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Souhrn

Rostliny, jako sesilni organismy, jsou neustale vystavovany nepiiznivym
environmentalnim podminkam a stresovym faktorim. Vyvinuly si vSak sloZité mechanismy,
které jim umoznuji se na tyto neptiznivé podminky adaptovat.

Teoreticka ¢ast prace se vénuje zékladni charakteristice modelové rostliny Arabidopsis
thaliana, rostlinnému cytoskeletu a aktin vazajicim proteinim — piedevsim pak profilinu,
vSudypfitomnému proteinu, ktery reguluje dynamiku aktinového cytoskeletu. V neposledni
fadé jsou popsany abiotické stresy u rostlin — solny a oxidativni stres.

Jednim z cili experimentalni ¢asti bylo sledovani vlivii solného, hyperosmotického a
oxidativniho stresu na kliceni semen a rlst rostlin. V experimentech jsou porovnavany rizné
linie Arabidopsis thaliana — divoky typ Col-0, nadexpresni linie exprimujici GFP znaceny
profilin 2 pod kontrolou 35S promotoru (PRF2-GFP) a transgenni linie stabilné exprimujici
chiméricky gen pro cytoplazmaticky fazni protein s GFP (pMAT-GFP).

DalSim cilem bylo pozorovani vlivu inhibitorti cytoskeletu na bunky rostlin transgenni
linie PRF2-GFP vin vivo podminkadch pomoci konfokalni mikroskopie. Pomoci téchto
experimentl byla dokazana interakce PRF2 s aktinovym cytoskeletem a mikrotubuly.

Poslednim cilem bylo imunocytochemické studium cytoskeletu u transgenni linie
PRF2-GFP metodou ,,whole mount®. V meristematickych buinikach kofene byla pozorovana
bunécénad déleni a mitotické struktury a byla prokdzana castecnad kolokalizace aktinovych

filament s PRF2-GFP.



Summary

Plants, as sessile organisms, are constantly exposed to unfavourable environmental
conditions and stress factors. However, they developed complex mechanisms which allow
them to adapt to these unfavourable conditions.

Theoretical part of the thesis is dealing with general characteristics of model plant
Arabidopsis thaliana, plant cytoskeleton and actin-binding proteins — mainly profilin, an
ubiquitous protein which regulates dynamics of actin cytoskeleton. Last but not least, there
are described abiotic stresses in plants — salt and oxidative stress.

One of the aims of experimental part was observation of salt, hyperosmotic and
oxidative stress effects on seed germination and plant growth. Different lines of Arabidopsis
thaliana were compared in experiments — wild type Col-0, overexpressing line expressing
GFP-tagged profilin 2 under the control of 35S promoter (PRF2-GFP) and transgenic line
stably expressing chimeric gene for cytoplasmic fusion protein with GFP (pbMAT-GFP).

Another aim was monitoring of cytoskeleton inhibitors effect on transgenic line PRF2-
GFP cells in in vivo conditions by using confocal microscopy. By these experiments an
interaction between PRF2 and actin cytoskeleton and microtubules was proved.

Last aim was imunocytochemical studying of cytoskeleton in transgenic line PRF2-
GFP by using ,,whole mount” method. Cell divisions and mitotic structures in meristematic
root cells were observed and partial colocalization of actin filaments and PRF2-GFP was

proved.
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1 Uvod

Rostliny, jako sesilni organismy, si vyvinuly slozité biochemické a molekularné-
genetické mechanismy, které jim umoznuji rychle zachytdvat a prenaset signaly z vné&jSiho
prosttedi a spoustét rizné obranné mechanismy. Tak se rostliny nepfetrzité¢ ptizpisobuji
rychle se ménicim okolnim podminkam. Aktinovy cytoskelet je duleZitou slozkou odpovédi
bunék na abiotické podnéty (Henty-Ridilla et al., 2013). Aktin se pfimo ucastni signalingu
pii stresu suchem a reakce na chlad a gravitaci (Meagher et al., 2011). Profiliny jsou malé
multifunkéni aktin vazajici proteiny o molekulové hmotnosti 12 — 14 kDa (Kandasamy et al.,
2002b). Potlac¢uji nukleaci aktinovych filament (AF) a blokuji pfipojovani podjednotek na (-)
konec, coz omezuje rust AF pouze na (+) konec (Henty-Ridilla et al., 2013). Kromé aktinu
profiliny také interaguji s jinymi ligandy, jako napiiklad s membranovym fosfatidylinositol-
4,5-bisfosfatem (PIP2), kratkymi useky proteini bohatymi na prolin (PLP — poly-L-prolin) a
aktin-asociovanymi proteiny 2/3 (ARP 2/3) (Kandasamy et al., 2002b). Arabidopsis thaliana
(A. thaliana) ma starobylou a vysoce divergentni multigenovou rodinu kodujici pét odlisnych
izoform profilinu, které se na zdklad¢ své tkanové lokalizace rozdé€luji do dvou skupin —
vegetativni a generativni (Kandasamy et al., 2002b). Profiliny hraji roli pfi interakci
aktinového cytoskeletu s cytoplazmatickou membrdnou, pifi umisténi organel a pfii
vezikularnim transportu pomoci aktinového cytoskeletu (Sun et al., 2013). Profiliny maji vliv
1 na rust a vyvoj rostlin, maji potencial pozménovat architekturu bunék a morfogenezi rostlin

(Ramachandran et al., 2000; McKinney et al., 2001, Kandasamy et al., 2002a).



2 Cile prace

Teoreticka ¢ast

1. Vypracovani literarni reSerSe se zaméfenim na cytoskelet rostlin a odpovédi

rostlinnych buné€k na stres.
Experimentalni ¢ast

1. Testovani optimalnich kultiva¢nich podminek pro pozorovani vyvoje a ristu rostlin ve
stresovych podminkach in vitro (solny, hyperosmoticky a oxidativni stres).

2. Charakteristika zmén fenotypi rostlin kultivovanych ve stresovych podminkach.
Kvalitativni a kvantitativni vyhodnoceni riistovych parametrt.

3. Invivo lokalizace profilinu 2 po ptsobeni inhibitort cytoskeletu.

4. Imunolokalizace cytoskeletu metodou ,,whole mount*.
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3 Soucasny stav FeSené problematiky

3.1 Husenicek rolni - Arabidopsis thaliana

A. thaliana je dvoudé¢lozna kvetouci rostlina z ¢eledi Brassicaceae. Jedna se o Siroce
rozsiteny efemérni druh rostliny s kratkym zivotnim cyklem.
geneticky vyzkum v oblasti rostlinné biologie. Ze vSech znamych druhti kvetoucich rostlin je
pravé A. thaliana druhem nejdikladnéji prostudovanym. Vyznacuje se mnohymi vyhodnymi
vlastnostmi, které ho pfedurcuji k tomu byt modelovym organismem, pouzivanym pro riizné
vyzkumné ¢innosti. Mezi tyto vlastnosti patii maly genom, kratkd generacni doba, produkce
velkého mnozstvi semen a snadna a predvidatelnd mutageneze. Velkym pifinosem je 1 mala
velikost, ¢imz je omezena potieba velkého prostoru pro rist rostlin (Koornneef et Meinke,
2010).

V prib¢hu evoluce doslo k duplikaci celého genomu A. thaliana a k naslednym
ztratdm a zaroven lokalnim duplikacim gentli. DileZitym bodem rostlinného vyzkumu bylo
osekvenovani genomu A. thaliana. Analyza genomové sekvence odhalila, ze genom A.
thaliana je velky 125 Mb a obsahuje 25 498 geni kodujicich proteiny (The Arabidopsis
Genome Initiative, 2000). Pozdé&jsi studie prokdzala, ze tento odhad byl nizsi, nez je skute¢na
velikost genomu. S pouzitim prutokové cytometrie bylo zjisténo, Ze realna velikost genomu
A. thaliana je asi 157 Mb, coz je pfiblizn€ o 25 % vice, nez se piedpokladalo dfive (Bennett et
al., 2003).

3.2 Cytoskelet rostlin

Cytoskelet je propojena sit’ vlaken, ktera vytvafi proteinové leSeni buniky. Navzdory
svému nazvu cytoskelet neni neménné struktura. Je to vysoce dynamicky systém, umoziujici
rychlou adaptivni organizaci, ale i pfesto je to systém dobife uspofadany. Jeho funkce je
umoznéna neustalou spotiebou energie (Huber et al., 2013).

Cytoskelet vykonava tii zakladni funkce — prostorové organizuje obsah bunky, fyzicky
a biochemicky spojuje bunku s extracelularnim prostiedim a vyvolavd koordinované sily
umoziiujici pohyb builky nebo zménu jejiho tvaru. Pro dosaZzeni téchto funkci cytoskelet
propojuje aktivity mnoha cytoplazmatickych proteind a organel (Fletcher et Mullins, 2010).

Existuji tii typy cytoskeletalnich filament — AF, mikrotubuly (MT) a intermedialni
filamenta (Cooper et Hausman, 2007). VSechny typy jsou organizovany do siti, které

odolavaji deformaci, ale mohou ménit své uspotfddani v reakci na néjaké vnéjsi vlivy.
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Filamenta hraji dilezitou roli v zajiStovani a udrzovani integrity bunécnych kompartment
(Fletcher et Mullins, 2010). Polymerizace a depolymerizace aktinovych a MT vlaken
zpusobuje vznik orientovanych sil, které vyvoldvaji zmény tvaru bunky, a fidi organizaci
bunéénych slozek prostiednictvim motorovych proteinti (Fletcher et Mullins, 2010). Ukézalo
se, ze transport organel v zivoc¢iSnych bunkach je zavisly na MT a jejich motorovych
proteinech — kinesinu a dyneinu, zatimco v rostlinnych bunkach jsou organely transportovany
prostiednictvim aktinu a myozinu (Brandizzi et Wasteneys, 2013). Struktura cytoskeletalnich
siti je kontrolovana né€kolika skupinami regulacnich proteinti. Mezi tyto proteiny patii
nukleaci podporujici faktory, které iniciuji vytvareni filament; kryci proteiny, které zastavuji
rust filament; polymerazy, které podporuji rychly nebo naopak trvalejsi rust filament;
depolymerizaéni a Sté€pici faktory, které rozkladaji filamenta; stabilizujici faktory a sit'ujici
proteiny, které organizuji a zpevinuji cytoskeletalni sit¢ (Fletcher et Mullins, 2010).
mechanickd tuhost, polarita, dynamika jejich seskupovani a typ motorovych proteind, se
kterymi asociuji (Fletcher et Mullins, 2010). V rostlinnych buikach jsou pfitomny pouze MT
a AF, intermedialni filamenta pfitomna nejsou, podobné jako u hub (Herrmann et Strelkov,

2011). Z tohoto duvodu se budu dale vénovat pouze rostlinnym MT a AF.

3.2.1 Mikrotubuly

MT jsou duté valcovité utvary, majici v priméru asi 25 nm, které jsou soucasti
cytoskeletu eukaryot. Skladaji se z heterodimerti a- a B-tubulinu, které se spojuji a vytvari
protofilamenta (Nogales et al., 1999). Dvanact az patnact téchto protofilament se lateralné
spojuje a prochazi podéln¢ po stén¢ MT vlakna (Hunter et Wordeman, 2000). Dilezitym
znakem MT je jejich strukturni polarita. Heterodimery a- a B-tubulinu se na sebe skladaji
pravidelné vzdy a-tubulin s B-tubulinem a naopak. Nikdy se na sebe nevazou souhlasné typy
tubulinu. Vysledkem tohoto zptsobu skladani je, ze MT obsahuje (+) a (-) konec, pficemz a-
tubulin se nachazi na (-) konci a B-tubulin je ptitomen na (+) konci MT (Nogales et al., 1999;
Wade, 2009).

MT jsou nejtuzsi ze vSech tii polymernich vlaken, a zaroven maji nejkomplexnéjsi
dynamiku skladani a rozkladani filament. Béhem interfdze bunécného cyklu bunky vyuzivaji
tuhost MT a shromazd'uji radialni MT, které slouzi jako centra a ,,drahy* pro intracelularni
dopravu. V pribéhu mitdézy se MT pieskupuji za tvorby déliciho vieténka, které je nezbytné
pro rozdéleni sesterskych chromatid. Délici vieténko je struktura schopné najit a pfipojit se na

chromozoémy, coz je umoznéno dynamikou jednotlivych MT (Fletcher et Mullins, 2010).
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MT cytoskelet se vyznacuje takzvanou dynamickou nestabilitou, ktera mu umoziuje se
pohotové reorganizovat. Dynamicka nestabilita umoziuje MT vlaknim stfidat obdobi
pomalého rtstu a rychlého zkracovani (Mitchison et Kirschner, 1984). Dulezitou roli
Vv regulaci tohoto nerovnovazného stavu ma guanosintrifosfat (GTP). Vazebné misto pro GTP
maji jak o-, tak B-tubulin. GTP vazany na B-tubulin je hydrolyzovan béhem, nebo brzy po
polymerizaci. Vyslednaguanosindifosfat (GDP)-vazajici MT sit’ je nestabilni, upfednostiiuje
depolymerizaci a zptsobuje dynamické chovani MT (Miiller-Reichert et al., 1998; Cooper et
Hausman, 2007; Rice et al., 2008).

V eukaryotickych bunkach se nachazeji oblasti zvané centrozomy nebo MT
organiza¢ni centra (MTOC — microtubule organizing center). Na téchto mistech pfednostné
dochazi k nukleaci MT, které rostou ven z piisluSnych center smérem k cytoplazmatické
membrané (+) koncem napted. Na rozdil od rostlinnych bun¢k se v buiikdch obratlovct
nachazi specifické ,,organely®, slozené z MT — centrioly, které jsou zakotvené v MTOC. (-)
konec MT obvykle zistava ptipojen kK MTOC a vznikla MT sit je zapojena do
vnitrobunécného transportu (Wade, 2009).

Doposud je zndmo mnoho proteini, které interaguji s MT, ale nepochybné stale zbyva
mnoho dalSich, které jest¢ nebyly objeveny. Mezi tyto proteiny patii predev§im tradi¢ni
proteiny asociované s MT (MAPs — microtubule-associated proteins) a motorové proteiny
kinesin a dynein (Wade, 2009, Brandizzi et Wasteneys, 2013). Do polymerizace a
depolymerizace MT je zapojeno nékolik zikladnich MAPs. Nukleace MT zacina zvy-
tubulinového komplexu (yTuC — y-tubulin complex). Existuji dva velikostné rozdilné
komplexy y-tubulinu — maly y-tubulinovy komplex (yTuSC — y-tubulin small complex) a
kruhovy y-tubulinovy komplex (yTuRC — y-tubulin ring complex) (Hamada, 2007; Raynaud-
Messina et Merdes, 2007). MAP200/MORI1 aktivuje dynamickou nestabilitu, a tim reguluje
délku MT (Hamada, 2007). Katanin je jedingy MAP depolymerizujici MT u rostlin, jehoz
funkci je stépit dlouhé MT na krat$i nebo oddélovat MT na (-) konci z nuklea¢nich mist
(Hamada, 2007; Ehrhardt et Shaw, 2006). Dalsi MAPs jsou spojeny s organizaci a funkcemi
MT siti. Proteiny zrodiny MAP65 zpiisobuji svazkovani MT pomoci pficnych mistki.
Proteiny vazici se na (+) konec MT (+TIPs) jsou zapojeny do intracelularniho transportu a
ucastni se vazby MT na jiné bunécné struktury, jako naptiklad cytoplazmatickou membranu,
Golgiho aparat (GA) a kinetochor (Hamada, 2007). V dasledku své polarity jsou MT vhodné
jako drahy pro molekularni motory, které se podél MT pohybuji, a zprostfedkovavaji tak
transport bunécnych organel a vezikul (Fletcher et Mullins, 2010). Molekularni motory

asociujici s MT jsou proteiny patfici do rodin kinesinti a dyneint. Tyto proteiny vyuZzivaji
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Kk pohybu energii uvolnénou pii hydrolyze adenosintrifosfatu (ATP). Kinesiny slouzi
piedevsim k transportu vezikul a organel v bunkach podél MT (Lee et Liu, 2004). Kinesiny
obsahuji motorovou doménu, ve které se nachdzi ATP-vazebné misto a MT-vazebné oblasti.
Bézni zastupci kinesinové rodiny se po MT pohybuji smérem k jejich (+) konci (Wade, 2009).
Zastupci dyneint jsou, stejné jako kinesiny, duleziti pro pfenos organel a vezikul, a navic jsou
zapojeni do organizace déliciho vieténka, segregace chromozoémui a migrace jadra v buiice.
Dyneiny maji taktéz motorovou doménu s ATP-vazebnym mistem, kterd je zodpovédna za
pohyb podél MT. Cytoplazmatické dyneiny se zpravidla pohybuji smérem k (-) konci MT
(Wade, 2009).

3.2.2 Aktinova filamenta — mikrofilamenta

Aktin je hlavni cytoskeletalni protein ve vétSiné bunék. Globularni aktin (G-aktin) je
vysoce konzervovany globularni protein o molekuldrni hmotnosti 42 kDa, ktery ma na svém
povrchu dva hlavni laloky, které jsou rozdéleny hlubokym dilkem s nukleotid-vazajicim
mistem a mistem pro vazbu dvouvalentniho kationtu. G-aktin polymerizuje za vzniku AF (F-
aktin — filamentalni aktin), kterd maji v priméru asi 5 - 7 nm, a jsou tak nejten¢i ze vSech
cytoskeletalnich vldken. Aby doslo ke tvorbé nového AF, musi nejprve tfi podjednotky F-
aktinu vytvofit jadro, které umoziuje polymerizaci na obou koncich (Cooper et Hausman,
2007; Li et al., 2014). Aktinové vlakno ma helikalni strukturu, sklada se ze dvou stocenych
fetézcu tvofenych monomery G-aktinu. Molekuly G-aktinu v fetézci sméfuji stejnym smérem
podél osy vlakna, coz AF udéluje jejich strukturni polaritu, podobné jako u MT (Meagher et
al., 2011). Dle odhadi rostlinny pyl obsahuje az 200uM aktinu. AvSak pouze 5 — 10 % z
celkového mnozstvi je ve form¢& F-aktinu (Gibbon et al., 1999; Snowman et al., 2002).
Vysledky jsou k dispozici pouze pro pyl rostlin, pro lepsi ptedstavu by bylo tieba odhadnout
obsah aktinu také v somatickych pletivech. Nicméné tato zjisténi jsou vcelku prekvapujici
vzhledem k odhadiim ziskanym u sav¢ich bun¢k. Zde tvoii F-aktin az kolem 50 % celkového
obsahu aktinu (Li et al., 2014).

V rostlinnych, stejné jako v zivociSnych buiikdch, se neustdle zvySuje pocet gent,
které koduji jednotlivé slozky aktinového cytoskeletu. U krytosemennych rostlin existuje vice
nez 12 genovych rodin, kodujicich mnoho aktini a aktin vazajicich proteinti (Meagher et al.,
2011). V genomu A. thaliana je v aktinové genové rodiné obsazeno 10 genl pro aktin,
z ¢ehoz 8 genid koduje funkéni proteiny a 2 jsou pravdépodobné pseudogeny. Podle primarni
struktury proteinii se aktinova rodina rozdéluje do dvou hlavnich tfid — vegetativni a

reproduktivni. U A. thaliana je identifikovano 8 izotypt aktinu, které se rozd€luji do péti
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podtiid (Obr. 1). Vegetativni tfida se sklada ze dvou podtiid. Jedna z nich je jednoclenna —
ACT7. Druha podtiida zahrnuje dva blizce ptibuzné izotypy — ACT2 a ACTS8. Reproduktivni
ttida sestava ze tii podtiid. Podtiida ACT11 je jednoclenna, zatimco ostatni dvé podttidy jsou
dvouclenné a skladaji se vzdy ze dvou podobnych izotypt aktinu — ACT1/3 a ACT4/12
(Kandasamy et al., 2002a).

A

1 —ACT2
Veg =L ACTS
2 ACT7
—3_ ACTI1

4 ACT1
Rep _L ACT3
ACT12

Obr. 1 1zotypy aktinu u A. thaliana (pievzato z Kandasamy et al., 2002a).

Rust novych mikrofilament je iniciovan ze tfi mist — v cytoplazmé de novo, ze strany
jiného AF nebo svazku AF, anebo z konce existujiciho AF nebo jeho fragmentu (Staiger et
al., 2010). Nukleace ze strany vznikajiciho AF pfitom obvykle ze vSech tii zptuisobu pievazuje
(Henty-Ridilla et al., 2013). Aby doslo ke tvorbé AF de novo, musi tii podjednotky F-aktinu
vytvorit jadro, které umoznuje polymerizaci na obou koncich (Li et al., 2014). Kazda
podjednotka F-aktinu muze vazat ATP nebo ADP (adenosindifosfat). Jak jiz bylo uvedeno
vySe, pro AF je typicka jejich polarita, kterou jim udé€luje specifické usporadani jednotlivych
podjednotek AF, a také rozdily v po¢tu ATP-vazajicich a ADP-vazajicich aktina (Li et al.,
2014). Za rovnovazného stavu in vitro ATP-vazajici aktin upfednostiuje vazbu na (+) konec
AF, zatimco ADP-vazajici aktin ma tendenci se odpojovat z (-) konce AF. Thned po pfipojeni
podjednotky na (+) konec dochézi k hydrolyze ATP za vzniku ADP a fosfatu. Fosfat je
nasledn¢ z molekuly aktinu uvolnén a starSi oblasti AF se skladaji pouze z ADP-vazajiciho
aktinu (Li et al., 2014). Dalsi vlastnosti typickou pro rovnovazny stav aktinu in vitro je
takzvany ,treadmilling®, pomoci n¢hoz je riist na (+) konci AF vyrovnan zkracovanim AF na
() konci (Li et al., 2014). Obvykle miZzeme v kortexu pozorovat pouze jeden rostouci konec
AF v daném c¢ase, ackoli vyjime¢né se mohou prodluzovat oba konce (Henty-Ridilla et al.,

2013). V souvislosti s polymerizaci a depolymerizaci AF se uvadi takzvana kriticka
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koncentrace (C.), coz je rovnovazna koncentrace volného G-aktinu a AF (Lodish et al., 2003).
Obecn¢ plati, ze ATP-aktin ma nizsi C. nez ADP-aktin. Pfi dosazeni kritické koncentrace na
konci AF se rychlost pfipojovani aktinovych podjednotek k AF rovnd rychlosti disociace
podjednotek na témze konci. V takovémto ptipadé se tedy neméni délka aktinového vldkna.
Ke zménam dochazi v ptipadé, Ze se koncentrace G-aktinu li§i od hodnoty C.. Pokud je
koncentrace G-aktinu vyssi, nez je hodnota Cg, tak dochézi k polymerizaci vlaken. Naopak
je-li koncentrace G-aktinu niz8i nez hodnota C., tak za takovych podminek dochazi
k depolymerizaci vlaken. AF maji (+) konec charakterizovany rychlym ristem a nizsi Ce.
Naopak pro (-) konec AF je typicky pomaly rust a vyssi C.. (Chen et al., 2000). Na rozdil od
dynamické nestability kortikalnich MT rostouci konce AF typicky neptechazeji do stadia
depolymerizace. Navic depolymerizace AF na nerostoucim konci se objevuje pouze vzacné.
Tento fakt je v rozporu s konvenénim modelem ,,treadmillingu* popisujicim reorganizaci AF
in vitro, kdy dochazi k trvalému odstranovani aktinovych podjednotek na jednom konci AF,
zatimco na druhém konci se aktinové podjednotky neustale pfidavaji. In vivo je rozklad AF
zpusoben jejich ué¢innym S$tépenim na fragmenty (Staiger et al., 2009). AF jsou pruznéjsi nez
MT. AvSak vysoké mnozZstvi proteinli se na mikrofilamenta vaze, coZ vede ke tvorbé vysoce
organizovanych struktur zahrnujicich vétvené sité ¢i svazky AF, které jsou mnohem pevnéjsi
nez samostatnd vlakna. Svazky mikrofilament jsou diileZité pro mezibuné¢nou komunikaci,
zatimco vysoce vétvené sité AF se podileji na zménach tvaru bunék (Fletcher et Mullins,
2010).

AF jsou dulezitou slozkou cytoskeletu eukaryot, kde plni né€kolik riznych roli. Aktin
ma funkci pfi urovani polarity bunék, bunééném déleni, pohybu organel, vezikuldrnim
transportu a je dilezity pro aktivitu jadra, tvorbu bunétné stény a prodluZzovani bunck
(Meagher et al., 2011; Li et al.,, 2014). Na rozdil od zivociSnych bunék ty rostlinné
upfednostiiuji aktinova vlakna pfed MT jako drahy pro transport na dlouhé vzdalenosti.
Aktinova sit’ také pohani pohyb organel, jako jsou chloroplasty, mitochondrie a GA, a
umoziiuje pozici kompartment vazanych na cytoplazmatickou membranu v bunice (Henty-
Ridilla et al., 2013; Li et al., 2014). Rostlinné buné¢né organely piipojené na AF se pohybuji
nezavisle po bufice na myozinovych motorech v relativné nehybné cytoplasme. Pievladajici
aktivity, které méni tvar cytoskeletu, a ovlivituji transport nakladti v nékterych prodluzujicich
se bunikach, jsou riist na (+) konci AF, §tipani mikrofilament a zmény v mikrofilamentové siti
(Meagher et al., 2011). V nedavné dobé bylo dokazano, ze AF jsou zapojena do transportu
sekretorickych vezikul, obsahujicich polysacharidy a proteiny, a syntetického aparatu bunécéné

stény do cytoplazmatické membrany, a také do obnovy membran a integralnich
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membranovych proteinti béhem endocytézy (Henty-Ridilla et al., 2013; Li et al., 2014). Je
ziejmé, ze pohyb rostlinnych sekretorickych organel je predev§im zavisly na aktinovém
cytoskeletu. Chemickd inhibice AF totiz vedla knaruSeni piestavby tubull
endoplazmatického retikula (ER) (Sparkes et al., 2009) a pohybu GA (Brandizzi et al., 2002).
Ackoli je aktinovy cytoskelet nezbytny pro pohyb téchto organel, jeho poruseni neovliviiuje
negativné transport na kratké vzdalenosti v ranych sekretorickych drdhach. ER a GA tedy
nepotiebuji AF pro vzajemnou komunikaci (Brandizzi et al., 2002). Na druhou stranu je
aktinovy cytoskelet potfebny pro transport proteinti z GA do centralni vakuoly (Kim et al.,
2005). Rychla ptestavba bunétné architektury je evidentnim znakem mnoha signdlnich
odpovédi a spekuluje se, ze pfestavba vyzaduje zménu aktivity nebo subcelularni distribuci
kli¢ovych aktin vazajicich proteinti (Li et al., 2014). Aktin je dilezitou slozkou odpovédi
bunék na biotické a abiotické podnéty, jako naptiklad v pribéhu vrozené imunitni odpovédi
na napadeni patogeny (Henty-Ridilla et al., 2013). Aktin a aktin depolymerizujici faktory
(ADF) se piimo ucastni glukézového signalingu, signalingu pfi stresu suchem, reakce pii
napadeni patogeny, reakce na chlad a gravitaci a kontroly buné¢ného cyklu (Meagher et al.,
2011). Prestoze vSechna eukaryota disponuji aktinovym cytoskeletem, jeho distribuce
v rostlinnych buiikach je odli$na od zivocisSnych bunék. Zaroven rostlinny aktinovy cytoskelet
je ptitomen v prabehu celého bunééného cyklu, ale jeho organizace se 1isi béhem jednotlivych
fazi. Organizace aktinu se taktéz 1i§i v riznych rostlinnych tkanich — endospermu,
meristematickych ¢i vakuolizovanych bunkach (Staiger et al., 2000). Aktin je soucasti tii
jedine¢nych cytoskeletalnich struktur — fragmoplastu, preprofazového svazku a interfazniho
kortikaIniho cytoskeletu. Aktin je tak nezbytny pro pribéh mitozy i cytokineze. Aktinovy a
MT cytoskelet jsou silné svazany v prubéhu mitdzy (Staiger et al., 2000). Délici vieténko se
vytvaii v souladu s rovinou déleni danou preprofazovym svazkem a tzv. na aktin prazdnou
zonou (actin-depleted zone), které pro zménu uréuji pozici bunééné prepazky (Field et al.,
1999; Kojo et al., 2013). Vétsina aktinového preprofazového svazku mizi z kortikalnich
oblasti po rozpadu jaderného obalu, coz vede ke vzniku na aktin prazdné zony (Staiger et al.,
2000). Preprofazovy svazek urcuje polohu a orientaci déliciho vieténka, na kterém je pro
zménu zavisla poloha a orientace fragmoplastu (Yoneda et al., 2005; Kojo et al., 2013). Po
vzniku déliciho vieténka jej aktinova vlakna obklopuji a prekiizuji (Staiger et al., 2000).
V pozdni anafazi se ve stfedu déliciho vieténka objevuji dvé sady AF. Tato AF se tvoii de
novo blizko proximalniho povrchu nové se tvoficich dcefinych jader a jejich (+) konce
sméfuji smérem k bunééné piepazce (Stachelin et Hepler, 1996). V telofazi se tato AF

zkracuji a rozSifuji za tvorby vénce, az dosdhnou matetské bunééné stény. Vysoce
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vakuolizované buiky reaguji na néjaké poranéni tim, Ze opétovné vstupuji do bunétného
cyklu. Prvnim znamenim nadchazejici mitozy je centrovani jadra. V G2 fazi buné¢ného cyklu
se cytoplazmaticka vlakna rozbihaji od periferie jadra k bunéénému kortexu. Jsou orientovana
ve dvou smérech — podél budouci roviny déleni odpovidajici fragmozému a podél budouci
polérni osy polarizujici jadro pied jeho délenim. Tato cytoplazmatické vldkna obsahuji dlouha
aktinova vlakna a nékolik MT, obé tyto slozky cytoskeletu jsou zapojeny do prostorové
kontroly pozice jadra, coz vede k polarizaci buiiky pted mitézou. (Staiger et al., 2000).
Kortikalni mikrofilamenta v epidermalnich bunikach hypokotylu A. thaliana sestavaji
minimalné ze dvou riznych populaci filament — aktinové svazky a individualni AF. Svazky
jsou struktury vyssiho fadu tvofené dvéma ¢i vice samostatnymi AF (Staiger et al., 2009).
Svazky se tvofi proplétanim samostatnych AF a rozpadaji se jak uvoliovanim jednotlivych
AF, tak jejich stépenim (Li et al., 2014). Aktinové svazky jsou v porovnani se samostatnymi
AF del$i, maji vyssi intenzitu fluorescence, delsi zivotnost a jsou podstatné méné Stipany.
Jsou také rovn&j$i, tuz§i a vétSinou jsou orientovany rovnobézné v cytoplazmé, zatimco
samostatna AF jsou orientovana spiSe nahodné (Staiger et al., 2009; Henty-Ridilla et al.,
2013). Samostatna AF v kortikélnich oblastech bunky jsou extrémné dynamicka, objevuji se
a opét mizi, preskupuji se a splyvaji za tvorby svazki béhem intervalu nékolika desitek
sekund. Nejvyraznéj$im vysledkem kvantitativnich analyz dynamiky samostatnych AF je
objev, Ze ptevazujicim mechanismem rozkladu AF je jejich S$tépeni. Zkracovani AF
depolymerizaci je v epidermdlnich bunkach hypokotylu pozorovano vzacné, objevuje se
témét o jeden fad méné Casto nez rust AF (Li et al., 2014). O souhrnném mechanismu
reorganizace AF, tedy jejich rychlé elongaci na (+) konci a rozpadu AF zplsobenému jejich
Stipanim, se mluvi jako o tzv. stochastické dynamice, jako protikladu k ,treadmillingu*
(Staiger et al., 2009; Henty-Ridilla et al., 2013). Ve vétsiné studii je celkové chovani AF pii
jejich reorganizaci konstantni az na vyjimky, které zahrnuji pfevazné pomalé rychlosti
elongace AF, métené napiiklad v pylové lacce a svéracich bunkach praduchd u A. thaliana
(Henty-Ridilla et al., 2013; Li et al., 2013; Qu et al., 2013). V n¢kolika malo studiich se
dokonce rychlost elongace téméf rovna rychlosti rozkladu AF, coz moznd naznacuje
mechanismus reorganizace podobny ,.treadmillingu* (Henty-Ridilla et al., 2013). Samostatna
AF také projevuji dalsi znaky dynamického chovéani. Prochazeji naptiklad neustalymi
zménami tvaru, které zahrnuji ohybani a narovndvani. K ohybani a narovnavani AF
pravdépodobné dochazi v disledku aktivity myozinovych motort, které posouvaji
antiparalelni AF proti sob¢, nebo zplsobuji klouzani AF po cytoplazmatické membrané

(Staiger et al., 2009; Li et al., 2014).
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Pro mikroskopickou analyzu aktinového cytoskeletu v zivych bunikach nelze dobie
pouzit pfimé znacCeni aktinu pomoci zeleného fluorescen¢niho proteinu (GFP — green
fluorescent protein). Namisto tohoto postupu se vyuzivaji domény nebo motivy z aktin
vazajicich proteintt (ABPs — actin-binding proteins) pro konstrukci nepifimych reportéra F-
aktinu pro mikroskopii zivych rostlinnych bunék. Nejcastéji pouzivané konstrukty u rostlin
jsou druha aktin vazajici doména z A. thaliana (FABD2) a Lifeact reportér pochazejici
z kvasinek (Voigt et al., 2005; Vidali et al., 2009; Dyachok et al., 2014). Oba tyto reportéry
byly pouzity pro méfeni parametrd dynamiky AF in vivo. PouZzivani reportéri piipravenych
z mys$iho nebo lidského talinu (GFP-mouse Talin, GFP-human Talin) neni v tomto piipadé
vhodné, protoze dochazi ke vzniku kvantitativnich rozdilli v organizaci cytoskeletu a rastu
rostlin, stabilizaci svazki AF a inhibici $tépeni mikrofilament endogennimi ADF (Li et al.,

2014).

3.3 Aktin vazajici proteiny

Na aktinova vldkna se pfipojuje fada ABPs, které reguluji organizaci aktinu a AF.
Purifikovany rostlinny aktin mize in vitro rychle vytvaiet AF, avSak v buiikach je dynamické
chovani a reorganizace aktinu ovliviiovano prostiednictvim ABPs (Henty-Ridilla et al.,
2013). Béhem témet dvaceti let proteinové biochemie spolu se sekvenovanim gent bylo
odhaleno nékolik tuctti rostlinnych ABPs (Henty-Ridilla et al., 2013). Mnoho znamych ABPs
se vaze na stejné misto AF, a proto se piedpoklada, ze si konkuruji. Mezi nékolika proteiny
existuje vztah pozitivni kooperace a maji tendenci vytvaret terciarni komplexy, ale vétSina
ABPs kooperuje negativné (dos Remedios et al., 2003). Vétsina ABPs jsou komplexni nebo
multidoménové proteiny, které maji jednu nebo i vice funkei (Li et al., 2014). ABPs reguluji
skladani a rozkladani (napt. profilin, ADF/cofilin, thymosin B4), nukleaci de novo (napft.
aktin-asociované proteiny 2/3 - ARP2/3, Wiskott—Aldrich syndrome protein - WASP,
formin), kiizeni a svazkovani AF (napf. fimbrin, filamin), anebo jsou zapojeny do tvorby
nadmolekularnich struktur, jako jsou fokalni adheze (napf. vinculin, talin, integrin) a jiné
membranové interakce (napf. spektrin, protein 4.1, ankyrin, adducin) (Hussey et al., 2002).
ABPs se mohou vazat jak na G-aktin, tak na F-aktin, pfipadné na oba. Proteiny vazici se na
monomery aktinu (napf. profilin, aktin depolymerizujici faktor - ADF) reguluji mnoZstvi a
aktivitu podjednotek. Nukleacni faktory vytvaii centra pro tvorbu AF z monomerti, anebo
z aktin-profilinovych komplexii. Stépici proteiny (napf. ADF, villin) zkracuji AF tvorbou
zloml v mikrofilamentové kostie, ¢imz se vytvaieji nové konce AF. Kryci proteiny (napf.

kryci proteiny - CP, villin) se vazi na (+) konce a omezuji pfipojovani nebo odpojovani
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podjednotek. AF mohou byt stabilizovana pomoci proteinti vazajicich se ze strany, nebo
mohou tvofit vyssi struktury, jako svazky ¢i sité pomoci svazkujicich proteint ¢i proteint
vytvakejicich pii¢né vazby (napft. villin, fimbrin) (Li et al., 2014). Prehled nékterych ABPs
spolu s jejich funkcemi se nachazi v Tab. 1 (Kovar et al., 2000a; Huang et al., 2003; Staiger et
Blanchoin, 2006).

Tab. 1 Ptehled nékterych ABPs

ABP funkce

profilin vazba na G-aktin, potlaceni spontanni nukleace AF a

blokovani pfipojovani podjednotek na (-) konec

ADF zvyseni rychlosti depolymerizaci AF na (-) konci AF,
tvorba novych konct $tépenim AF
ARP 2/3 nukleace AF de novo
formin nukleace AF de novo a svazkovani
CP inhibice elongace na (+) konci a depolymerizace AF
fimbrin zesitovani AF tvorbou pri¢nych vazeb

Hussey et al. (2002) se zabyvali analyzou nejstudovanéjSich ABPs, kdy hledali jejich
homology v TAIR (The Arabidopsis Information Resource) databazi genomu. 36 z 67
analyzovanych ABPs nevykazovalo zddné blizké homologie v této databdzi. PredevSim se
v TAIR databazi nenachéazeji Zadné proteiny, které by mély podobnost s proteiny potiebnymi
pro tvorbu fokélnich adhezi (vinculin, talin, integrin). Také tam neni pfitomen Zadny homolog
thymosinu B4, ackoli ostatni z jiz zminénych proteinii regulujicich skladani a rozkladani AF
(profilin, ADF) se tam nachézeji. Navic tam jsou forminy, které pravdépodobné reguluji
pfinejmensim profilin. Villinovd genova rodina je taktéZz v databazi ptitomna, ale neexistuji
jasné rozdily mezi ¢leny této genové rodiny, tak jako jsou rozdily naptiklad mezi gelsolinem a
villinem v zivo¢isnych bunkach. Pozoruhodny je fakt, Ze se v databazi nachazi proteiny ARP2
a ARP3, které jsou soucasti komplexu potiebného pro de novo iniciaci tvorby AF, ale
nenachazi se tam zadny homolog WASP. U A. thaliana se také vyskytuje fimbrinova genova
rodina, ve které je identifikovan spektrin jako humanni homolog, chybi vSak jasny homolog
spektrinu. Zajimavé je, ze homolog proteinu 4.1, proteinu zapojeného do interakce
cytoplazmatické membrany s aktinovym cytoskeletem, je v databazi piitomen, zatimco

ankyrin ani adducin, proteiny s podobnou funkci, ne.
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Myoziny jsou mechanochemické enzymy majici konzervovanou hlavovou motorovou
doménu zodpovédnou za ATPazovou aktivitu a vazbu na aktin. Z evolu¢niho hlediska lze
rostlinné myoziny zafadit do tfidy VIII a XI v super rodiné¢ myozinli eukaryot (Sparkes,
2011). Myoziny obsahuji v oblasti ocasu naklad-vazajici doménu, ktera je zodpovédnd za
transport organel a vezikul podél aktinovych vlaken. Myoziny jsou navic zifejmé zodpoveédné
za tvorbu sily pohanéjici vzajemné klouzani AF a klouzani AF na cytoplazmatické membrané

(Lietal., 2014).

3.3.1 Profilin

Profilin je maly vSudypfitomny ABP o molekulové hmotnosti 12 — 14 kDa, ktery ma
komplexni efekty na dynamiku aktinového cytoskeletu u eukaryot. Profilin se vaze na G-aktin
v poméru 1:1 a tvofi s nim komplexy (Ramachandran et al., 2000; Kandasamy et al., 2007).
Profilin spolu s ADF jsou nejvice exprimované ABPs u rostlin (Kandasamy et al., 2007).
Poprvé byl rostlinny profilin objeven jako alergen v bfizovém pylu (Valenta et al., 1992).
Pozdgji byl profilin identifikovan jako aktin vazajici protein u vyssich rostlin (Valenta et al.,
1993). Krom¢ aktinu profilin také interaguje s jinymi ligandy, jako napiiklad s membranovym
PIP2, PLP a ARP2/3 komplexem. Profilin, jako multifunkéni protein, je pravdépodobné
zapojen do signalnich drah, a jeho interakce s PIP2 mize mit efekt na PIP2 signaling
riznorodym ovliviiovanim aktivity fosfolipazy C. Pravdépodobné profilin také propojuje
PIP2 signaling s aktinovym cytoskeletem (Staiger et al., 2000; Kandasamy et al., 2002b).
Imunofluorescencni analyza ukazala, ze na cytoplazmatické membrané kotfenovych bunck
kukutice se PIP2 soustied’uje do samostatnych domén, které jsou podobné doménam bohatym
na profilin. OSetfeni mastoparanem, aktivatorem fosfolipazy C, zptsobuje redistribuci PIP2 a
prestavbu aktinového cytoskeletu. Pfedpokladé se, Ze profilin prostfednictvim PIP2 propojuje
cytoplazmatickou membranu s aktinovym cytoskeletem (Sun et al., 2013).

Sekundarni a terciarni struktury vSech profilinti jsou vysoce konzervované (Jockusch
et al., 2007). Avsak fakt, ze u riznych druhti a dokonce i u téhoz organismu existuji rizné
izoformy profilinu, miZe byt zndmkou rozdilnych funkei jednotlivych ¢lenii rodiny profilint
(Sun et al., 2013). Ukazalo se také, ze profiliny jednodéloznych a dvoudéloznych rostlin jsou
sekvencné vysoce homologické. Profilin izolovany z jednodé€loZzné travy bojinka luéniho byl
ze 79 % identicky s profilinem pochazejicim z biizy. Naopak profiliny nékterych obratlovct,
bakterii nebo zastupct skupiny Amoebozoa jsou homologické pouze asi ze 30 — 40 % se
zminénym profilinem z biizy (Valenta et al., 1993). Na rozdil od jednoduchych lidskych ¢i

kvasinkovych systémi ma A. thaliana starobylou a vysoce divergentni multigenovou rodinu
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koédujici pét odlisSnych izoform profilinu. Téchto pét izoform je vysoce homolognich
vzhledem K jejich nukleotidovym a aminokyselinovym sekvencim (Ramachandran et al.,
2000; Kandasamy et al., 2002b). V ramci profilinové rodiny A. thaliana jsou PRF1 a PRF2
vysoce homologické v aminokyselinové sekvenci, kdy se lisi pouze v 10 ze 131
aminokyselinovych zbytki (Wang et al., 2009).

Profilin je soucasti vSech rostlinnych tkéni a plni dalezité funkce v rostlinach tim, Ze
ma komplexni efekty na AF. Potlacuje nukleaci AF a blokuje ptipojovani podjednotek na (-)
konec, coz omezuje rust AF pouze na (+) konec (Henty-Ridilla et al., 2013). Mikroinjekce
profilinu do rostlinnych bunék zptsobila depolymerizaci AF (Staiger et al., 1994), zatimco
nadexprese profilinu ve stabilné transformovanych bunkach vedla k polymerizaci aktinu v
kortikalni oblasti bun¢k (Finkel et al., 1994). Ramachandran et al. (2000) zjistili, ze uroven
exprese profilinu v bunikach je kriticka pro jejich elongaci. Redukce trovné exprese PRF1
Vv transgennich rostlinach o 50 % vedla k porucham elongace bunék, nicméné nenastaly zadné
detekovatelné¢ zmény v kortikdlnim aktinovém cytoskeletu. Naopak transgenni rostliny
nadexprimujici PRF1 m¢ély delsi kofeny a kofenové vlasky, pficemz uspotfadani kortikalniho
aktinového cytoskeletu se neliSilo od standardniho uspofddani u divokého typu
(Ramachandran et al., 2000). Uroveii exprese profilinu se také ukazala byt dileZita pro
udrZeni tvaru bunck. Snizena exprese profilinu vedla ke zvétSeni epidermalnich, kortikalnich
a endodermdlnich bunék, zatimco jiné epidermalni buiiky byly na pokraji zhrouceni
pravdépodobné v dasledku oslabené bunécéné stény. Piekvapivym zjisténim jejich
experimentll byl fakt, ze transgenni rostliny se snizenou expresi profilinu kvetly diive nez
divoky typ a rostliny nadexprimujici profilin (Ramachandran et al., 2000).

Pomoci specifickych monoklondlnich protilatek se studovala distribuce jednotlivych
izoform profilinu ve tkanich A. thaliana (Kandasamy et al., 2002b). Vysledky ukazaly, Ze tfi
z péti izoform (PRF1, PRF2 a PRF3) jsou konstitutivné exprimovany v téméf vSech organech
a tkanich A. thaliana, v¢etné¢ zarode¢ného vaku v riznych stadiich vyvoje a mikrospor
v brzkych stadiich mikrosporogeneze. Na druhou stranu ostatni izoformy (PRF4 a PRF5) se
exprimuji predev§im ve zralém pylu. Na zaklad¢ lokalizace jednotlivych izoform byly
profiliny rozdéleny do dvou tiid — konstitutivni neboli téz vegetativni a pylové-specifické
neboli reproduktivni (Huang et al., 1996; Kandasamy et al., 2002b). Béhem vyvoje pylu
vegetativni  profiliny pfedstavuji veskerou populaci profilinu v mikrosporocytech a
vyvijejicich se mikrosporach, avSak ve zralém pylu a rostoucich pylovych lackach vegetativni
profiliny tvofi jen velmi malou Cast a pfevazuji zde generativni profiliny. Pii vyvoji sam¢iho

gametofytu tedy dochdzi k nahlé zméné v expresi jednotlivych izoform profilinu, zatimco
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vV ramci celého vyvoje samic¢iho gametofytu zlstavaji konstitutivni profiliny hlavni slozkou.
Imunocytochemické studium pylovych la¢ek A. thaliana odhalilo, ze izoformy profilinu jsou
piitomné a vice ¢i méné rovnomérné rozlozeny v cytoplasmé (Kandasamy et al., 2002b). Toto
zjisténi je vSak vostrém kontrastu s pozorovanim distribuce profilinu v rostoucich
kotenovych vlascich, jakozto dal$im organu s polarizovanym riistem. Pro kofenové vlaseni je
typicka specificka lokalizace profilinu ve $pickach kotenovych vlasku (Baluska et al., 2000).

McKinney et al. (2001) experimentovali s T-DNA inzer¢nim mutantem PRF1 u A.
thaliana (prfl-1), ktery obsahoval inzerci v promotorové oblasti genu pifed pocatkem
transkripce, coz by nemélo mit vliv na kvalitu konecného proteinu. Homozygotni prfl-1
mutanti vSak ukazali snizenou expresi PRF1 genu v mladych semendaccich, zatimco exprese
Vv dospélych rostlinach nebyla ovlivnéna. Déle zjistili, Ze proteinova hladina PRF1 u divokého
typu je zavisla na svétle. Semenacky divokého typu kli¢ici ve tmé mély totiz n€kolikrat vyssi
hladinu PRF1 nez semenacky, které kli¢ily na svétle. Toto v§ak neplatilo pro prfl-1 mutanta,
u néjz hladiny PRF1 nebyly regulovany svétlem. To je mozné vysvétlit tim, Ze v pripadé
mutanta T-DNA inzerce zptisobila oddé€leni regulacnich sekvenci pottebnych k dané odpovédi
od genu pro PRFI1. Délka hypokotyli semenackd homozygotniho prfl-1 mutantu byla delsi
nez u divokého typu (McKinney et al., 2001). Mezi dalsi defekty u semenacka prfl-1 pattilo
opozdéné kliceni, opozdény vyvoj kotyledonil a prvnich pravych listii.

Podle studie Kandasamy et al. (2002a) se ukazalo, ze zménéna exprese reproduktivni
izoformy aktinu ACT1 ve vegetativnich pletivech je pro rostlinu velmi toxicka, zptsobuje
masivni polymerizaci a svazkovani AF a vyvolava riizné vyvojové defekty, jako zakrslost a
opozdéné kveteni. Diivodem tohoto efektu je pravdépodobné fakt, ze spravnd funkce ACT]1 je
zavisla na interakci s pfisluSnymi reproduktivnimi ABPs, které se ve vegetativnich pletivech
nenachazeji. To prokazali Kandasamy et al. (2007) svym zjist€énim, ze SouCasna exprese
ACT1 spolu sreproduktivnim PRF4 vtomtéz vegetativnim pletivu zpisobi témétf uplné
potlaceni toxického efektu ACTI, a takovéto rostliny mély typicky vzhled a aktinovy
cytoskelet podobny kontrolnim rostlinam (Kandasamy et al., 2007). Ackoli zménéna exprese
ACT1 spolu s vegetativnim PRF1 ukézala pouze nepatrny efekt na potlaceni toxického efektu
ACT]1, tento vysledek jasn¢ ukazal, Ze existuji preferen¢ni tiidoveé-specifické interakce mezi
izoformami aktinu a profilinu v rostlinach. Zménéna exprese pouze u riznych izoform
samotného profilinu nezapficinila Z4dné¢ nezvyklé efekty. Pravdépodobné zde doslo
Kk integraci reproduktivnich profilini s pfirozené se vyskytujicimi vegetativnimi aktiny

(Kandasamy et al., 2007).
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Fan et al. (2013) zjistili, Ze nadexprese PRF3 v A. thaliana zptsobuje viditelné rustové
defekty, jako napi. opozdéné kliCeni a redukci délky hypokotylu a kotfene. Mikroskopicka
analyza ukazala, ze zkraceni délky hypokotylu bylo zplisobeno inhibici elongace bun¢k a
nadexprese PRF3 zpusobila ztratu silnych aktinovych vlaken v hypokotylovych buiikach, coz
naznacuje, ze tato aktinova vlakna maji dalezitou roli pro elongaci bunék (Fan et al., 2013).
Tato zjisténi kontrastovala s pfedchozimi experimenty s T-DNA inzerénimi mutanty prfl-1
(McKinney et al., 2001), kteti vykazovali naopak prodlouzené hypokotyly. Exprese profilinu
je tedy moznym limitujicim faktorem elongace bun¢k A. thaliana (Fan et al., 2013).

Dv¢ ttidy profilinii se zdaji byt funkéné odlisné ve vétSin€ krytosemennych rostlin.
Vegetativni profiliny maji vyS$si afinitu k PLP, vazi vice G-aktinu a narusuji cytoplazmatickou
architekturu aktinu rychleji nez reproduktivni profiliny (Kovar et al., 2000b). Dale bylo
zjisténo, Zze PRF1 ma mnohem vyssi afinitu ke G-aktinu a PLP nez PRF2. Subcelularni
lokalizace PRF1 a PRF2 je taktéz rozdilna (Wang et al., 2009). Pomoci konfokalni
mikroskopie byly pozorovany transgenni rostliny A. thaliana exprimujici fuzni proteiny
PRF1-GFP a PRF2-GFP. Zjistilo se, Ze PRF1-GFP ma filamentalni uspotfadani podobné AF,
zatimco PRF2-GFP vytvafi v buikach polygonalni sit’ imitujici ER (Wang et al., 2009).
Osetteni rostlin s latrunkulinem A, inhibitorem polymerizace aktinového cytoskeletu, a jeho
nasledné vymyti ukazalo, ze filamentaln¢ uspofddany PRF1 pravdépodobné asociuje s AF,
protoze doslo k ¢aste¢nému obnoveni filamentalniho uspoiadani PRF1-GFP. Na druhou
stranu, totéZ oSetieni s latrunkulinem A a nasledné zotaveni odhalilo, ze PRF2-GFP neni
vazan na aktinovy cytoskelet, ale zfejm¢ kolokalizuje s ER. Tato zjisténi potvrzuji, ze i pies
vysokou strukturni podobnost jsou PRF1 a PRF2 nejspiSe funkéné rozdilné (Wang et al.,
2009).

Takac¢ et al. (2011) se zabyvali studiem efektd brefeldinu A (BFA), inhibitoru
recyklace a sekrece vezikul, na kofenové bunky A. thaliana. Ve vysledku se ukazalo, Ze BFA
zapricinuje vznik takzvanych BFA kompartmentl a zaroven ovliviiuje expresi né€kolika
proteinit v kofenovych buiikdch. Mimo jiné byla zjisténa upregulace PRF2 v disledku
inkubace s BFA. Zaroven se ukazalo, Ze se PRF2 akumuluje kolem a uvnitif BFA
kompartment, coz je navic doprovazeno piestavbou aktinového cytoskeletu. PRF2 je tedy
nejspiSe v zavislosti na BFA zapojen do interakce mezi vezikularnim transportem a
aktinovym cytoskeletem.

Piehled funkci profilind v rostlinnych butikach je shrnut v Tab. 2 (Sun et al., 2013).
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Tab. 2 Prehled funkci rostlinnych profilint

Zapojeni do bunécné

Profilin Buiiky a/nebo ligandy
drahy
Koftenové bunky kukufice,
ZmPRO3
_ PIP2
Interakce mezi
) Endosperm semen A.
cytoplazmatickou _
_ thaliana, kofenové bunky;
membranou a aktinovym AtPRF1, atd. ]

forminy (AtFH1, AtFH5 a

cytoskeletem

AtFH6)

PcPRF1 Kultivované buniky petrzele

Umisténi organel pomoci

aktinového cytoskeletu

Profiliny z A. thaliana

Protoplasty mezofylovych
bun¢k A. thaliana, protein
vnéjsi membrany

chloroplasti — CHUP1

neni k dispozici

Listové buiiky ryze, formin

(OsFH5)

AtPRF2

Epidermalni bunky,
trichomy, ER kmenovych
epidermalnich bun¢k A.

thaliana

neni k dispozici

Kofenové bunky A.

thaliana, formin (AtFHS)

Vezikularni transport
pomoci aktinového

cytoskeletu

Kotenové hlizky fazolu,

PVPRO1 fosfoinositid-3-kinazy tiidy
Il
Trans-Golgi systém (TGN)
AtPRF2 Vv kofenovych buiikach A.

thaliana




3.4 Abioticky stres u rostlin

Rostliny, jako sesilni organismy, se na rozdil od Zivocichli nedokdzi vyhnout
neptiznivym podminkam vnéjsiho prostiedi (Smékalova et al., 2014). Vyvinuly si vSak
specifické mechanismy, které jim umoziuji detekovat environmentalni zmény, odpovidat na
komplexni stresové podminky, minimalizovat poSkozeni a zachovavat zdroje dulezité pro rast
a reprodukci (Atkinson et Urwin, 2012). Zasadni strategii rostlin, jak se adaptovat na ménici
se podminky prostiedi, je regulace genové exprese (Sham et al., 2015). Je ziejmé, Ze rostliny
preprogramovavaji své bunécné odpovédi v reakci na neustdle se ménici environmentalni
faktory (Sham et al., 2015). Vé&tSina experimentt testuje vliv jediného abiotického stresu,
avSak v pfirozenych podminkach je rostlina pfevazné vystavena vice stresovym faktorim
soub&zné (Rizhsky et al. 2004). V ptipad¢, Ze na rostlinu pusobi vice riznych abiotickych
strest, je schopna aktivovat specifickou a unikatni stresovou odpovéd” (Atkinson et Urwin,
2012). Ptikladem takovéto odpovédi je obranny mechanismus rostlin indukovany kombinaci
teplotniho stresu a stresu suchem, ktery je charakterizovan potlacenim fotosyntézy, zesilenim
intenzity dychani, souborem obrannych a metabolickych transkriptt a akumulaci sachardzy a
dalsich sacharidi (Rizhsky et al., 2004). Existuje mnoho podobnosti v odpovédi na tuto
kombinaci strestt u A. thaliana (Rizhsky et al., 2004) a u tabaku (Rizhsky et al., 2002), coz
naznacuje, Ze tento zplsob obrany je konzervovany mezi riznymi druhy rostlin. Tvorba
plodin odolnych vii¢i stresovym faktorim, jak transgenné¢, tak pomoci Slechténi, je velmi
rozsitena (Atkinson et Urwin, 2012). Naptiklad rezistence k abiotickym stresim byla
navozena Vv riznych plodindch prostfednictvim genetické manipulace s transkripénimi faktory
nebo antioxida¢nimi proteiny (Bhatnagar-Mathur et al., 2008).

Ve vSech eukaryotickych organismech maji mitogen aktivované proteinkinazy
(MAPK) a jejich signalni drahy nezbytnou roli pro pienos signalu zapojeného do stresovych
odpovédi. MAPK signalni drahy jsou usporadané do modulil, které se skladaji z MAPK kinaz
kindz, MAPK kindz a MAPK. Aktivace jednotlivych slozek spociva v jejich reversibilni
fosforylaci. MAPK, jakozto posledni ¢len MAPK signalni drahy, se premistuje do jadra a
reguluje transkripéni faktory nebo jiné proteiny tcastnici se transkripce, coz vede k regulaci
genové exprese a pieprogramovani stresové odpovédi nebo rostlinného vyvoje (Samajova et
al., 2013).
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3.4.1 Solny stres

Zasoleni pud je celosvétovy problém v zeméd€lstvi, protoze zplisobuje snizeni urody
Vv postizenych oblastech. Rostliny se rozdéluji na zakladé¢ jejich odpovédi na solny stres na
dveé zakladni skupiny — halofyty a glaukofyty. Halofyty ziji pfirozené ve vysoce zasoleném
prostiedi, ale takovychto rostlin je pouze minimum. Valna vétSina rostlin jsou glaukofyty,
které nedokazi tolerovat vysoké hladiny soli stejné jako halofyty. Za normdlnich podminek je
osmoticky tlak v rostlinnych bunkach vyssi nez v okolnim prostfedi., coz rostlina vyuziva pro
pfijem vody a rozpusténych minerall do kofenovych bunék. Kdyz je rostlina vystavena
osmotickému stresu ve formé nadmérné zasoleného prostfedi, je osmoticky tlak prostfedi
vy$si nez uvniti rostlinnych bunék a dochazi ke snizeni schopnosti rostliny piijimat potiebnou
vodu a mineraly (Kader et Lindberg, 2010). Na druhou stranu sodné kationty (Na’) a
chloridové anionty (CI') se dostavaji do bunék a maji toxicky efekt na bunééné membrany a
metabolickou aktivitu v bunkach, poskozuji homeostazu vody a iontd (Huh et al., 2002;
Mazel et al., 2004; Kader et Lindberg, 2010). Nadmérné zasoleni také vyvolava oxidativni
stres, genotoxicitu, nutricni poruchy a poskozuje bunécné déleni a zvétSovani bunck.
Souhrnné tyto efekty negativné ovliviiuji rast rostlin, vyvoj a mohou vést az ke smrti (Carillo
et al., 2011). Pusobenim solného stresu dochazi v rostliné k ovlivnéni dilezitych procest,
jako je fotosyntéza, proteosyntéza a energeticky a lipidovy metabolismus (Carillo et al.,
2011). Rostlina mize pod vlivem solného stresu prochazet mnohymi zménami, pficemz
nékteré z nich jsou Cisté adaptivniho charakteru, zatimco mnohé mohou byt patologickymi
nasledky pfimého posSkozeni rostliny. Znalost téchto zmén je dilezita, protoze mohou slouzit
jako vhodné cile pro genovou supresi za cilem zvySeni odolnosti rostlin vici stresu (Zhu,
2002). Osmoticka tolerance rostlin zahrnuje schopnost snaset nedostatecny piisun vody
v disledku solného stresu a schopnost udrzet tvorbu a rist novych listi a vodivost praduchii
(Carillo et al., 2011). Dalsim obrannym mechanismem proti solnému stresu je minimalizovani
mnozstvi Na®, které se akumuluje v cytosolu piedeviim listovych bunék. Tento proces
zahrnuje regulaci genové exprese specifickych iontovych kanald a transportert (Carillo et al.,
2011). Prikladem je regulace transportu sodnych ionti do vakuol. Nadexprese vakuolarniho
Na*/H" antiporteru u rajéete totiz umoznila rostlindm rist v prostiedi s 200mM koncentraci
NaCl (zZhang et Blumwald, 2001). Dalsi dulezitou obrannou strategii je biosyntéza a

akumulace osmolyti (Hasegawa et al., 2000).
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3.4.2 Oxidativni stres

Je nutné, aby byl rostlinny metabolismus regulovan za ucelem efektivni integrace
riznorodych biosyntetickych drah redukéniho charakteru. Tato regulace vSak Uiplné nedokaze
zabranit aktivaci molekuldrniho kysliku a tvorbé reaktivnich forem kysliku (ROS), konkrétné
superoxidového aniontu (O;"), peroxidu vodiku (H,0,), hydroxylového radikalu (OH’) a
singletového kysliku (*O,) (Perl-Treves et Perl, 2002; Foyer et Noctor, 2005). ROS se aktivné
ucastni rtiznych biologickych procesti, zahrnujici naptiklad rGst bunck, programovanou
buné¢nou smrt a senescenci bun¢k (Finkel, 2003). Rostlinné bunky produkuji ROS (H,0, a
0,") jako druhé posly v mnoha procesech spojenych s rostlinnym ristem a vyvojem. Navic
produkce velkého mnozZstvi O," na cytoplazmatické membrang je jeden z hlavnich zpisobi,
kterym rostlina ptenasi signaly o zménach prostiedi (Foyer et Noctor, 2005). Situace, které
vyvolavaji zvySenou tvorbu ROS, se souhrnné oznacuji jako oxidativni stres, coz ukazuje na
Skodlivy proces. Ve skute¢nosti je to ale pravdépodobné v mnoha piipadech pravé naopak a
zvySend oxidace je nezbytnou soucasti signali,, které rostlina vyuziva k pfizplisobeni se
environmentalnim a vyvojovym podnétim (Foyer et Noctor, 2005). Priméarni obranou rostlin
proti oxidativnimu stresu jsou dimyslné mechanismy, které reguluji elektrontransportni
fetézec a obecné fotosyntézu. Tyto mechanismy jsou zodpovédné za spravné propojeni
svételnych a temnostnich reakci fotosyntézy a za adaptaci svétlosbérného komplexu na ménici
se podminky. Ve vysledku je tak produkce ROS redukovana na minimum (Perl-Treves et
Perl, 2002). ROS jsou neustale produkovany ve vSech bunécnych kompartmentech jako
vedlejs$i produkt bunééného metabolismu a preziti buiky je zavislé na adekvatni ochrang.
Veskeré aerobni organismy si vyvinuly mnoho obrannych mechanismii, které zahrnuji
enzymy i neenzymatické antioxidanty. Mezi antioxida¢ni enzymy patii superoxid dismutaza
(SOD), glutathion peroxidaza, glutathion reduktdza a katalaza. Detoxikace Casto vyzaduje
sled vice kroki, aby se zabranilo pfeméné jedné ROS v jinou, vice Skodlivou. To 1ze predvést
na piikladu SOD, ktera katalyzuje pfeménu O," na H,0,. Nedostate¢nost v nasledujicim
kroku detoxikace H,0, vede k akumulaci H,O,, inaktivaci SOD a tvorbé OH" (Perl-Treves et
Perl, 2002).
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4 Material a metodika
4.1 Material

4.1.1 Biologicky material

V experimentech byla pouzita semena A. thaliana, ekotyp Columbia-0 (Col-0, divoky
typ) a nadexpresni linie exprimujici GFP znaceny profilin 2 pod kontrolou 35S promotoru
(35S::PRF2:GFP), dale v textu pouze jako PRF2-GFP. Jako kontrola byla pouzita semena A.
thaliana stabilné exprimujici chiméricky gen pro cytoplazmaticky fuzni protein s GFP, dale
v textu pouze jako pMAT-GFP (Mano et al.,, 1999). Vsechna semena byla povrchové

vysterilizovana pomoci ethanolu (EtOH) ve 3 krocich:

1) promyvani semen 5 min v 70% EtOH,

2) promyvani semen 2 — 3 min v 96% EtOH,

3) 3x 5 min promyvani v destilované vodé. Mezi kazdym promytim byla voda
odpipetovana a napipetovana Cista. Vysterilizovana semena byla nanesena na sterilni

filtra¢ni papir.

4.1.2 Chemikalie

Desert Biological:

meicelaza

Duchefa Biochemie:

Murashige & Skoog zakladni smés soli (MS salts)

sorbitol

Invitrogen:
Alexa Fluor 488 konjugovana sekundarni protilatka (kozi anti-krali¢i)

Alexa Fluor 488 konjugovana sekundarni protilatka (kozi anti-mysi)
Alexa Fluor 488 konjugovana sekundarni protilatka (kozi anti-potkani)
Alexa Fluor 546 konjugovana sekundarni protilatka (kozi anti-mysi)
Alexa Fluor 546 konjugovana sekundarni protilatka (kozi anti-potkani)

polyklonalni primarni protilatka anti-GFP (krali¢i)

Penta:

ethanol
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Serotec:

monoklonalni primarni protilatka anti-a-tubulin YOL1/34 (potkani)

Serva:

macerozym

Sigma aldrich:

1,1-dimethyl-4,4-bipyridium dichlorid (PQ — paraquat)
4'.6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)

borohydrid sodny (Na[BHy])

brefeldin A (BFA)

celulaza

dihydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (Na;HPO, . 2H,0)
dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,PO,)
dimethylsulfoxid (DMSO)

glutaraldehyd

glycerol

heptahydrat siranu hofe¢natého (MgSO, . 7H,0)
hovézi sérovy albumin (BSA)

hydroxid draselny (KOH)

chlorid sodny (NaCl)

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

methanol

monoklonalni primarni protilatka anti-aktin (mysi)
Nonidet P-40

oryzalin

paraphenylendiamin

paraformaldehyd

phytagel

piperazin-N,N°‘-bis-(ethansulfonova kyselina) (PIPES)
sachardza

taxol

xylen



Ostatni:

imerzni olej 518F (Zeiss)

4.1.3 Roztoky a média

Pevné Y2 MS médium

2,2¢g.l" Murashige & Skoog zakladni smés soli (MS salts)
10 g.I" sachardza
8g.lt phytagel

dH,0

pH 5,8; sterilizovano autokldvovanim

Tekuté V2 MS médium

2,2 g.I'1 Murashige & Skoog zakladni smés soli (MS salts)
10 g.I" sachar6za
dH,0

pH 5,8; sterilizovano autoklavovanim

Pevné kultivaéni ¥ MS médium s obsahem 75mmol.I"t NaCl

2,29l Murashige & Skoog zakladni smés soli (MS salts)
10 g.I" sachar6za
8g.l* phytagel
4,383 g.I" NaCl
dH,0

pH 5,8; sterilizovano autokldvovanim

Pevné kultivaéni ¥ MS médium s obsahem 100mmol.I*t NaCl

2,2 g.l'1 Murashige & Skoog zakladni smés soli (MS salts)
10 g.I" sachardza
8g.lt phytagel
5,844 g.I" NaCl
dH,0

pH 5,8; sterilizovano autoklavovanim
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Pevné kultivaéni ¥4 MS médium s obsahem 125mmol.I"t NaCl

2,2g.l*
10 g.I"
8g.l*
7,305 g.I*

Murashige & Skoog zakladni smés soli (MS salts)
sacharoza

phytagel

NaCl

dH,0

pH 5,8; sterilizovano autoklavovanim

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

2,2¢g.l"
10 g.I"
8g.lt
8,766 g.I"

Murashige & Skoog zakladni smés soli (MS salts)
sachar6za

phytagel

NaCl

dH,0

pH 5,8; sterilizovano autokldvovanim

Pevné kultivaéni /2 MS médium S obsahem 0,1;1m0].l'1 PQ

2,29l
10 g.I"
8g.l*

100 pl

Murashige & Skoog zakladni smés soli (MS salts)
sachar6za

phytagel

dH,0

pH 5,8; sterilizovano autoklavovanim

PQ, sterilizovan filtraci a pfidan do sterilniho média

Pevné kultivaéni %> MS médium s obsahem 0,5pumol.I" PQ

2,29.l"
10 g.I"
8g.l*

500 pl

Murashige & Skoog zakladni smés soli (MS salts)
sachardza

phytagel

dH,0

pH 5,8; sterilizovano autoklavovanim

PQ, sterilizovan filtraci a pfidan do sterilniho média
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Pevné kultivaéni ¥ MS médium s obsahem 200mmol.I* sorbitolu

2,2g.l*

10 g.I"
8g.l*
36,434 g.I"

Murashige & Skoog zakladni smés soli (MS salts)
sacharoza

phytagel

sorbitol

dH,0

pH 5,8; sterilizovano autoklavovanim

Pevné kultivaéni ¥ MS médium s obsahem 400mmol.I* sorbitolu

2,2¢g.l"

10 g.I"
8g.lt
72,868 g.I"

Murashige & Skoog zakladni smés soli (MS salts)
sachar6za

phytagel

sorbitol

dH,0

pH 5,8; sterilizovano autoklavovanim

EGTA (0,5mol.I"* zasobni roztok)

3,89
10 ml

EGTA
dH20

pevny KOH
pH 8

PBS (fosfatem tlumeny solny roztok)

0,14 mol.I*
2.7 mmol.I*
6,5 mmol.I*

1,5 mmol.I*

NaCl

KCI

Na,HPO, . 2H,0
KH,PO,

dH,0

pH 7,3
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MTSB (mikrotubuly stabilizujici pufr)

50 mmol.I* PIPES
5 mmol.I* MgSO, . 7H,0
5 mmol.I*t EGTA
pevny KOH
dH,0
pH 6,9

Fixaéni roztok

5ml MTSB

1,88 ml paraformaldehyd (8%)
200 ul glutaraldehyd (25%)
292 ul dH.0

Redukéni roztok

50 mg NaBH,
50 ml PBS

Permeabilizaéni roztok

8,8 ml PBS
1ml DMSO (10%)
0,2 ml Nonidet P-40 (2%)

Zalévaci médium

100 mg paraphenylendiamin
100 pl DMSO
10 ml PBS
pH 8,3
90 ml glycerol (100%)
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4.1.4 Pristroje

analytické vahy XA110/2X, Radwag (Polsko)

binokularni lupa Leica M165FC (Némecko) s CCD kamerou, Leica Microsystem (Némecko)
digestof, Merci (Ceska republika)

elektromagnetickd michacka MSH-420, Boeco (Némecko)

fotoaparat Nikon (Japonsko)

fytotronova komora, Weiss Gallenkamp (Némecko)

Image Scanner 111 Epson (Japonsko)

konfokalni laserovy skenovaci mikroskop LSM 710, Zeiss (Némecko)
laboratorni ptedvazky S1502, BEL (Italie)

pH metr Cyberscan 310, Eurotech Instruments (Singapur)

sterilni lamindrni box Faster (Italie)

tirepacka s nastavitelnou teplotou inkubace ES-20, Biosan (Loty$sko)
vortex, Labnet (USA)

415 Software

Zeiss Zen 2012 Black software, EPSON Scan, LAS software, ImageJ
(http://imagej.nih.gov/ij/), Microsoft Excel, Microsoft Power Point

4.2 Metodika

4.2.1 Priprava médii pro Kkultivaci rostlin in vitro

Pro vSechny experimenty bylo pouzito %2 MS médium (Murashige et Skoog, 1962),
které se pfipravilo nasledovné: v 1 1 destilované vody bylo rozpusténo za stadlého michani 10 g
sacharozy a 2,2 g MS salts. Roztoku se upravilo pH na 5,8 pomoci roztoku KOH. Do 4
termolahvi o objemu 1 | se dalo po 2 g phytagelu a pfililo se po 250 ml piipraven¢ho média.
Médium bylo sterilizovano autokldvovanim.

Vliv abiotickych stresti na rostliny byl testovan pomoci kultivace rostlin na pevnych
médiich s obsahem urcité koncentrace chemické latky, kterd navodila stresové podminky.
Solny stres byl navozen ptidanim NaCl. Hyperosmoticky stres byl vyvolan ptidavkem
sorbitolu. Oxidativni stres byl indukovan pfidavkem PQ. NaCl a sorbitol byly vZdy pfidany
spolu s ostatnimi slozkami média pfed autoklavovanim. Sterilni PQ byl pfidan do

vysterilizovaného média. Koncentrace jednotlivych u¢innych latek jsou uvedeny v Tab. 3.
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Tab. 3 Koncentrace pouzitych latek pfi abiotickém stresu v in vitro podminkach.

Typ abiotickeho stresu Utinna latka Koncentrace
75mmol.I™*
100mmol.I*

Solny stres NacCl
125mmol.I*
150mmol.I™*
200mmol.I*

Hyperosmoticky stres sorbitol
400mmol.I*
0,1pmol.I"

Oxidativni stres PQ
0,5 umol.l'1

4.2.2 Kultivace rostlin ve stresovych podminkach

4.2.2.1 Pisobeni solného a hyperosmotického stresu na riist korenii rostlin PRF2-GFP

Semena A. thaliana (divoky typ Col-0, PRF2-GFP a pMAT-GFP) byla nasazena na
Petriho misky, obsahujici /2 MS médium, misky byly uloZeny pti 4 °C v chladni¢ce na 48 h, a
nasledn¢ kultivovany ve vertikdlni poloze ve fytotronové komote pii konstantnich
podminkach (21 °C, vlhkost 71 %, denni reZim 16/8 h). Sazeni a pfenaSeni rostlin se
provadélo ve sterilnim boxu. Po 4 dnech kultivace byly semenacky opatrné pieneseny na
ctvercové Petriho misky, obsahujici médium s pfidavkem urcité koncentrace NaCl nebo
sorbitolu. Misky byly dale kultivovany ve vertikdlni poloze ve fytotronové komote za
shodnych podminek (viz vyse). Rist rostlin byl pravidelné sledovan v pribéhu nékolika dni s
pouzitim skeneru a programu EPSON Scan, a poté byl vyhodnocen v programech ImageJ a
Microsoft Excel.
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4.2.2.2 Pisobeni solného a hyperosmotického stresu na kli¢eni semen rostlin PRF2-
GFP

Semena A. thaliana (divoky typ Col-0, PRF2-GFP a pMAT-GFP) byla nasazena na
&tvercové Petriho misky, obsahujici 2 MS médium s piidavkem 150mmol.I"* NaCl nebo
400mmol.I™" sorbitolu. Petriho misky byly uloZeny pii 4 °C v chladniéce na 48 h, a poté
kultivovany ve fytotronové komote za shodnych podminek (viz vySe). Semenacky byly
vyfoceny pomoci binokularni lupy po 84 h a bylo vyhodnoceno kli¢eni semen po 24, 48 a
72 h.

4.2.2.3 Pisobeni solného, hyperosmotického a oxidativniho Stresu na zmény fenotypu
rostlin

Semena A. thaliana (divoky typ Col-0, PRF2-GFP a pMAT-GFP) byla nasazena na
Petriho misky, obsahujici /2 MS médium, misky byly uloZeny pti 4 °C v chladni¢ce na 48 h, a
nasledn¢ kultivovany ve vertikalni poloze ve fytotronové komote za shodnych podminek (viz
vyse). Ctyfdenni semenacky byly pieneseny na kulaté Petriho misky, obsahujici 0,1 a
0,5umol.I* PQ, 75, 100 a 125mmol.I"* NaCl nebo 200mmol.I* sorbitol. Misky byly dale
kultivovany v horizontdlni poloze ve fytotronové komoie za shodnych podminek (viz vyse).
14. a 21. den po pfeneseni byly misky vyfoceny fotoaparatem ve sterilnim boxu a byly

vyhodnoceny zmény fenotypu rostlin.

4.2.3 Invivo lokalizace PRF2-GFP v odpovédi na piisobeni inhibitori
cytoskeletu

Semena nadexpresni linie PRF2-GFP byla nasazena na Petriho misky, obsahujici %2
MS médium, misky byly uloZeny pfi 4 °C v chladni¢ce na 48 h, a nasledné kultivovany ve
vertikalni poloze ve fytotronové komote za shodnych podminek (viz vySe). Tti- az pétidenni
semenacky se umistili do mikrokomurky, kterd se sklddala z podlozniho a kryciho skla. Na
podlozni sklo se po stranach umistila oboustrannd lepici paska, do kapky tekutého 2 MS
média se poloZzil semenacek a krycim sklem se piikryl tak, aby byl cely umistény pod sklem.
Takto ptipraveny mikroskopicky preparat se vlozil na 30 min do vlhké komirky pro adaptaci,
a poté se pozoroval pomoci konfokalniho laserového skenovaciho mikroskopu LSM 710 od
firmy Zeiss (laser: 488 nm; filtr pro GFP: 496 — 526 nm) v programu Zen 2012 Black
software (Zeiss).

Pro sledovani zmén profilinu 2 byl pouzit inhibitor aktinového cytoskeletu —
latrunkulin B a inhibitory MT — taxol a oryzalin. Pfed aplikaci inhibitort se nejprve

zdokumentovaly hypokotylové bunky rostlin a perfuzi byl pfiddn roztok latrunkulinu B
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(IOumol.l'l), taxolu (lumol.l'l), anebo oryzalinu (2um01.1'1) Vv tekutém 2 MS médiu. Roztok
inhibitoru se pfidaval mikropipetou v objemu asi 150 pl ke kotyledonim a u koifene se
odsaval filtratnim papirem. Poté byly vybrané hypokotylové bunky skenovany kazdych 10
min po dobu 60 min. Jako kontrola byl vzdy pouzit roztok DMSO v tekutém 2 MS médiu ve

shodné koncentraci jako inhibitor.

4.2.4 Imunolokalizace MT a AF pomoci metody ,,whole mount*

Semena A. thaliana (divoky typ Col-0, PRF2-GFP) byla nasazena na Petriho misky,
obsahujici /2 MS médium, misky byly ulozeny pti 4 °C v chladni¢ce na 48 h, a nasledné
kultivovany ve vertikalni poloze ve fytotronové komote za shodnych podminek (viz vyse). Ve
¢tyfdennich semenaccich byly imunolokalizovany MT a AF pomoci metody ,,whole mount*
(Sauer et al., 2006; Samajova et al., 2014). Semenacky byly fixovany ve fixaénim médiu po
dobu 1 h za pouziti vakua. Fixované rostliny byly dvakrat po 10 min promyty v /2 MTSB a
dvakrat po 10 min v PBS. Aldehydové skupiny byly redukovany redukénim roztokem trikrat
po 5 min. Po promyti (3x 5 min v PBS) pokracovala fixace. Semenacky byly inkubovany
ve 100% methanolu po dobu 10 min pii teplot€¢ 37 °C, a to tiikrdt nebo do vymizeni
chlorofylu. Dale byly inkubovany v roztoku EtOH s xylenem v poméru 1:1 po dobu 10 min
pii teploté 37 °C, a to celkem trikrat. Poté byly inkubovany v 98% ethanolovém roztoku
xylenu po dobu 10 min pfi teploté 37 °C, a to celkem tfikrat. Nasledné byla zopakovéana
inkubace v roztoku EtOH s xylenem (1:1) po dobu 10 min pfi pokojové teploté, a to celkem
dvakrat. Poté nasledovala inkubace v 99% EtOH po dobu 10 min pii pokojové teploté, a to
celkem dvakrat. Poté byla provedena rehydratace semenacku v klesajici ethanolové fadé —
90% EtOH, 75% EtOH, 50% EtOH a 25% EtOH, a to vzdy po 5 min pfi pokojové teplote.
Vsechny ptedchozi kroky byly provedeny v digestofi. Semenacky byly promyty dvakrat po
5min v PBS. Poté byly bunééné stény natraveny smési enzymu — meiceldza, celulaza a
macerozym po dobu 30 min pfi teploté¢ 37 °C. Semenacky byly promyty ¢tyfikrat po dobu
5min vPBS a nasledné¢ byly inkubovany v permeabilizacnim roztoku po dobu 1 h pfi
pokojové teploté. Po promyti (4x 10 min v PBS) byly semenacky blokovany roztokem 3%
(w/v) BSA v PBS po dobu 1 h pii pokojové teploté. Poté byla provedena inkubace s primarni
potkani monoklonalni protilatkou anti-a-tubulin, ktera byla fedéna v roztoku 2% (w/v) BSA
v PBS v poméru 1:300, anebo s primarni mysi monoklonalni protilatkou anti-aktin, ktera byla
fedéna v roztoku 2% (w/v) BSA v PBS v poméru 1:100. K ¢asti semenackt byla jesté pfidana
polyklonalni krali¢i protilatka anti-GFP, ktera byla fedéna v roztoku 2% (w/v) BSA v PBS

v poméru 1:300. Inkubace vSech vzorkli probihala 30 min ve vakuu, a poté pfi teploté 4 °C
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celou noc. Nasledn¢ byly vzorky promyty Sestkrat po 10 min v 3% (w/v) roztoku BSA v PBS.
Déle byla ke vzorkiim ptidana sekundarni znacena protilatka (Alexa Fluor 488 kozi anti-
potkani IgG, Alexa Fluor 488 kozi anti-mysi IgG, Alexa Fluor 488 kozi anti-krali¢i IgG,
Alexa Fluor 546 kozi anti-potkani IgG, anebo Alexa Fluor 546 kozi anti-mysi IgG), ktera byla
vzdy fedéna vroztoku 2% (w/v) BSA vPBS vpoméru 1:500. Inkubace vSech vzorki
probihala nejprve 1,5 h pii 37 °C, a poté 1,5 h pfi pokojové teploté. Od inkubace se
sekundarni protilatkou se vzorky ponechaly jiz po celou dobu ve tmé. Vzorky byly promyty
ttikrat po 10 min v PBS. Nasledné se vzorky barvily pomoci DAPI 15 min pii pokojové
teplots. Zasobni roztok DAPI (10mmol.I"* v DMSO) byl nafedén v PBS v pomé&ru 1:1000.
Poté byly vzorky promyty tiikrat po 10 min v PBS. Na konec byly vzorky pieneseny na
podlozni skla do kapky zalévaciho média a piikryty krycimi skly. Hotové preparaty byly
uzavieny pomoci laku na nehty. Vzorky byly vyhodnocovany pomoci konfokalniho
laserového skenovaciho mikroskopu LSM 710 od firmy Zeiss. Na snimani preparatu byly
vybrany vhodné pfednastavené parametry (laser pro DAPI: 405 nm, GFP a Alexa Fluor 488:
488 nm, Alexa Fluor 546: 561 nm; filtr pro DAPI: 400 — 487 nm, GFP a Alexa Fluor 488: 494
—533 nm, Alexa Fluor 546: 566 — 620 nm).
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5 Vysledky

Vysledky dosazené v priibéhu bakalaiské prace jsou predstaveny v této kapitole a jsou
rozdéleny na tifi samostatné casti. Prvni cast piedstavuje fenotypovou charakterizaci
transgenni linie PRF2-GFP (konstrukt 35S::PRF2:GFP) v kontrolnich podminkach, pfi
solném, hyperosmotickém a oxidativnim stresu. Byly vyhodnoceny délky primarnich kotend,
byl sledovan vliv stresovych podminek na kli€eni semen a fenotyp rostlin. Druha ¢ast kapitoly
se zabyva pozorovanim vlivu inhibitorti cytoskeletu na buiiky rostlin transgenni linie PRF2-
GFP v in vivo podminkach pomoci konfokalni mikroskopie. Posledni Cast je zaméfena na

imunolokalizaci cytoskeletu v burikach rostlin PRF2-GFP metodou ,,whole mount®.

5.1 Fenotypova charakterizace transgenni linie PRF2-GFP

Na fenotypovou charakterizaci se pouzily rostliny Col-0, transgenni linie PRF2-GFP,
ptip. rostliny pMAT-GFP. Semena byla vysazena na pevné 2 MS médium bez vitamint a po
Ctyfech dnech byly semenacky pieneseny na média s obsahem NacCl, sorbitolu nebo PQ. Aby
se vyloucil mechanicky stres zpiisobeny pfenosem rostlin na média, pienasely se 1 kontroly.
Pfipadné byla semena vysazena piimo na média s obsahem NaCl nebo sorbitolu.

Porovnavanim délky primarniho kotfene rostlin na kontrolnim médiu (/2 MS médium)
a pod vlivem stresu se zjistilo, ze solny a hyperosmoticky stres vyvolavaji inhibici
prodluzovaciho rastu primarnich kofenti a kliceni semen (Obr. 2 a 5). Hyperosmoticky a

oxidativni stres maji vliv na viabilitu a fenotyp studovanych linii A. thaliana — Col-0, pMAT-
GFP a PRF2-GFP (Obr. 3, 6, 7, 8, 9, 10, 11 a 12).

5.1.1 Vliv solného a hyperosmotického stresu na riist korent

Testovani vlivu hyperosmotického stresu na prodluzovaci rist primarnich kofent bylo
provedeno ve dvou biologickych opakovanich. Experiment spoc¢ival ve vysazeni semen na %
MS médium bez vitamini a nasledném pieneseni 4-dennich semenackti na média s obsahem
75mmol.I" NaCl, 100mmol.I" NaCl a 200mmol.I"* sorbitolu. Petriho misky byly skenovany
v prubéhu 10 dni a byla vyhodnocena délka primarnich kotenti.

Na kontrolnim médiu 10. den po pfenosu byla délka primarnich kofenil u obou linii
podobna. Rostliny Col-0 dosahovaly primérné délky 9,85 cm a rostliny PRF2-GFP byly
dlouhé v priméru 9,80 cm (Obr. 2A). VSechny rostliny na tomto médiu mély normalné
vyvinuté bo¢ni kotfeny a listové rizice (Obr. 3A). Solny a hyperosmoticky stres inhibovaly
prodluzovaci rast primarnich kofenti a m¢ly 1 vliv na vyvoj listovych riizic, bo¢nich kofent a
kofenovych vlaskil. Na médiu s obsahem 75mmol.I"* NaCl ukazovaly obé& linie 10. den po
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pfenosu znatelnou inhibici prodluzovaciho rlstu primarniho kofene oproti kontrolnim
podminkam, nebyl vSak viditelny rozdil v inhibici riistu mezi jednotlivymi liniemi. Primérna
délka primarnich kofent rostlin Col-0 ¢inila 6,07 cm a rostliny PRF2-GFP dosahovaly
pramérné délky primarniho kotfene 6,11 cm (Obr. 2B). Rostliny na tomto médiu mély mensi
listové ruzice, krat§i bocni kofeny nez rostliny na kontrolnim médiu (Obr. 3B). Na médiu
s obsahem 100mmol.I" NaCl byla jesté zietelngjsi inhibice prodluzovaciho ristu priméarnich
kofenti 10. den po pienosu, veétsi vliv méla tato koncentrace i na vyvoj listovych razic,
bocnich kotent. Délky primarnich kotfent jednotlivych linii byly srovnatelné. Rostliny Col-0
dosahovaly primérné délky primarnich kotfent 4,84 cm, zatimco rostliny PRF2-GFP 4,97 cm
(Obr. 2C). Rostliny mély mensi listové riizice, malo bo¢nich kofenii a témét Zadné kofenové
vlasky (Obr. 3C). 200mmol.1™" sorbitol mél podobny vliv na inhibici prodluzovaciho riistu
primarnich kotfenti jako 75mmol.I" NaCl. Desaty den po prenosu mély rostliny PR2-GFP
primarni kofen dlouhy v priméru 6,66 cm, zatimco rostliny Col-0 pouze 5,97 cm (Obr. 2D).
Rostliny mély mensi listové riizice a krat$i bo¢ni kofeny nez rostliny na kontrolnim médiu

(Obr. 3D).
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Obr. 2 Porovnani primérnych délek primarnich kofend linii Col-0 a PRF2-GFP
V podminkach solného a hyperosmotického stresu. Délka kofent byla métena v prubéhu 10
dni po ptenosu 4-dennich rostlin na kontrolni médium (A), na médium s obsahem 75 (B) a
100mmol.I"* NaCl (C) a 200mmol.I™ sorbitolu (D).
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A %MSmédium B 75mmol.l*NaCl C 100mmol.I'* NaCl D 200mmol.I sorbitol
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Pl e EVAT SN SAN G R MR Y,
Obr. 3 Piehled kotent rostlin Col-0 a PRF2-GFP 10. den po pfenosu na kontrolni médium
(A), na médium s obsahem 75 (B) a 100mmol.I"* NaCl (C) a 200mmol.I"* sorbitolu (D).
Mefitko odpovida 1 cm.

5.1.2 VIlivsolného a hyperosmotického stresu na kli¢eni semen

Pro studium kli¢ivost semen A. thaliana byla nasazena semena linii Col-0, pMAT-
GFP a PRF2-GFP piimo na média s obsahem NaCl a sorbitolu. Schopnost kliceni semen byla
zaznamenana po 24, 48 a 72 h. Byla stanovena kli¢ivost semen v procentech na kontrolnim
médiu (1/2 MS médium), na médiu s obsahem 150mmol.I™ NaCl a 400mmol.I™ sorbitolu.

Po 72 h byla vyhodnocena kli¢ivost semen v procentech (Tab. 4,5,6a7; Obr. 4a5) a
po 84 h byly rostliny vyfoceny v binokularni lupé (Obr. 6). Ukazalo se, ze solny i
hyperosmoticky stres maji vliv na kliceni semen. Kli¢ivost semen na kontrolnim médiu byla
jiz po 1 dni vysoké (Tab. 4, Obr. 4A), zatimco v pfipadé 150mmol.I”* NaCl a 400mmol.I*
sorbitolu zadna semena po 1 dni nevyklicila (Tab. 5 a 6, Obr. 4B a C). Druhy den kultivace
zacCala kli¢it i semena na médiich s NaCl a sorbitolem (Tab. 5 a 6, Obr. 4B a C), avSak
kli¢ivost semen PRF2-GFP na médiu s NaCl byla i nadale nulova (Tab. 5, Obr. 4B). Na
médiu s NaCl teprve 3. den kultivace vyklicila ¢ast semen PRF2-GFP (Tab. 5, Obr. 4B). Po
tretim dni kultivace byla klic¢ivost semen na kontrolnim médiu nejvyssi v ptipadé vSech linii
(Tab. 7, Obr. 5) a semenacky se normaln¢ vyvijely a rostly (Obr. 6A). Na médiu s 400mmol.1"
! sorbitolem byla klicivost semen niz§i nez na kontrolnim médiu, pficemZz nejméné klicila

semena PRF2-GFP (Tab. 7, Obr. 5). Semenacky mély inhibovan prodluzovaci rist primarnich
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kofend a v&tsina kofent méla kofenové vlasky (Obr. 6C). Na médiu se 150mmol.1™ NaCl byla
kli¢ivost semen nejnizsi u vSech linii a semena PRF2-GFP méla nejnizsi procento klicivosti

(Tab. 7, Obr. 5). Rostliny mély také inhibovan rist primarnich kotfend (Obr. 6B).

Tab. 4 Klic¢ivost semen vybranych linii A. thaliana — Col-0, pMAT-GFP a PRF2-GFP
Vv prub¢hu 3 dnil kultivace na kontrolnim médiu.

Klicivost (%)
Den kultivace
Col-0 PpMAT-GFP PRF2-GFP
1. den 88,75 72,5 86,08
2. den 93,75 92,5 98,73
3. den 93,75 95 98,73

Klicivost (%)
Den kultivace
Col-0 PMAT-GFP PRF2-GFP
1. den 0 0 0
2. den 13,75 1,25 0
3. den 53,75 18,75 13,92

Klicivost (%)
Den kultivace
Col-0 PMAT-GFP PRF2-GFP
1. den 0 0 0
2. den 20,25 1,25 1,25
3. den 65,82 31,25 28,75

Tab. 5 Klicivost semen vybranych linii A. thaliana — Col-0, pMAT-GFP a PRF2-GFP
v pribéhu 3 dnti kultivace na médiu s obsahem 150mmol.I™ NaCl.

Tab. 6 Klic¢ivost semen vybranych linii A. thaliana — Col-0, pMAT-GFP a PRF2-GFP
v pribéhu 3 dnii kultivace na médiu s obsahem 400mmol.I™ sorbitolu.
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Tab. 7 Prehled klicivosti semen vybranych linii A. thaliana — Col-0, pMAT-GFP a PRF2-GFP
na médiich po 72 h od zac¢atku kultivace.

Klicivost (%)
Typ média
Col-0 PMAT-GFP PRF2-GFP
1, MS médium 93,75 95 98,73
150mmol.I"t NaCl 53,75 18,75 13,92
400mmol.I"* sorbitol 65,82 31,25 28,75
A B
110 % MS médium 110 - 150mmol.I"t NaCl
ES jg ®© jg:
2 0| mCol-0 ; 0 | uCol0

30 4
20 -
10 4

1.den 2.den

3.den

30
20 -
10

1.den 2.den 3.den

klicivost v %

110 -
100
90 -
80 |
70
60 |
50 -
40 -
30
20 -
10

0

400mmol.I* sorbitol

1. den 2.den

H Col-0
® pMAT-GFP
W PRF2-GFP

3. den

Obr. 4 Porovnani kli¢ivosti semen vybranych linii A. thaliana — Col-0, pMAT-GFP a PRF2-
GFP. Klic¢ivost se sledovala po 24, 48 a 72 h od zacatku kultivaci na kontrolnim médiu (A),
na médiu s obsahem 150mmol.I"* NaCl (B) a 400mmol.I™ sorbitolu (C).
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Obr. 5 Souhrnny graf kli¢ivosti semen A. thaliana po 72 h od zac¢atku kultivace.

Col-0 PMAT-GFP PRF2-GFP

|031J0S | JOWWQOY |JBN 1-|'|OWWQST WNIpaW SN %

Obr. 6 Detaily kli¢icich rostlin Col-0, pMAT-GFP a PRF2-GFP na kontrolnim médiu (A), na
médiu s obsahem 150mmol.I* NaCl (B) a 400mmol.I" sorbitolu (C). Semena byla
zdokumentovéana 84 h od zacatku kultivace. Meftitka odpovidaji 2 mm (A) a 500 pm (B a C).
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5.1.3 Vliv solného, hyperosmotického a oxidativniho stresu na zmény fenotypu
rostlin

Pro studium zmén fenotypi a viability byly pouzity rostliny transgenni linie PRF2-
GFP a pMAT-GFP a jako kontrola rostliny Col-0. Solny stres byl navozen pouzitim NaCl,
hyperosmoticky sorbitolem a oxidativni stres byl navozen pouzitim PQ. Ctyfdenni semenacky
byly preneseny na kulaté Petriho misky obsahujici 75, 100 a 125mmol.I"* NaCl; 200mmol.I™*
sorbitol nebo 0,1 a 0,5umol.I”* PQ. Petriho misky byly vyfotografovany 14. a 21. den po
pienosu.

U vSech koncentraci NaCl, sorbitolu i PQ byl dobfe viditelny rozdil ve fenotypu mezi
rostlinami na kontrolnim médiu a rostlinami pod vlivem stresii. Ve vSech pfipadech maji
rostliny na kontrolnim médiu vétsi listové razice a bohatSi kofenovy systém (Obr. 7A, A,
9A, 10A, 11A a 12A).

V ptipadé solného stresu lze vidét shodné zmény po 14 i 21 dnech (Obr. 7 a 8). Na
médiu s ptidavkem 75mmol.1™* NaCl mély vSechny rostliny redukovany vyvoj listové riiZice a
kofenového systému (Obr. 7B a 8B) v porovnani s rostlinami na kontrolnim médiu (Obr. 7A a
8A). Vsechny rostliny PRF2-GFP bez vétSich problémi prezivaly na tomto solném médiu
(Obr. 7B a 8B). Také 93,3 % rostlin pMAT-GFP a Col-0 na tomto médiu piezivalo (Obr. 7B a
8B). Médium s ptidavkem 100mmol.I"! NaCl mé&lo vyraznéjsi vliv na viabilitu rostlin, kdy na
tomto médiu ptezivalo 73,3 % rostlin PRF2-GFP, 53,3 % rostlin pMAT-GFP a jen 46,7 %
rostlin Col-0 (Obr. 7C a 8C — ¢ervené, modré a Zluté kruhy). V ptipadé média s piidavkem
125mmol.I" NaCl se vsechny rostling PRF2-GFP, pMAT-GFP i Col-0 prestaly vyvijet a
nepiezily (Obr. 7D a 8D). Z experimentl lze tedy usuzovat, Ze rostliny transgenni linie PRF2-
GFP jsou odolngjsi viici plisobeni NaCl nez rostliny Col-0 a pMAT-GFP.

Hyperosmoticky stres navozeny piidanim 200mmol.1™ sorbitolu do média mél vliv na
rust a fenotyp rostlin. Po 14 dnech kultivace vSechny rostliny ptezivaly, ale mély redukovany
vyvoj listovych ruzic (Obr. 9B) oproti rostlinam na kontrolnim médiu (Obr. 9A). Rostliny
PRF2-GFP mély viditelné v&tsi listové rtzice v porovnani s rostlinami Col-0 a pMAT-GFP
(Obr. 9B). Po 21 dnech kultivace byly rozeznatelné rostliny se Zlutozelenymi listovymi
rizicemi, které u Col-0 a pMAT-GFP tvotily shodné 40 % vSech rostlin a u PRF2-GFP jen
26,7 % (Obr. 10B — Zluté, modré a ¢ervené kruhy). Ostatni rostliny mély tmavé zelené ruzice.
Rostliny transgenni linie PRF2-GFP jsou odolnéjsi i vi€i ptsobeni sorbitolu nez rostliny Col-
0 a pMAT-GFP.

V piipad¢ oxidativniho stresu navozeného piidanim PQ do média byl po 14 dnech

kultivace viditelny rozdil ve fenotypu mezi kontrolnim médiem a obéma koncentracemi PQ.
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Na médiu s pfidavkem 0,1pmol.I" PQ viechny rostliny preZivaly, mély viak znatelnd mensi
listové razice (Obr. 11B) neZ rostliny na kontrolnim médiu (Obr. 11A). VéEtsi vliv na rast
rostlin mél 0,5umol.I" PQ, kdy 86,7 % rostlin PRF2-GFP prezivalo a dale se vyvijelo, u Col-
0 to ¢inilo 80 % a u pMAT-GFP jen 68,8 % (Obr. 11C — ¢ervené, zluté a modré kruhy).
U ostatnich rostlin doSlo k redukci rastu listové rtizice a kofenl. Po 21 dnech kultivace
nastaly zmény na médiu s 0,Ipmol.I" PQ, kdy se 100 % rostlin PRF2-GFP stale dobie
vyvijelo a kvetlo. U pMAT-GFP to bylo jen 93,3 % a u Col-0 86,7 % (Obr. 12B — ¢ervené,
7luté a modré kruhy). Na médiu s 0,5umol.I"* PQ preZivalo a kvetlo 80 % rostlin PRF2-GFP,
53,3 % rostlin Col-0 a pouze 43,8 % rostlin pMAT-GFP (Obr. 12C — Cervené, Zluté a modré
kruhy). Vysledky ukazuji, Ze rostliny PRF2-GFP jsou odolngjsi vii¢i oxidativnimu stresu nez
rostliny Col-0 a pMAT-GFP.

A Col0 B Col 0

bi7

PRF2- PMAT- PRF2- pMAT- PRF2- @ .+ pMAT- PRF2- : pMAT-
GFP GFP  GFP GFP  GFP ! GFP  GFP T GFP

% MS médium 75mmol.I"t NaCl 100mmol.I"t NaCl 125mmol.I* NaCl

Obr. 7 Vliv solného stresu na vybrané linie A. thaliana — Col-0, pMAT-GFP a PRF2-GFP po
14 dnech kultivace na kontrolnim médiu (A), médiu s obsahem 75 (B), 100 (C) a 125mmol.I™*
NaCl (D).

A Col0 B Col0 c Col0 D Col0
- h 1 Qo oF
i .
Eip®s I ,,
W N B
N / ¥
A
|
PRF2- 7 "9 PMAT- PRF2- e PpMAT- PRF2- w,ﬂ pMAT- PRF2- pMAT-
GFP . GFP  GFP GFP  GFP GFP  GFP Prm GFP
% MS médium 75mmol.I't NaCl 100mmol.I* NaCl 125mmol.I* NaCl

Obr. 8 Vliv solného stresu na vybrané linie A. thaliana — Col-0, pMAT-GFP a PRF2-GFP po
21 dnech kultivace na kontrolnim médiu (A), médiu s obsahem 75 (B), 100 (C) a 125mmol.I™*
NaCl (D).
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% MS médium 200mmol.I** sorbitol

Obr. 9 Vliv hyperosmotického stresu na vybrané linie A. thaliana — Col-0, pMAT-GFP a
PRF2-GFP po 14 dnech kultivace na kontrolnim médiu (A) a médiu s obsahem 200mmol.I*
sorbitolu (B).

DMAT- PRF2- % | #7 pmaT-
GFP  GFP 4 GFP

% MS médium 200mmol.I"* sorbitol

Obr. 10 Vliv hyperosmotického stresu na vybrané linie A. thaliana — Col-0, pMAT-GFP a
PRF2-GFP po 21 dnech kultivace na kontrolnim médiu (A) a médiu s obsahem 200mmol.I*
sorbitolu (B).

A Col 0

PRF2- W& 5 " PVAT- P
GFP _— GFP

% MS médium 0,1umol.I"* paraquat 0,5umol.I"* paraquat

Obr. 11 Vliv oxidativniho stresu na vybrané linie A. thaliana — Col-0, pMAT-GFP a PRF2-
GFP po 14 dnech kultivace na kontrolnim médiu (A), médiu s obsahem 0,1 (B) a 0,5umol.1™

PQ (C).
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Obr. 12 Vliv oxidativniho stresu na vybrané linie A. thaliana — Col-0, pMAT-GFP a PRF2-
GFP po 21 dnech kultivace na kontrolnim médiu (A), médiu s obsahem 0,1 (B) a 0,5umol.1™

PQ (C).
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5.2 Invivo lokalizace PRF2-GFP v odpovédi na pusobeni inhibitoru
cytoskeletu

5.2.1 Lokalizace PRF2-GFP v buiikach A. thaliana v kontrolnich podminkach
Pii mikroskopii Zivych bunék semenacka byl fuzni protein profilinu 2 s GFP (PRF2-

GFP) lokalizovan v cytoplazmé, na cytoplazmatické membrané a v jaderné membrané (Obr.

13A, B, C, D a E).

Obr. 13 In vivo lokalizace PRF2-GFP v kofenovych bunkach (A), svéracich bunkach
priduchti (B), bunkach kotyledoni (C) a hypokotylu (D a E) A. thaliana v laserovém
skenovacim konfokalnim mikroskopu LSM 710 pfi zvétSeni 400x. Cervené Sipky zndzoriuji
lokalizaci profilinu 2 v cytoplazmé, bilé Sipky v cytoplazmatické membrané a trojuhelniky
V jaderné membran¢. M¢étitko odpovida 20 um.
5.2.2 Vliv inhibitori cytoskeletu na buiiky A. thaliana

Na studium aktinového cytoskeletu a MT a moznych interakci s profilinem 2 byl
pouzit latrunkulin B o koncentraci 10 pmol.l™, zptsobujici depolymerizaci AF, oryzalin o
koncentraci 2 pumol.l™, zpisobujici depolymerizaci MT a taxol o koncentraci 1 pmol.l™,
zpusobujici stabilizaci MT. Tii- az pétidenni semenacky PRF2-GFP byly vystaveny pusobeni
inhibitorti a v pribéhu celého experimentu byly snimany stejné bunky pied 1 po aplikaci
latrunkulinu B (Obr. 14), oryzalinu (Obr. 18) nebo taxolu (Obr. 22). V ptipad¢ latrunkulinu B
a oryzalinu se buniky snimaly kazdych 10 min v pribéhu 60 min. V ptipad¢ taxolu se buiky
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snimaly kazdych 10 min v pribéhu 60 min a nasledné byl roztok taxolu vymyt tekutym %2> MS
médiem pro sledovani ndvratu bunék do pavodniho stavu. Pro kazdy experiment byla
provedena kontrola, a to s pouzitim tekutého 2 MS média s ptidavkem DMSO o patii¢ném
objemu (Obr. 16, 20 a 24). Byly sledovany zmény intenzity fluorescence PRF2-GFP
V prubéhu experimentu. Latrunkulin B a oryzalin zpisobily pokles intenzity fluorescence
(Obr. 14, 15, 18 a 19). Taxol zplsobil naopak narist intenzity fluorescence a po vymyti
roztoku taxolu doslo pfiblizné po 40 min K navratu hodnoty fluorescence do pivodniho stavu
pred aplikaci taxolu (Obr. 22 a 23). U kontroly intenzita fluorescence nepatrné¢ kolisala
Vv pribéhu experimentu, avsak po 60 min inkubace byla stejna jako na zacatku experimentu

(Obr. 16, 17, 20, 21 24 a 25).

--
--

Obr. 14 Vliv latrunkulinu B (10pmol.I™") na zm&nu fluorescence v hypokotylovych buiikach
semenackd transgenni linie PRF2-GFP. Cervena hvézda znéazoriiuje buiiku, ve které byla
meéfena intenzita fluorescence pied a v prubéhu 60 min inkubace s latrunkulinem B. Méfitko
odpovida 20 pm.
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Obr. 15 Primérna intenzita fluorescence v hypokotylovych buitkdch semendcki transgenni
linie PRF2-GFP pied a v prub¢hu 60 min inkubace s latrunkulinem B. Intenzita fluorescence
byla méfena v programu ImagelJ a zpracovana v Microsoft Excel.

Obr. 16 Vliv DMSO (IOpmol.l'l) na zménu intenzity fluorescence v hypokotylovych buikach
semendCkl transgenni linie PRF2-GFP. Cervend hvézda znazornuje bunku, ve které byla
méfena intenzita fluorescence pied a v priitbéhu 60 min inkubace s DMSO. Mé&fitko odpovida
20 pm.
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Obr. 17 Primérnd intenzita fluorescence v hypokotylovych bunikdch semenackil transgenni
linie PRF2-GFP pied a v pribéhu 60 min inkubace s DMSO. Intenzita fluorescence byla

méfena v programu ImagelJ a zpracovana v Microsoft Excel.
-
Obr. 18 Vliv oryzalinu (2umol.I") na zménu fluorescence v hypokotylovych buiikach

semenackd transgenni linie PRF2-GFP. Cervena hvézda znéazortiuje buiiku, ve které byla
meéfena intenzita fluorescence pred a v pribéhu 60 min inkubace s oryzalinem. Mgéfitko
odpovida 20 pm.
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Obr. 19 Primérnd intenzita fluorescence v hypokotylovych buiikich semenackti transgenni
linie PRF2-GFP pted a v pribéhu 60 min inkubace s oryzalinem. Intenzita fluorescence byla
meéfena v programu Imagel a zpracovana v Microsoft Excel.

-

Obr. 20 Vliv DMSO (2um01.1'1) na zménu fluorescence v hypokotylovych buiikach
semenackl transgenni linie PRF2-GFP. Cervend hvézda znazoriiuje builku, ve které byla
meéfena intenzita fluorescence pred a v pritb¢hu 60 min inkubace s DMSO. Métitko odpovida
20 pm.
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Obr. 21 Primérnd intenzita fluorescence v hypokotylovych bunkach semenacki transgenni
linie PRF2-GFP pied a v pribéhu 60 min inkubace s DMSO. Intenzita fluorescence byla
meéfena v programu Imagel a zpracovana v Microsoft Excel.

100 min

Obr. 22 Vliv taxolu (1 umol.l'l) na zménu fluorescence v hypokotylovych buitkach semenéacki
transgenni linie PRF2-GFP. Cervena hvézda znazoriuje buiiku, ve které byla méfena intenzita
fluorescence pied, v pritbéhu 60 min inkubace s taxolem a nasledné v pribehu dalSich 50 min
po vymyti taxolu 2 MS médiem. Métitko odpovida 20 pm.
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Obr. 23 Primérnd intenzita fluorescence v hypokotylovych bunikdch semenackl transgenni
linie PRF2-GFP pied, v prib&éhu 60 min inkubace s taxolem a nésledné v prib&hu dalsich 40
min po vymyti taxolu 2 MS médiem. Intenzita fluorescence byla méfena v programu ImageJ
a zpracovana v Microsoft Excel .

Obr. 24 Vliv DMSO (lpmoll™") na zménu  fluorescence v hypokotylovych buikach
semenackl transgenni linie PRF2-GFP. Cervend hvézda znazoriiuje buiku, ve které byla
meéfena intenzita fluorescence pred a v pribéhu 60 min inkubace s DMSO. Métitko odpovida
20 pm.
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Obr. 25 Primérnd intenzita fluorescence v hypokotylovych buiikdch semenackl transgenni

linie PRF2-GFP pfed a v prubéhu 60 min inkubace s DMSO. Intenzita fluorescence byla
meéfena v programu Imagel a zpracovana v Microsoft Excel.
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5.3 Imunocytochemické studium cytoskeletu u transgenni linie PRF2-GFP
metodou ,,whole mount*

Metoda ,,whole mount“ byla pouZita pro imunocytochemické studium organizace MT
a AF vepidermalnich kofenovych bunkach transgenni linie PRF2-GFP. MT byly
vizualizovdny pomoci primarni protilatky proti a-tubulinu, AF byla vizualizovdna pomoci
primarni protilatky proti aktinu, PRF2-GFP byl vizualizovan pomoci primarni protilatky proti
GFP a DNA byla vizualizovana pomoci DAPI. Nékteré meristematické bunky byly mitoticky
(Obr. 26) nebo cytokineticky (Obr. 27) aktivni. Bylo pozorovano mitotické vieténko
s chromozomy (Obr. 26B a D — Sipky) a fragmoplasty (Obr. 27B a D — Sipky). Taktéz byla
zachycena i AF (Obr. 28) a je viditelna ¢aste¢na kolokalizace AF s PRF2-GFP (Obr. 28D —

Sipky).

Obr. 26 Imunolokalizace MT a PRF2-GFP v epidermalnich kofenovych bunikach semenacki
transgenni linie PRF2-GFP. Lokalizace DNA a jader (A), MT (B), PRF2-GFP (C) a sloucené
obrazky (D). Sipky ukazuji na mitotické vieténko (B a D). Meftitka odpovidaji 10 pm.
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Obr. 27 Imunolokalizace MT a PRF2-GFP v epidermalnich kofenovych butikach semenacki
transgenni linie PRF2-GFP. Lokalizace DNA a jader (A), MT (B), PRF2-GFP (C) a slou¢ené
obrazky (D). Sipky ukazuji na fragmoplasty (B a D). Metitka odpovidaji 10 pm.

Obr. 28 Imunolokalizace AF a PRF2-GFP v epidermalnich kofenovych bunkach semenacki
transgenni linie PRF2-GFP. Lokalizace DNA a jader (A), AF (B), PRF2-GFP (C) a caste¢na
kolokalizace AF s PROF-GFP ve slou¢eném obrazku (D, Sipky). Meftitka odpovidaji 20 um.
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6 Diskuze

Prvnim ukolem bakalarské prace byla fenotypova charakterizace vybranych linii A.
thaliana vystavenych abiotickému stresu. V experimentech byly pouzity jako kontrola
rostliny Col-0 a rostliny transgenni linie pMAT-GFP, exprimujici chiméricky gen pro
cytoplazmaticky fuzni protein s GFP, a rostliny transgenni linie PRF2-GFP, exprimujici PRF2
pod 35S promotorem. V pribéhu experimentd byl sledovan vliv solného (NaCl),
hyperosmotického (sorbitol) a oxidativniho stresu (PQ) na rust a vyvoj rostlin vSech linii.

NaCl ma dva hlavni efekty na rostliny — osmoticky stres, ktery rostlinnym bunikam
brani pfijimat vodu a dilezité mineraly, a iontovy stres, kdy Na* a CI toxicky ovliviiuji
bunécéné membrany a metabolismus (Kader et Lindberg, 2010). Solny stres zptisobuje redukci
rastu rostlin, celkové plochy listi a kofenového systému (Chartzoulakis et Klapaki, 2000),
coZ je v souladu s nasimi pozorovanimi (Obr. 3,7,8). Média s obsahem 75 a 1200mmol.I" NaCl
nebo 200mmol.I™ sorbitolu méla srovnatelny vliv na inhibici prodluZovaciho ristu primarniho
kofene rostlin Col-0 i PRF2-GFP (Obr. 2B, C a D). Solny a hyperosmoticky stres maji vliv i
na kli¢ivost semen vSech testovanych linii. Po tfech dnech kultivace na kontrolnim médiu
semena transgenni linie PRF2-GFP méla procento kli¢ivosti srovnatelné s ostatnimi liniemi
(Obr. 5). Vlivem 150mmol.I" NaCl a 400mmol.I"* sorbitolu vSak byla kli¢ivost semen
transgenni linie PRF2-GFP mensi nez u semen rostlin Col-0 a pMAT-GFP (Obr. 5). Z téchto
vysledki lze usuzovat, ze transgenni linie PRF2-GFP ma wvyssi citlivost na kliceni
vV podminkach solného a hyperosmotického stresu v porovnani s rostlinami Col-0 a pMAT-
GFP. Solny a hyperosmoticky stres maji vliv i na zmény fenotypil a viabilitu studovanych
linii. Rostliny kultivovany dlouhodobé na médiich s pfidavkem NaCl a sorbitolu mély
V porovnani s kontrolnimi rostlinami mensi listové riiZzice a méné vyvinuty kofenovy systém,
piipadné viibec nepiezivaly (Obr. 8, 10). Rostliny na médiich s obsahem 75, 100 i 125mmol.I
! NaCl mély tendenci ztracet chlorofyl (Obr. 7 a 8), coZ je v souladu s literaturou (Agastian et
al., 2000). Na médiich s obsahem 75 a 100mmol.I"* NaCl mély rostliny transgenni linie PRF2-
GFP nejvyssi viabilitu ze vSech testovanych linii (Obr. 8 B a C). Na médiu s ptridavkem
125mmol.I"* NaCl jiz neptezily zadné rostliny (Obr. 8D). Médium s pridavkem 200mmol.I*
sorbitolu mélo vliv i na barvu nadzemnich ¢asti rostlin a u transgenni linie PRF2-GFP se
vyskytovalo mensi procento rostlin se Zlutozelenymi listovymi rizicemi nez u linii Col-0 a
PMAT-GFP (Obr. 10B). Rostliny PRF2-GFP mély také vétsi listové rlzice v porovnani
S ostatnimi liniemi (Obr. 10B). Sledovani vlivu solného a hyperosmotického stresu na

viabilitu a zmény fenotypt rostlin ukazalo, ze transgenni linie PRF2-GFP je odolné&jsi vici
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pusobeni NaCl a sorbitolu nez rostliny Col-0 a pMAT-GFP. Oxidativni stres, vyvolany PQ,
taktéz ovliviioval viabilitu a zmény fenotypli rostlin. Za normdélnich podminek bunky
produkuji ROS, které jsou pfirozenou souc¢asti riznych bunéénych procesu, jako jsou rust
bun¢k, apoptdza a senescence (Finkel, 2003). Nicméné nadprodukce ROS toxicky ovlivituje
builky a brani rostlinAm v normdlnim rastu a vyvoji, coz ukdzaly i vysledky naSich
experimentll. Z vysledkti vyplyva, Ze transgenni linie PRF2-GFP je odolnéjsi vuci
oxidativnimu stresu nez linie Col-0 a pMAT-GFP. Po 21 dnech kultivace na médiich
obsahujicich 0,1 a 0,5umoll™ PQ méla transgenni linie PRF2-GFP v&t§i procento
ptezivajicich a dobfe se vyvijejicich rostlin nez linie pMAT-GFP a Col-0 (Obr. 12B a C).

Profilin je maly aktin vazajici protein, ktery ma komplexni efekty na dynamiku
aktinového cytoskeletu (Fan et al., 2013). Profiliny hraji roli pfi interakci aktinového
cytoskeletu s cytoplazmatickou membranou, pfi umisténi organel a pii vezikularnim
transportu pomoci aktinového cytoskeletu (Sun et al., 2013). PRF2 patii mezi vegetativni
profiliny a je konstitutivné exprimovan téméf ve vSech tkanich a organech A. thaliana
(Kandasamy et al., 20002b). PRF2 vykazuje subcelularni lokalizaci v cytoplazmé a jaderné
membrané bunék A. thaliana (Kandasamy et al., 2002b), coz potvrzuji i naSe vysledky
z konfokalniho laserového mikroskopu (Obr. 13). Soucasti prace bylo sledovani vlivu
inhibitord cytoskeletu na abundanci PRF2-GFP v buinkach A. thaliana. Pro tyto experimenty
byly pouzity inhibitory MT — taxol a oryzalin a inhibitor aktinového cytoskeletu — latrunkulin
al., 1992). Latrunkulin B je vysoce specificky toxin, ktery jiz pti nizkych koncentracich do 60
min zpusobuje depolymerizaci AF ve vSech typech bun¢k semenackt A. thaliana (Baluska et
al., 2001). Po aplikaci latrunkulinu B doslo k poklesu intenzity fluorescence PRF2-GFP, a
tedy 1 abundance PRF2 (Obr. 14 a 15), ¢imz byla prokdzana interakce PRF2 s aktinovym
cytoskeletem. Po aplikaci oryzalinu doslo taktéz k poklesu intenzity fluorescence PRF2-GFP
(Obr. 18 a 19), ¢imz byla dokazéna interakce PRF2 s MT. Taxol zplsobil naopak narast
abundance PRF2, a tedy nartst intenzity fluorescence (Obr. 22 a 23), coz je v souladu
s vysledky proteomickych experimentii (Takac, 2015, osobni sdéleni). Po vymyti roztoku
taxolu tekutym 2 MS médiem intenzita fluorescence poklesla do piivodniho stavu (Obr. 22 a
23).

Posledni ¢asti prace byla imunocytochemicka analyza MT a aktinového cytoskeletu u
transgenni linie PRF2-GFP metodou ,,whole mount* (Sauer et al., 2006; Samajova et al.,
2014). Zakladem metody bylo imunofluorescen¢ni znaceni a-tubulinu a aktinu pomoci

specifickych primarnich protilatek. V meristematickych buiikdch kofene byla pozorovana
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bunécna déleni a mitotické MT struktury — mitotické vieténko (Obr. 26) a fragmoplasty (Obr.
27). Imunofluorescenéni znaceni AF ukazalo ¢aste¢nou kolokalizaci AF s PRF2-GFP (Obr.
28D).
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[ Zavér

V literarnim piehledu byla shrnuta zakladni charakteristika modelové rostliny A.
thaliana a jeji vyznam pro rostlinny vyzkum. Déle byl popsan cytoskelet rostlin — struktura a
funkce rostlinnych MT a AF. Dalsi ¢ast byla orientovana na ABPs a dukladné byly popsany
profiliny, jejich funkce a vliv na vyvoj a rust rostlin. V posledni casti byly shrnuty vlivy
abiotického stresu na rostliny.

Soucasti experimentalni casti byla fenotypova analyza PRF2-GFP za kontrolnich
podminek (4 MS médium), pii pasobeni solného (75, 100, 125 nebo 150mmol.I”* NaCl),
hyperosmotického (200 nebo 400mmol.1™ sorbitol) a oxidativniho stresu (0,1 nebo 0,5pmol.1”
PQ). Aplikace téchto abiotickych stresi méla mnoho vlivii na rostliny, véetné¢ zmény délek
primarnich kotenti, kli¢ivosti semen, viability a fenotypt rostlin. Tyto zmény se paralelné
pozorovaly také u transgenni linie pMAT-GFP a divokého typu Col-0. Porovnavani délek
primarnich kofenl ukézalo, ze solny a hyperosmoticky stres zpiisobuji redukeci riistu kofent,
rostliny PRF2-GFP a Col-0 vsak pti experimentech vykazovaly podobnou citlivost. Semena
transgenni linie PRF2-GFP jsou citlivéjsi na kli¢eni v prostiedi solného a hyperosmotického
stresu v porovnani se semeny rostlin Col-0 a pMAT-GFP. NaCl a sorbitol maji vliv i na
viabilitu a zpusobuji zmény fenotypii vSech studovanych linii, pfiCemz se ukdazalo, Ze
transgenni linie PRF2-GFP je vici témto podminkdm odolnéjsi nez rostliny Col-0 a pMAT-
GFP. Stejny trend ukazal i podobny experiment s pouzitim PQ, ktery navozuje oxidativni
stres.

V druhé ¢asti byla provedena in vivo lokalizace PRF2-GFP po ptisobeni inhibitort MT
a AF. Latrunkulin B, inhibitor AF, a oryzalin, inhibitor MT, zptlisobily pokles abundance
PRF2-GFP v pribéhu 60 min. Taxol, inhibitor MT, naopak zptsobil narst abundance PRF2-
GFP v prubéhu 60 min a nasledn¢ po vymyti roztoku taxolu 2 MS médiem doslo k navratu
abundance do ptivodniho stavu.

Posledni casti bylo imunocytochemické studium cytoskeletu pomoci metody ,,whole-
mount“ u transgenni linie PRF2-GFP. Imunofluorescenénim zna¢enim MT byly
vizualizovany mitotické struktury — mitotické vieténko a fragmoplasty. Imunofluorescencni

znaceni AF ukazalo ¢asteénou kolokalizaci AF s PRF2-GFP.
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9 Seznam pouzitych zkratek

+TIPs
A. thaliana
ABP/ABPs
ADF
ADP
AF
ARP 2/3
AtFH1
AtFH5
AtFH6
AtFH8
ATP
BFA
BSA

Ce
Col-0
CP
DAPI
DMSO
EGTA
ER
EtOH
F-aktin
G-aktin
FABD2
GA
yTuC
yTuRC
yTuSC
GDP
GFP
GTP
CHUP1

proteiny vazici se na (+) konec mikrotubulti
Arabidopsis thaliana

aktin vazajici protein/y

aktin depolymerizujici faktory
adenosindifosfat

aktinovéa filamenta

aktin-asociované proteiny 2/3

formin 1 z Arabidopsis thaliana
formin 5 z Arabidopsis thaliana
formin 6 z Arabidopsis thaliana
formin 8 z Arabidopsis thaliana
adenosintrifosfat

brefeldin A

hovézi sérovy albumin

kritickéd koncentrace

ekotyp Columbia-0 (divoky typ)
kryci proteiny
4',6-diamidino-2-phenylindole
dimethylsulfoxid

kyselina ethylenglykol-bis-(2-aminoethylether)-N,N,N*,N*-tetraoctova
endoplazmatické retikulum

ethanol

filamentalni aktin

globularni aktin

druha aktin vazajici doména z A. thaliana
Golgiho aparat

y-tubulinovy komplex

kruhovy y-tubulinovy komplex

maly y-tubulinovy komplex
guanosindifosfat

zeleny fluorescencni protein
guanosintrifosfat

protein vnéjSi membrany chloroplastii
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MAPK
MAP/MAPs
MS-médium
MS salts
MT

MTOC
MTSB
OsFH5

PBS

PIP2

PIPES

PLP
PMAT-GFP

PQ

PRF1
PRF2
PRF3
PRF4
PRF5
PRF2-GFP

ROS
SOD
TAIR
TGN
WASP

mitogen aktivované proteinkinazy

protein/y asociovany/é s mikrotubuly

Murashige & Skoog médium

Murashige & Skoog zakladni smés soli
mikrotubulus/y/arni

mikrotubularni organiza¢ni centra

mikrotubuly stabilizujici pufr

formin 5 z Oryza sativa

fosfatem tlumeny solny roztok
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat
piperazin-N,N*-bis-(ethansulfonova kyselina)
kratké useky proteinti bohaté na prolin

trangenni linie stabiln¢ exprimujici chiméricky gen pro cytoplazmaticky
fazni protein s GFP

paraquat (1,1-dimethyl-4,4-bipyridium dichlorid)
profilin 1

profilin 2

profilin 3

profilin 4

profilin 5

nadexpresni linie exprimujici GFP znaceny profilin 2 pod kontrolou
35S promotoru

reaktivni formy kysliku

superoxid dismutaza

The Arabidopsis Information Resource
Trans-Golgi systém

Wiskott—Aldrich syndrome protein
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