna zacala svazkovat (svazky byly dlouhé), ale
jemnéjsi vlakna byla i po 30 minutach jesté piitomna (Obr. 70F-J). Linie derl-3-ABD2-GFP
byla o trosku citlivéjsi nez linie C24-ABD2-GFP. Po 30 minutach se uz jemna kratka vlakna
téméf nevyskytovala (Obr. 71F-J). U mikrotubulového cytoskeletu se ukézal stejny trend.
U derl-3-MAP4-GFP se efekt solného stresu projevil skoro okamzité po aplikaci (béhem 5 min
skenovani). Mikrotubuly depolymerizovaly a tvotily se spoty (Obr. 73F-J). Tvofeni spotl
a depolymerizace mikrotubulii se u linie C24-MAP4-GFP objevovalo az béhem 15-20 minuty
(Obr. 72F-J). Koteny u vsech linii po plisobeni 100 mmol.1"t NaCl ptestavaly riist.
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Obr. 66: Buiky hypokotylu linie C24-ABD2-GFP. Obrazky znazornuji reakci aktinového

cytoskeletu po plisobeni 100 mmol.I? NaCl. Rostlina byla skenovdna v kontrolnich
podminkach kazdych 30 s po dobu 30 min. Zobrazené ¢asové intervaly A) 0 min, B) 7,5 min,
C) 15 min, D) 22,5 min, E) 30min. Dalsi obrazky ukazuji skenovani rostliny pfi ptisobeni 100
mmol.I* NaCl, jsou vybrany ¢asové intervaly F) 0 min, G) 7,5 min, H) 15 min, 1) 22,5 min, J)
30min. Méftitko je 10 pm.

Obr. 67 Bunky hktylu linie de-3-BD2-GFP.brézky znézorfl reakci aktinového
cytoskeletu po plsobeni 100 mmol.I? NaCl. Rostlina byla skenovdna v kontrolnich
podminkach kazdych 30 s po dobu 30 min. Zobrazené ¢asové intervaly A) 0 min, B) 7,5 min,
C) 15 min, D) 22,5 min, E) 30min. Dalsi obrazky ukazuji skenovani rostliny pti ptisobeni 100
mmol.I"t NaCl, jsou vybrany ¢asové intervaly F) 0 min, G) 7,5 min, H) 15 min, 1) 22,5 min, J)
30min. Méftitko je 10 pm.
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Obr. 68: Bunky hypokotylu linie C24-MAP4-GFP. Obrazky znazornuji reakci
mikrotubulového cytoskeletu po plisobeni 100 mmol.I" NaCl. Rostlina byla skenovina
Vv kontrolnich podminkach kazdych 30 s po dobu 30 min. Zobrazené ¢asové intervaly A) 0 min,
B) 7,5 min, C) 15 min, D) 22,5 min, E) 30min. Dal$i obrazky ukazuji skenovani rostliny pfi
ptsobeni 100 mmol.I* NaCl, jsou vybrany ¢asové intervaly F) 0 min, G) 7,5 min, H) 15 min,
1) 22,5 min, J) 30min. Pro porovnani stejného efektu jako u linie derl-3-MAP4-GFP byla
rostlina skenovana dal$ich 30 minut a obrazky ukazuji ¢asové intervaly K) 0 min, L) 7,5 min,

M) 15 min, N) 22,5 min, O) 30min. Mé&fitko je 10 pm.
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Obr. 69: Bunky hypokotylu linie derl-3-MAP4-GFP. Obrazky znazoriuji reakci
mikrotubulového cytoskeletu po piisobeni 100 mmol.I* NaCl. Rostlina byla skenovina
V kontrolnich podminkach kazdych 30 s po dobu 30 min. Zobrazené ¢asové intervaly A) 0 min,
B) 7,5 min, C) 15 min, D) 22,5 min, E) 30min. Dal$i obrazky ukazuji skenovani rostliny pti
pusobeni 100 mmol.I"t NaCl, jsou vybrany ¢asové intervaly F) 0 min, G) 7,5 min, H) 15 min,
1) 22,5 min, J) 30min. Métitko je 10 pm.
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Obr. 70: Bunky kotenové $picky linie C24-ABD2-GFP. Obrazky znazoriuji reakci aktinového
cytoskeletu po plisobeni 100 mmol.l? NaCl. Rostlina byla skenovana v kontrolnich
podminkach kazdych 45 s po dobu 30 min. Zobrazené ¢asové intervaly A) 0 min, B) 7,5 min,
C) 15 min, D) 22,5 min, E) 30min. Dalsi obrazky ukazuji skenovani rostliny pfi ptisobeni 100
mmol.I* NaCl, jsou vybrany ¢asové intervaly F) 0 min, G) 7,5 min, H) 15 min, 1) 22,5 min, J)
30min. Méftitko je 5 pm.

Obr. 71: Bunky kofenové $pic¢ky linie derl-3- ABD2 GFP. Obrazky znazoriuji reakci
aktinového cytoskeletu po pisobeni 100 mmol.I"* NaCl. Rostlina byla skenovana za kontrolnich
podminek kazdych 45 s po dobu 30 min. Zobrazené ¢asové intervaly A) 0 min, B) 7,5 min, C)
15 min, D) 22,5 min, E) 30min. Dalsi obrazky ukazuji skenovani rostliny pfi piisobeni 100
mmol.I"t NaCl, jsou vybrany ¢asové intervaly F) 0 min, G) 7,5 min, H) 15 min, 1) 22,5 min, J)
30min. Méftitko je 5 um.
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Obr. 72: Bunky kofenové 3picky linie C24-MAP4-GFP. Obrazky znazorfiji reakci
mikrotubulového cytoskeletu po plsobeni 100 mmol.I? NaCl. Rostlina byla skenovana
Vv kontrolnich podminkach kazdych 45 s po dobu 30 min. Zobrazené ¢asové intervaly A) 0 min,

B) 7,5 min, C) 15 min, D) 22,5 min, E) 30min. Dal$i obrazky ukazuji skenovani rostliny pii

ptsobeni 100 mmol.I* NaCl, jsou vybrany &asové intervaly F) 0 min, G) 7,5 min, H) 15 min,
1) 22,5 min, J) 30min. Métitko je 5 pm.

Obr. 73: Bunky kofenové S$picky linie derl-3-MAP4-GFP. Obrazky znazoriuji reakci
mikrotubulového cytoskeletu po ptsobeni 100 mmol.I" NaCl. Rostlina byla skenovana
Vv kontrolnich podminkach kazdych 45 s po dobu 30 min. Zobrazené ¢asové intervaly A) 0 min,
B) 7,5 min, C) 15 min, D) 22,5 min, E) 30min. Dal$i obrazky ukazuji skenovani rostliny pfi
ptisobeni 100 mmol.1" NaCl a jsou vybrany ¢asové intervaly F) 0 min, G) 7,5 min, H) 15 min,
1) 22,5 min, J) 30min. M¢étitko je 5 um.
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5. 4. 3 Kvantifikace dynamiky cytoskeletu hypokotylovych bunék a bunék korenové

$pic¢ky v kontrolnich podminkach a p¥i solném stresu

Pro kvantifikaci dynamickych zmén cytoskeletu byly pouzity data z mikroskopického
¢asosbérného pozorovani v Laserovém mikroskopu pro ,,live cell imaging* (Spining disk) Axio
Observer Z1, ZEISS. Vybraly se ¢asové tiseky ze zacatku (0 min), uprostied (15 min) a u konce
(30 min) experimentu. Stejny vybér Casovych intervalli a snimkd byl vybran z kontrolnich
podminek a po plsobeni solného stresu, a to jak pro hypokotylové buiky, tak pro buiky
kofenovych SpiCek. Obrazky z mikroskopu byly zpracovany v programu ImageJ podle
metodiky Higaki a kol., 2010. Byly naméfeny dvé hodnoty: hodnota vyjadiujici svazkovani
vlaken ,,skewness“ a hodnota vyjadiujici intenzitu signdlu na 1 pm? ,integrated density*
(Higaki a kol., 2010; Scheuring a kol., 2015). Vysledky jsou vyjadieny v grafech (Obr. 74 a 75).
Dynamika cytoskeletu byla vyjadiena také vizualn¢ (Obr. 76-79). Byla vyuzita data z 30 min
experimentti v Laserovém mikroskopu pro ,live cell imaging* (Spining disk) Axio Observer
Z1, ZEISS v programu ZEN blue 2012. V kontrolnich podminkéach byly pro hypokotylové
buiiky vybrany prvni tfi Casové sekvence snimani (0 s, 30 s a 60 s), pii pasobeni solnym stresem
posledni tfi Casové intervaly (29 min, 29,5 min a 30 min). Pro kofenové Spicky byly
V kontrolnich podminkach vybrany tii casové sekvence 0 s, 45 s a 90 s, a pii pasobeni solnym
stresem sekvence 28,5 min, 29,25 min a 30 min. V kazdém zabéru Casové sekvence byl
cytoskelet oznaéen jinou barvou (zelena, Cervena a modra) a pak byla pouzita funkce ,,Add
channels*, ktera spojila tyto tii asové intervaly do jednoho obrazku. Casti cytoskeletu, které
jsou statické, vykazuji bilou barvu (piekryv vSech tfi barev). Dynamické ¢ésti jsou na kazdém

zabéru v jiné pozici, na spole¢ném snimku se nepiekryvaji, a proto jSOu rtiznobarevna.

Hodnota ,,skewness* vyjadiuje, jak moc je cytoskelet svazkovany. Plati to predev§im
pro aktinovy cytoskelet, ale miiZe se to pouzit i k charakterizaci mikrotubuli. Cim je hodnota
»skewness* vys$i, tim jsou svazky vlaken aktinového cytoskeletu delsi a SirSi. V piipadé
mikrotubulli vétsi hodnota ,skewness® vyjadiuje vEét§i mnozstvi vytvofenych spotu.
U hypokotylovych bun¢k mély linie C24-ABD2-GFP (Obr. 74A) vyssi hodnoty ,,skewness®,
vytvarely tedy delsi a §ir$i svazky aktinovych vlaken nez u linie der1-3-ABD2-GFP (Obr. 64C).
Linie C24-MAP4-GFP (Obr. 74B) byla vici pisobeni 100 mmol.I'* NaCl nejodoIngjsi, protoze
se u hodnot ,skewness* neprokazal Zadny statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolnimi
a stresovymi podminkami. U linie der1-3-MAP4-GFP (Obr. 74D) se i ptes velkou smérodatnou
odchylku prokazal statisticky vyznamny rozdil (p< 0,05) po 15 min a 30 min ptisobeni 100
mmol.I* NaCl. U bunék kofenové $picky byly linie C24-ABD2-GFP (Obr. 75A) a C24-MAP4-
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GFP (Obr. 75B) mirné rezistentn&jsi vici pisobeni solného stresu nez linie derl-3-ABD2-GFP
(Obr. 75C) a derl-3-MAP4-GFP (Obr. 75D), protoze se u nich v hodnoté ,,skewness*

neprokazal tak vyrazny statisticky vyznamny rozdil.

Hodnota ,,integrated density vyjadiuje intenzitu signalu, ptepoétenou na 1 pm?. Cim
vys$si hodnota je v bunice dosazena, tim intenzivnéjsi je hustota (hodnota fluorescencniho
signdlu) vlaken na plochu buiiky. U hypokotylovych bun¢k se ukazalo, Ze u obou linii
se zna¢enym aktinovym cytoskeletem, C24-ABD2-GFP (Obr. 74E) a der1-3-ABD2-GFP (Obr.
74G), se po pisobeni 100 mmol.1* NaCl tato hodnota snizovala. Pfibyvala tlustsi a intenzivngjsi
svazkovana vlakna, ale kratsi a ten¢i vlakna se rozpadala. Intenzita signalu na plochu bunky se
tedy snizila. Rozdilny efekt se ukazal u linie C24-MAP4-GFP (Obr. 74F), kde se tato hodnota
po plisobeni solnym stresem zvySila. Je to zptisobeno tim, Ze je tato linie odoIné€jsi. Navic, pied
depolymerizaci se mikrotubuly mirné svazkovaly a tim vykazovali po métfeni vyssi intenzitu
signalu. Spoty se pfi puisobeni NaCl vytvately az po 30 min a vice. U linie derl-3-MAP4-GFP
(Obr. 74H) se hodnota ,,integrated density** po pisobeni 100 mmol.1"t NaCl o trochu sniZila, co
se navic prohloubilo po 30 min. Je to dano tim, Ze se mikrotubuly rozpadaly na jednotlivé spoty.
Spoty zabiraly mensi plochu buiniky nez samotné mikrotubuly, 1 kdyz ob¢as svitily intenzivnéji.
U bunék kofenové $picky se ukazaly rozdily mezi liniemi C24 a derl-3, jak u mikrotubulového,
tak i u aktinového cytoskeletu. U linii C24 se po pisobeni 100 mmol.l* NaCl hodnota
,integrated density zvySovala (Obr. 75A, B), naproti tomu u linii der1-3 snizovala (Obr. 75G,
H). Je to opét dano morfologii cytoskeletu. Linie derl-3-ABD2-GFP (Obr. 75G) m¢la
V kontrolnich podminkach vice drobnych a kratkych vldken, a pak intenzivné svitici tlustsi
vlakna. Po ptisobeni solného stresu zlistavaly uz jenom tlustsi svazky vlaken. Sice svitily vice,
pusobeni solného stresu i ta jemnéjsi vldkna, protoze tato linie byla odolnéjsi. Z tlustSich vlaken
vznikaly jesté hrubsi, které svitily vice a tudiz hodnota ,,integrated density* se zvySovala. U linii
se zna¢enym mikrotubulovym cytoskeletem se ukazoval podobny trend, kdy linie C24-MAP4-
GFP (Obr. 75F) byla odolngjsi a spolu se spoty se vyskytovaly jesté intenzivné svitici
mikrotubuly (hodnota intenzity se zvySovala). U linie derl-3-MAP4-GFP (Obr. 75H) se

vyskytovaly pfevazné uz jen spoty (hodnota intenzity se snizovala).

Na obrazcich 76-79 je ukazano, jak lze stanovit dynamiku cytoskeletu pomoci spojeni
téi Casovych intervalii ze skenovani rostlin v Laserovém mikroskopu pro ,.live cell imaging*
(Spining disk), kde je naznacen cytoskelet vzdy jinou barvou (zeleny, Cerveny a modry).

Spojenim téchto barev vzniknou vldkna s bilou barvou (vlakna staticka) a barevna vlakna
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(vlakna dynamicka). Jsou zde prezentovany jen nejreprezentativnéj$i data u hypokotylovych
bunék z linie C24-ABD2-GFP (Obr. 76 a 77) a linie der1-3-ABD2-GFP (Obr. 78 a 79). V obou
piipadech se po plisobeni 100 mmol.I* NaCl aktinova vlikna vice svazkovala a stavala se

stabiln€j$i. Zbytek vysledku z ostatnich linii jsou ptiloZeny v ptilohach této prace.

A C24-ABD2-GFP B C24-MAPA-GFP (o der1-3-ABD2-GFP D der1-3-MAPA-GFP
mkontrola @100mM NacCl @ kontrola @100mM NacCl ®kontrola @ 100mM NaCl W kontrola @100mM NaCl
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Obr. 74: Hodnota ,skewness* (svazkovani vldken; A-D) a ,,integrated density (intenzita
signalu na 1 pm?; E-H) méfena u hypokotylovych bunék linii C24-ABD2-GFP, C24-MAP4-
GFP, derl-3-ABD2-GFP a derl-3-MAP4-GFP. Data reprezentuji primér + SD z 1-6
biologickych replik u hodnoty ,,skewness®, vzdy po 8-25 bunkach a u hodnoty ,.integrated
density“ = SD z 1-6 biologickych replik, vzdy po 8-23 buikach. Indexy nad sloupci vyjadiuji
statisticky signifikantni rozdily (p < 0,05) mezi kontrolnimi a stresovymi podminkami ve tiech

casovych intervalech, uréené pomoci ANOVA a nasledného Fisherova LSD testu.
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Obr. 75: Hodnota ,skewness* (svazkovani vlaken; A-D) a ,,integrated density (intenzita
signalu na 1 um?; E-H) méfena u kofenovych bunék linii C24-ABD2-GFP, C24-MAP4-GFP,
derl-3-ABD2-GFP a derl-3-MAP4-GFP. Data reprezentuji pramér = SD z 1-6 biologickych
replik u hodnoty ,,skewness*, vzdy po 8-25 bunkach a u hodnoty ,,integrated density* + SD z 1-
6 biologickych replik, vzdy po 8-23 bunkach. Indexy nad sloupci vyjadiuji statisticky
signifikantni rozdily (p < 0,05) mezi kontrolnimi a stresovymi podminkami ve tfech ¢asovych

intervalech, ur¢ené pomoci ANOVA a nésledného Fisherova LSD testu.

Obr. 76: Piekryv tii vybranych Casovych intervali ke stanoveni dynamiky aktinového
cytoskeletu hypokotylovych bunék v kontrolnich podminkach linie C24-ABD2-GFP. Aa)
zacatek snimani, Bb) prvni asovy snimek, Cc) druhy ¢asovy snimek, Dd) prekryv tii kanali.

Sipky ukazuji dynamické vldkna aktinu. M&Fitko je 10 pm (A-D) a 2 pm (a-d).
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Obr. 77: Piekryv tii vybranyh éasovyc intervalii ke Stanoven dynamiky aktinového
cytoskeletu hypokotylovych bunék pii ptisobeni 100 mmol.I"* NaCl linie C24-ABD2-GFP. Aa)
pocate¢ni Casovy snimek sekvence, Bb) pfedposledni Casovy snimek experimentu, Cc) posledni
dasovy snimek experimentu, Dd) piekryv t¥i kanalt. Sipky ukazuji statickd vldkna aktinu.

Mg¢titko je 10 pm (A-D) a 5 um (a-d).

Obr. 78: Piekryv tfi vybranych casovych intervalli ke stanoveni dynamiky aktinového
cytoskeletu hypokotylovych bunék v kontrolnich podminkach linie derl-3-ABD2-GFP. Aa)
zacatek snimani, Bb) prvni ¢asovy snimek, Cc) druhy ¢asovy snimek, Dd) ptekryv tii kanald.

Sipky ukazuji dynamické vlikna aktinu. MéFitko je 10 pm (A-D) a 2 pm (a-d).
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Obr. 79: Piekryv tii vybranych ¢asovych intervali ke stanoveni dynamiky aktinového
cytoskeletu hypokotylovych bunék pii plisobeni 100 mmol.I"* NaCl linie der1-3-ABD2-GFP.
Aa) pocateéni ¢asovy snimek sekvence, Bb) piedposledni ¢asovy snimek experimentu, Cc)
posledni ¢asovy snimek experimentu, Dd) piekryv t#i kanali. Sipky ukazuji staticka vlakna

aktinu. Mé&titko je 10 um (A-D) a 5 um (a-d).
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6. DISKUZE

Pouzity mutant der1-3 (deformed root hairs 1; Ringli a kol., 2002) ma mutovanou alelu ACTIN2
selektovan pouze na zékladé typického fenotypu kotenovych vlaska. Zakladani kotenovych
vlaskli do stadia ,,bulge” probihd normalné, ale z tohoto staddia nejsou schopny pfejit
k vrcholovému rustu. V naSich experimentech se tento fenotyp rostlin potvrdil a ani
nadprodukce dvou konstruktti pro35S::MBD:GFP a pro35S::FABD2:GFP tento fenotyp
nezménila. U kontrolni linie C24 jsou vlasky dlouhé, vyvijeji se a rostou bez abnormalit
(Beemster a kol.,, 2012). Podobn¢ ani transformace kontrolni linie C24 se zminénymi
konstrukty tento fenotyp nezmeénila. V literatufe se uvadi, ze rychlost riistu kofenovych vlaski
A. thaliana je ptiblizné€ 1-2 pm za minutu (Dolan a kol., 1994; Foreman a Dolan, 2001). Nami
zméfena rychlost riistu byla ptiblizng 2 um.min™* a u linie C24-ABD2-GFP to bylo dokonce vic
nez 2 um.min*, Studie Ringli a kol., (2002, 2005) se u mutanta der1-3 zamétili na vyrazny
fenotyp kotenovych vlaskl. Bylo prokazano, ze ACT2 je dilezity ve vSech stadiich vyvoje
a rustu kofenového vlasku. U mutanta byla narusena spravna pozice vyvoje ,,bulge a nasledné
téz rust kofenového vlasku z mista vyduté. To bylo zplisobeno ovlivnénim exocytozy ve Spicce
kotenovych vlaski, pficemz hlavni roli hraje aktinovy cytoskelet. Aktinovy cytoskelet, zejména
pak F-aktin, zabezpeCuje transport vezikul obsahujici material pro rychle rostouci buné¢nou
doménu ve Spicce vlasku, predevsim pti biosyntéze plazmatické membrany a bunécné stény
(Baluska a kol., 2000; Bibikova a kol., 1999). Mutant derl-3 ma vSak i dal$i vyrazny
fenotypicky znak, a to vInity tvar kotene. Pii mikroskopickych studiich byly pozorovany Sikmeé
orientované pii¢né bunééné stény v kofenovych $pi¢kach. Stanovila se proto hypotéza, Ze by
mutace v ACTIN2 genu mohla mit vliv na regulaci roviny bunééného déleni. Jako prvni krok
této regulace je tvorba preprofazniho svazku (PPB) mikrotubulii. Bylo prokazano, ze se tvofi
reorganizaci kortikalnich mikrotubulii. Pfedurceni roviny bunééného d€leni se ucastni i svazky
F-aktinu, co posléze vede k vytvofeni nové bunéné stény v této roviné (Fowler a Quatrano,
1997; Staehelin a Hepler, 1996). Zmény aktinového cytoskeletu zpiisobené mutaci ACT2 by
mohly ovlivnit spravny pribeh tohoto procesu a nardst poctu Sikmé orientovanych piicnych
buné¢nych stén by mohl mit za nasledek vlnity vzor ristu kofene derl-3 mutantti. Membrany
na pfi¢nych bunéénych sténach byly vyzualizovany lipofilni barvickou FM4-64. Ukazalo se, Ze
linie derl-3 mély vice jak 50 % bunénych stén postavenych jinak nez v uhlu 90° + 5%.
Kontrolni rostliny mély pfitom jen kolem 10 % takto Sikmé& postavenych bunéénych stén.
U transformovanych rostlin s nadprodukci MBD-GFP a FABD2-GFP se néjak vyrazné nelisil

pocet sikmé postavenych bunéénych stén. Pro potvrzeni, ze mutant derl-3 ma opravdu vice
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sikmé postavenych stén, byl rist kotfent transformovanych linii studovan metodou Light-sheet
mikroskopie, ktera dovoluje sledovani bunééného déleni v rostoucim kofenu po dobu nékolika
hodin. Tyto data potvrdily, Ze piicné bunécné stény s odliSnym uhlem se tvoii ve vétSim
mnozstvi u linii der1-3 nez u kontrolnich rostlin C24. Domnénku o mozZné roli ACT2 v procesu
regulace roviny bunécného déleni podporuje i fakt, ze ACT2 je silné exprimovan v mladych
Castech rostliny a to jak v hlavnim kofeni, tak i ve vedlejSich kofenech (An a kol., 1996).
Exprese byla silna ptedevsim v kofenové ¢epicce, meristematické zoné kotene, elongacni zoné
kotene, ale 1 v primordiich bo¢nich koteni. To jsou zony s nejvyssi frekvenci vyskytu délicich

se bun¢k. AvSak aby se tato hypotéza zcela potvrdila, musi se provézt dalsi studie a méteni.

V podminkach solného a osmotického stresu kli¢ily semena o mnoho pomaleji
V porovnani s kontrolnimi podminkami. Tyto dva typy stresu mezi sebou izce souvisi, proto
maji 1 podobné ucinky na rostliny. Pomalejsi klic¢ivost je dana tim, ze se méni membranovy
potencial diky nadmérnému mnoZstvi nepfirozenych ionti (napf. Na®), ktery je udrzovany
ATP-azou P-typu (Gaxiola a kol., 2001). ATP-d4za pumpuje H'-ionty ven z bufiky
a zabezpeluje tak pfijem dulezitych Zivin. Nadmérna koncentrace Na* iontl také negativné
ovliviiuje pfijem K* ionth, ktery je dilezity v udrzovani bunééného turgoru, membranového
potencialu a zabezpecuje aktivitu mnoha enzymu (Seranno a kol., 1999; Xiong a Zhu, 2002).
Kli¢ivost semen se tedy v takovychto podminkéch vyrazné snizuje. Rostliny si ale vyvinuly
adaptacni mechanizmy, a proto pii niz§ich koncentracich latek indukujicich solny a osmoticky
stres nehynou. Vyvijeji se dale, 1 kdyz pomaleji a s men§im vzrastem (Achard a kol., 2006;
Kumari a kol., 2014). Pii plisobeni oxidativniho stresu semena kliila ve vétSin€ ptipada
rychleji nez v kontrolnich podminkach. U oxidativniho stresu se nadmérné produkuji reaktivni
formy kysliku (ROS), které hraji dtlezitou roli v signalizaci vyvoje a rastu bunék. ROS také
reguluji ptijem Ca®" iontti do buiiky, které jsou také nepostradatelné v signalizaci a v regulaci
bunééného rustu (Carol a Dolan, 2006; Mortimer a kol., 2008). Proto kratkodobé zvyseni ROS
mize mit ¢astecné pozitivni t€inek na kli¢eni rostlin. Vysoka koncentrace oxidujicich latek je
ovSem toxickd, coz se projevilo uz pii koncentraci 0,5 pumol.l? PQ, kdy semena vsech
testovanych linii kli¢ily vyrazné pomaleji. Tato toxicita ma vliv i na ristové parametry rostlin,
kdy pfi vyssich koncentracich n€které rostliny mohou i hynout. Ukazalo se vsak, zZe linie derl-
3, 1 jeji transformované linie, jsou vic¢i tomuto stresu odolnéjsi nez kontrolni rostliny C24.
Nejvyraznéjsi rozdil se projevil pii del§im plisobeni u koncentraci 0,1 pmoll? PQ a 0,2
umol.l'! PQ, kdy derl-3 linie m&ly nadzemni ¢ast 1épe vyvinutou s vyrazngjsi zelenou barvou

oproti kontrolnim C24 liniim, které pred€asné hynuly, nadzemni ¢ast mély mensi
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s vyrazng fialovéjSim zabarvenim. Kofenovy systém byl pii oxidativnim stresu vyrazné
redukovan. Produkci ROS v kotenovych vlascich zprostiedkovavda NADPH oxidaza, konkrétné
AtrbohC (Foreman a kol., 2003; Mortimer a kol., 2008). AthrbohC je regulovana aktinovym
cytoskeletem. Kdyz je aktinovy cytoskelet néjak ovlivnén, napf. Latrunculinem B (Lat-B),
ktery narusuje polymerizaci a dynamiku aktinového cytoskeletu, transport a tvorba ROS
Vv burikach se zpomaluje, tudiz se ROS méné hromadi v bunkach (Liu a kol., 2012). Linie derl-
3, které¢ maji mutaci ACT2 tudiz mohou byt na tento stres rezistentnéj$i, protoze miize byt
narusen transport a tvorba ROS. Toxicka koncentrace ROS mutize byt dosaZena pomaleji a navic
buriky ji mohou aktivné odbouravat, pticemz se ROS nemusi tak hromadit ve vnitrobuné¢ném
prostoru. Degradace ROS se zprostfedkovava pomoci antioxida¢nich enzymi (hlavné
superoxid dismutaza a katalaza), které jsou ptritomné napiiklad v peroxizomech. Peroxizomy
jsou malé sférické bunécné organely, obklopené membranou, tvofici se v endoplazmatickém
retikulu. Hlavni funkci peroxyzomi je odbouravani H,O> (patii do skupiny ROS), ale jsou taky
mistem degradace mastnych kyselin s dlouhym fetézcem. Vnitrobunéénd dynamika
peroxizomu je taktéz zabezpecena aktinovym cytoskeletem, ale i kdyz derl-3 muze mit tuto
dynamiku postihnutou, nenarusuje to spravnou aktivitu téchto organel a v nich obsazenych
enzymu (Mathur a kol., 2002; Rodriguez-Serrano a kol., 2009). U kontrolnich rostlin neni
aktinovy cytoskelet ovlivnén, tudiz se ROS hromadi na toxickou hladinu ve vnitrobuné¢ném
prostoru a rostliny je nejsou schopny tak intenzivné odbouravat a rychleji hynou, i1 kdyZ neni

ovlivnéna ani dynamika peroxizomd.

Touto praci bylo potvrzeno, Ze aplikace solného stresu (100 mmol.I"* NaCl) na Zivé
buniky zptsobuje depolymerizaci mikrotubulii (tvofi se jednotlivé spoty), rozpad jemného F-
aktinu a tvorbu delSich a tlustSich svazkovanych vlaken aktinovych mikro filamentt. Jak MT,
tak MF hraji dilezitou roli pfi reakci a toleranci rostlin na solny stres. Kdyz se na rostliny
aplikuje taxol, ktery stabilizuje MT, rostliny pii solném stresu rychleji hynou. Naopak latky,
které¢ MT depolymerizuji (oryzalin, propyzamid), zpisobuji, Ze jsou rostliny méné nachylné na
solny stres (Wang a kol., 2007). Podobny efekt byl zaznamendn i pro aktinovy cytoskelet. Kdyz
aplikujeme latku, kterd stabilizuje MF (faloidin), rostliny byly odolné;jsi vii¢i solnému stresu.
Naopak aplikace latek, které depolymeruji MF (Lat-B, cytochalasin D), snizila pfezivani rostlin
pfi pusobeni solného stresu (Wang a kol., 2010). Linie derl-3-ABD2-GFP méla odlisnou
strukturu a morfologii aktinového cytoskeletu nez linie C24-ABD2-GFP. Aktinova vldkna byla
u derl-3-ABD2-GFP slozena z kratsich a tencich vlaken, ktera se po aplikaci NaCl rychleji

svazkovala a tenkd vldkna UpIn€¢ zmizela, coz ale mize ukazovat i na rychlejsi odezvu
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a prizptsobeni se stresovym podminkam. U kontrolni line C24-ABD2-GFP po piisobeni 100
mmol.I* NaCl ziistavala i ten¢i F-aktinova vldkna zachovana. Tento trend byl zaznamendn
I u mikrotubulového cytoskeletu. V morfologii mezi liniemi C24-MAP4-GFP a der1-3-MAP4-
GFP nebyly zadné viditelné rozdily, ale u linie derl-3 MT po solném stresu rychleji
depolymerizovaly a tvofily se spoty. Bylo prokazano, ze MT a MF spolu interaguji pti mnoha
fyziologickych procesech, a to plati pti odpovédich na solny stres (Wang a kol., 2010). Bylo
tedy zjisténo, ze linie derl-3 rychleji a citlivéji reaguji na solny stres reorganizaci jak
aktinového, tak mikrotubulového cytoskeletu. Potvrdila to i nasledna kvantifikace zmén

v dynamice cytoskeletu dvéma rtiznymi metodami.
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7. ZAVER

Literarni uvod je zaméfeny na detailni popis kofenového systému modelového organismu
Arabidopsis thalina (L.) Heynh. Byl popsan jak z anatomického hlediska, tak s hlediska
vyvojového, na bunécné a molekularni Grovni. Vzhledem k tomu, ze v této praci byla pouzita
mutantni linie derl-3, ktera ma kratké a nevyvinuté kofenové vlasky, zaméfila se prvni kapitola
i na vyvoj kotfenovych vlaskt. Pouzita linie derl-3 ma mutaci v aktinovém cytoskeletu, tudiz
byla zminéna i organizace buiiky a nasledné¢ byl pak popsan cytoskelet, a to aktinovy
I mikrotubulovy. V praktické casti byly sledovany reakce rostlin ve stresovych podminkach,
proto nedilnou soucasti literarni reSerSe byl popis abiotickych strest z biologického hlediska,
Z hlediska vlivu abiotickych strest na rostliny, a to jak na bunééné tak na molekularni trovni,
a také jak se rostliny umi na stresové podminky adaptovat. Buné¢na biologie se neobejde bez
pozorovani vzorkli v mikroskopech, tudiz zde byly popsany i dvé metody (Spinning-disk
konfokalni mikroskopie a Light-sheet mikroskopie), které jsou vhodné pro sledovani
dynamickych struktur v bunice, jako byl v této praci cytoskelet. Ligh-sheet mikroskopie pak
slouzi v pozorovani vyvojovych stadii rostlin. Nesmél byt opomenut ani detailni popis
pouzitych kontrolnich linii C24 a aktinového mutanta derl-3, ktery ma mutaci v ACT2, a dalsi

zdokumentované mutantni aktinové linie A. thaliana.

V praktické casti byl pozorovan vyvoj a rist kofenovych vlaski v kontrolnich
podminkach. Byl potvrzen jiz popsany fenotyp kofenovych vlaska linie derl-3, které se vyvijeji
jen do stadia ,,bulge* a dale nerostou. Ani transformace rostlin s expresi FABD2-GFP a MBD-
GFP tento fenotyp nezménil. U linii C24 byly kofenové vlasky dlouhé, bez abnormalit, a ani
zde se po transformaci rostlin s expresi fluorescenéné znacenych markerti pro cytoskelet
fenotyp nezménil. Rychlost ristu kotfenovych vlaski byla u vSech C24 linii vzdy okolo

2 um.min.

Druha ¢ast experimentalni prace poukazuje na dalsi vyrazny fenotypicky znak derl-3
linie. Jedna se o vlnity vzor rlstu kofene. Snazilo se zjistit, ¢im mliZe byt tento morfologicky
znak zpusoben. Na zakladé mikroskopickych pozorovani byla stanovena hypotézu, ze by se
mohlo jednat o ovlivnéni roviny bunééného déleni, protoze linie derl-3 méla az 50 % pti¢nych
bunéénych stén v kotfenové $picce orientovanych jinak nez 90°+ 5%. U kontrolni linie C24 to
bylo jen 10 % bun&nych stén. Vysledky byly ziskany softvérovou analyzou dat po vitalnim
nabarveni kotfenovych bun€k. Aby se tato hypotéza ovéfila, linie s fluorescenéné znacenym
cytoskeletem se pozorovala metodou Ligh-sheet mikroskopie, ktera dovolila snimat rostouci

kotenovy meristém a zaznamenavat bunééné déleni v redlném case.
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Ovlivnéni rostlin solnym (100 mmol.1"t NaCl), osmotickym (200 mmol.I? sorbitol)
a oxidativnim (0,1; 0,2 a 0,5 umol.I"! PQ) stresem ukdazalo, Ze linie derl-3 je vice odolna vii¢i
oxidativnimu stresu nez C24 linie. Po pusobeni méla linie derl-3 méné redukovany jak
kotenovy systém, tak i nadzemni ¢ast. U solné¢ho a osmotického stresu méli nejvyssi ptirastek
kotenil za 24 h linie C24-MAP4-GFP a C24-ABD2-GFP, které se jevili jako nejodolnéjsi za
téchto podminek. Byly také sledovany zmény ve fenotypu kotenovych vlaskt. U linii C24
dochazelo vétSinou k jejich vétveni a zkracovani, naopak u linii derl-3 se vlasky obcas

prodluzovaly, ¢i dochazelo k jejich nahromadéni (tzn. ke zkracovani délek kofenovych bungk).

Pozorovanim morfologie a dynamiky cytoskeletu linii C24-ABD2-GFP, C24-MAP4-
GFP, derl-3-ABD2-GFP a derl-3-MAP4-GFP byly zjistény mirné rozdily. Linie derl-3
se znatenym aktinovym cytoskeletem (derl-3-ABD2-GFP) méla aktinova vlakna tenka
a kratka oproti linii C24, ktera méla aktinova vlakna dlouhd, i ptes celou buiiku, a vyskytovala
se jak tenka tak tlust$i vlakna. V morfologii mikrotubulového cytoskeletu ale vyrazné rozdily
nebyly. Po ptlisobeni solnym stresem se linie derl-3 ukazala jako citlivéjsi, protoze u derl-3-
ABD2-GFP se aktinova vldkna uz po 10 min viditeln¢ svazkovala a zmizela i tenké vlakna F-
aktinu. U linie C24-ABD2-GFP se¢ aktinova vlakna svazkovala pomaleji, a po 30 min byla
viditelna jesté i tenci vlakna F-aktinu. U mikrotubulového cytoskeletu se u linie derl-3-MAP4-
GFP uz po 5 min zacaly vyskytovat spoty (depolymerizovana mikrotubulova vlakna), ale u linie

C24-MAP4-GFP se spoty vytvarely az po 30 minutach. Tento trend potvrdila i nasledna

kvantifikace dynamickych zmén cytoskeletu provedena dvéma riznymi metodami.
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9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

+SD + smerodatna odchylka

pmol.1?t mikromol na litr

A. thaliana Arabidopsis thaliana

ABA abscisova kyselina

ABP proteiny asociované s aktinem

ACT aktinovy gen

ATP adenosintrifosfat

AtPRF1-AtPRF5 profiliny

AtrbohC druh NADPH oxidazy

AtTUAL-AtTUAG isoformy a-tubulinu

AtTUBI1-AtTUB9 isoformy B-tubulinu

BASTA fosfinotricin

C iniciacni bunky kortexu

C24 kontrolni linie

Ca? vapenaty iont

CcC centralni bunky

CCD ,,Charge-Coupled Device*

CO, oxid uhli¢ity

COL iniciacni bunky kolumely

Col-0 Columbia-0

derl ,.,deformed root hair 1¢

DNA deoxyribonukleova kyselina

E iniciacni bunky endodermis

EMS ethylmethan sulfonat

ER endoplazmatické retikulum

ETI patogen-asociovana imunita spusténa efektorem

FABD2 ,,actin-binding domain of fibrinl“

FEP »Fluorinated Ethylene Propylene*

fizl fizzyl*

FM4-64 N-(3-triethylammoniumpropyl)-4-(8-(4-
(diethylamino)fenyl)hexytrienyl)pyridinium dibromid

GA Golgiho aparat

GDP guanosindifosfat
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GFP

GM

GTP

GUS

H*

H20:

K

KOH
Lat-B

LB médium
Ler

It

LR1

LR2

LS

It

MAP
MAPK
MAPKK
MAPKKK
MBD

MF
MKK2, 9
MKP2
mmol.I*
MPKS3, 4, 6
MS médium
MT
MTOC
Na*

NacCl
NADPH
NO

Obr.

zeleny fluorescenc¢ni protein

zéakladni kofenovy meristém
guanosintrifosfat

B-glukuronidaza

vodikovy iont

peroxid vodiku

draselny iont

hydroxid draselny

Latrunculin B

Lysogeny broth médium

Landsberg erecta

dolni ¢ast spodni vrstvy terminalni buiiky
prvni vrstva bunék kotfenové ¢epicky
druhd vrstva bunék kotfenové Cepicky
Light-sheet fluorescenéni mikroskopie
spodni vrstva terminalni buiky

proteiny asociované s mikrotubuly
Mitogen-aktivované protein kinazy

MAP kinazy kinazy

MAP kinazy kinazy kinazy
,,microtubule-binding domain of mammalian MAP4 protein
mikrofilamenty aktinu
mitogen-aktivovana protein kinaza kinaza 2, 9
MAPK fosfatdza 2

milimol na litr

mitogen-aktivovana protein kinaza 3, 4, 6
Murashige and Skoog médium
mikrotubuly

mikrotubulové organiza¢ni centrum
sodny iont

chlorid sodny
nikotinamidadenindinukleotidfosfat

oxid dusnaty

obrazek
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ODeoo
OSN

PC

PD

pH

Pi

PI(3)P

PLD

PM

PPB

PQ

PTI

Rab

Rho

ROS

RPM

SD

sgr2
SNARE

T1 generace
T2 generace
Tab.
T-DNA
TGN

ut

\%

YEB médium

opticka denzita bakterii

Organizace spojenych narodii

inicia¢ni bunky pericyklu

buiiky prokambia

buiiky protodermy

,potential of hydrogen*

fosfat

fosfatidylinositol 3-fosfat

fosfolipaza D

plazmatickd membréana

preprofazni svazek

paraquat

patogen-asociovana imunita spusténa molekularnim vzorem
Rab GTPaza

Rho GTPéza

reaktivna formy kysliku

,revolutions per minute,, (otacky za minutu)
Spinning-disk konfokalni mikroskopie
,,shoot gravitropism 2

»SNAP (Soluble NSF Attachment Protein) Receptor*
prvni generace transgennich rostlin

druha generace transgennich rostlin

tabulka

transferova deoxyribonukleova kyselina
trans-Golgiho sit’

vrchni vrstva termindlni buniky

.....

Yeast extract beef médiu
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10. PRILOHY

Obr. 1: Ptekryv tii vybranych ¢asovych intervali ke stanoveni dynamiky mikrotubulového

cytoskeletu hypokotylovych bunék v kontrolnich podminkach linie C24-MAP4-GFP. Aa)
zacatek snimani, Bb) prvni ¢asovy snimek, Cc) druhy ¢asovy snimek, Dd) piekryv tii kanalt.

Sipky ukazuji dynamicka vlakna aktinu. Mé&fitko je 10 um (A-D) a 2 pm (a-d).

Obr. 2: Prekryv tfi vybranych ¢asovych intervali ke stanoveni dynamiky mikrotubulového
cytoskeletu hypokotylovych bungk pii piisobeni 100 mmol.1"t NaCl linie C24-MAP4-GFP. Aa)
pocatecni casovy snimek sekvence, Bb) predposledni ¢asovy snimek experimentu, Cc) posledni
asovy snimek experimentu, Dd) piekryv tii kanali. Sipky ukazuji staticka vlikna aktinu.

Metitko je 10 pm (A-D) a 2 um (a-d).



Obr. 3: Prekryv tii Vybrnh asovych intervali ke stanoveni ynamiky mikrotubulového
cytoskeletu hypokotylovych bunék v kontrolnich podminkach linie derl-3-MAP4-GFP. Aa)
zacatek snimani, Bb) prvni ¢asovy snimek, Cc) druhy ¢asovy snimek, Dd) piekryv tii kanald.

Sipky ukazuji dynamicka vlakna aktinu. Mé&fitko je 10 um (A-D) a 2 pm (a-d).

Obr. 4: Ptekryv tfi vybranych ¢asovych intervali ke stanoveni dynamiky mikrotubulového
cytoskeletu hypokotylovych bunék pii ptisobeni 100 mmol.1"t NaCl linie der1-3-MAP4-GFP.
Aa) pocateéni ¢asovy snimek sekvence, Bb) piedposledni ¢asovy snimek experimentu, Cc)
posledni ¢asovy snimek experimentu, Dd) piekryv tii kanali. Sipky ukazuji staticka vlakna

aktinu. Méfitko je 10 um (A-D) a 2 pm (a-d).



Obr. 5: Piekryv tii vybranych casovych intervali ke stanoveni dynamiky aktinového
cytoskeletu bun¢k kofenové Spi¢ky v kontrolnich podminkach linie C24-ABD2-GFP. Aa)
zacatek snimani, Bb) prvni ¢asovy snimek, Cc) druhy ¢asovy snimek, Dd) piekryv tii kanald.

Sipky ukazuji dynamicka vlakna aktinu. Mé&fitko je 10 um (A-D) a 5 pm (a-d).
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Obr. 6: Prekryv tii Vybranh éasovSIc intervalii ke stanoven

cytoskeletu bungk kotenové $picky pii plisobeni 100 mmol.I* NaCl linie C24-ABD2-GFP. Aa)

i ynamiky aktinového

pocatecni casovy snimek sekvence, Bb) pfedposledni asovy snimek experimentu, Cc) posledni
asovy snimek experimentu, Dd) piekryv tii kanali. Sipky ukazuji staticka vlikna aktinu.

Meéfitko je 10 um (A-D) a 5 um (a-d).



Obr. 7: Piekryv tii Vybranh Casovych Tntervala ke stanoveni dynamy aktinového
cytoskeletu bunék kotfenové $picky v kontrolnich podminkach linie derl-3-ABD2-GFP. Aa)
zacatek snimani, Bb) prvni ¢asovy snimek, Cc) druhy ¢asovy snimek, Dd) piekryv tii kanald.

Sipky ukazuji dynamicka vlakna aktinu. Mé&fitko je 10 um (A-D) a 5 pm (a-d).
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Obr. 8: Piekryv tii vybranych casovych intervall ke stanoveni dynamiky aktinového
cytoskeletu bunék kotenové $picky pti plisobeni 100 mmol.I* NaCl linie derl-3-ABD2-GFP.
Aa) pocatecni Casovy snimek sekvence, Bb) pfedposledni ¢asovy snimek experimentu, Cc)
posledni ¢asovy snimek experimentu, Dd) piekryv tii kanali. Sipky ukazuji staticka vlakna

aktinu. Méfitko je 10 um (A-D) a 5 um (a-d).
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Obr. 9: Ptekryv tii vybranych ¢asovych intervali ke stanoveni dynamiky mikrotubulového
cytoskeletu bunék koifenové Spicky v kontrolnich podminkach linie C24-MAP4-GFP. Aa)
zacatek snimani, Bb) prvni ¢asovy snimek, Cc) druhy ¢asovy snimek, Dd) piekryv tii kanald.

Sipky ukazuji dynamicka vlakna aktinu. Mé&fitko je 10 um (A-D) a 2 um (a-d).
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Obr. 10: Piekryv tii vybranych ¢asovych intervald ke stanoveni dynamik mikrotubulového

cytoskeletu bunék kofenové $picky pti pisobeni 100 mmol.I* NaCl linie C24-MAP4-GFP. Aa)
pocatecni casovy snimek sekvence, Bb) predposledni ¢asovy snimek experimentu, Cc) posledni
asovy snimek experimentu, Dd) piekryv tii kanali. Sipky ukazuji staticka vlikna aktinu.

Metitko je 10 pm (A-D) a 2 um (a-d).



Obr. 11: Piekryv tii vybranych ¢asovych intervald ke stanoveni dynamiky mikrotubulového
cytoskeletu bunék kotfenové $pi¢ky v kontrolnich podminkach linie derl-3-MAP4-GFP. Aa)
zacatek snimani, Bb) prvni ¢asovy snimek, Cc) druhy ¢asovy snimek, Dd) piekryv tii kanald.

Sipky ukazuji dynamicka vlakna aktinu. Mé&fitko je 10 um (A-D) a 5 pm (a-d).
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Obr. 12: Piekryv tii vybranych ¢asovych intervald ke stanoveni dynamiky mikrotubulového
cytoskeletu bunék kotenové $picky pii pisobeni 100 mmol.1"* NaCl linie derl-3-MAP4-GFP.
Aa) pocatecni Casovy snimek sekvence, Bb) pfedposledni ¢asovy snimek experimentu, Cc)
posledni ¢asovy snimek experimentu, Dd) piekryv t¥i kanali. Sipky ukazuji staticka vldkna

aktinu. Méfitko je 10 um (A-D) a 5 um (a-d).



