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Seznam pouzitych zkratek

ABA — kyselina abscisova

AF — aktinova (mikro)filamenta

anyl — anisotropyl (mutace genu CESAI)

AP2 — adaptorovy proteinovy komplex 2

AP2M/n2 — podjednotka komplexu AP2 v Arabidopsis

ARP2, ARP3 — podjednotky ARP2/3 komplexu piibuzné k aktinu (actin-related protein)
ARP2/3 — komplex aktinu ptibuznych proteint (actin-related protein)

ARPC1 — ARPCS — podjednotky ARP2/3 komplexu nepiibuzné k aktinu (actin-related
protein complex component)

AtCESAI-10 — geny pro celuldzasyntdzy v Arabidopsis thaliana
AtDRPIA — dynamin-like protein v Arabidopsis thaliana

AV CR — Akademie véd Ceské republiky

BC1 — BRITTLE CULMI1 - COBRA -like protein v Oryza sativa

bc3 — brittle culm3 (mutace OsDRP2B)

BS — bunécna sténa

CC1-4 — Companion of Cellulose Synhtase 1-4

CESA — enzym celuldzasyntaza (cellulose synthases A)

cevl —mutace CESA3 - constitutive expression of vegetative storage proteinsl
CFP-TUA1 — a-tubulin ozna¢en modrym fluorescenénim proteinem
CME - endocytoza zavisla na klathrinu (clathrin-mediated endocytosis)
COB — COBRA

COBL — COBRA-like

crk — crooked - mutace ARPCS

CSC — komplex celulozasyntdz (cellulose synthase complex)

CSI1 — CESA interactive protein 1

CSI2, CSI3 — CSIl1-like proteiny

CSL — CESA-like proteiny

CSR - class specific region - tiidové specificka oblast proteinu CESA
CTL1/POM1 — Chitinase-like protein 1

CUMI1-3 — Cellulose synthase-Microtubule Uncoupling 1-3



CW — Calcofluoru White

elil - ectopic lignification] — mutace CESA3

ER — endoplazmatické retikulum

ERM - Ezrin/radixin/moesin rodina proteint

F-aktin — polymerizované aktinové mikrofilamentum

FLIP — fluorescence loss in photobleaching

FM4-64 — marker pro endocytézu

GA — Golgiho aparat

GEF — guanine nucleotide exchange factor

GFP, YFP, RFP — fluorescenc¢ni proteiny: zeleny, Zluty, Cerveny
GPI — glykofosfatidylinositol

GT-2 — glykosyltransferaza 2

HSD — honestly significant difference (Tukeyho test)

HVR — hyper-variable region

IF — intermediérni filamenta

irx — irregular xylem: irx/ (mutace CESAS), irx3 (mutace CESA7), irx5 (mutace CESA4)
ixr — isoxaben-resistant: ixr/ (mutace CESA3), irx2 (mutace CESAG6)
KOBI1 - KOBITO

KOR1 — KORRIGANI1

MAP1 a 2 — microtubule-associated protein 1, 2

MAPs — proteiny asociované s mikrotubuly

MS — médium Murashige a Skoog

MT — mikrotubuly

NASC — The Nottingham Arabidopsis Stock Centre

NPF — faktor podporujici nukleaci (nucleation promoting factor)
NT — N terminal end — N-konec

OsDRP2B — dynamin-related protein 2B v Oryza sativa

P-CR - plant-specific conserved region

PM — plazmaticka membrana

prcl —procuste — mutace CES46

px — pixel

RNAi — RNA interference



rswl — radial analyses swelling — mutace CESA1
rsw9 — radially swelling 9 - mutace v DRP1A

SmaCC/ MASC — Small CESA Compartments/ Microtubule Associated Cellulose Synthase
Compartments

SPK1 — SPIKEI

STL — STELLO

SUSY (SUS) — sachar6zasyntaza

TCs — terminalni komplexy

TED — tracheary element differentitation-related
TM — transmembranovéa doména

UDP-G — uridindifosfat-glukéza

UEB — Ustav experimentalni botaniky

UV — ultrafialové zéteni

W/SRC — WAVE/SCARkomplex

WT — wild type

YFP-TUAS — a-tubulin se Zlutym fluorescenénim proteinem

ZN — zinkovy prst



Abstrakt

V této studii byly vyuzity mutantni rostliny Arabidopsis thaliana s nefunkénim
ARP2/3 komplexem (linie arpc5 a arp2). Za ucelem studia dynamiky celuldzasyntazovych
komplext byla v téchto liniich exprimovéna podjednotka komplexu celul6zasyntdz CESA6
, podilejici se na syntéze primarni bunééné stény, oznatena YFP. Pohyb CESA6-YFP byl
pozorovan in vivo na plazmatické membrané modernimi zobrazovacimi metodami —
konfokalnim mikroskopem vybavenym rotujicim diskem, a VAEM mikroskopii. K méteni
rychlosti CESA -YFP byla pouzita analyza kymogramii. V dalSich experimentech byla
studovana rychlost regenerace bunécné stény u protoplasti mutantnich arpc5 a wildtype
rostlin Arabidopsis thaliana. Bylo zjisténo, ze mutantni rostliny arpc5 a arp2 maji oproti
WT pomalejsi CESA6-YFP. Daéle bylo zjisténo, ze protoplasty arpc5 pomaleji obnovuji

celuldzni sit” bunééné stény oproti wildtype rostlinam.

Klicova slova: Syntéza celulozy, ARP2/3 komplex, CESA, rychlost CSC, arpc3, arp2,
Arabidopsis thaliana.



Abstract

Mutant plants arpc5 and arp2 lacking functional ARP2/3 complex were used in this
study. Cellulose synthase subunit CESA6 involved in primary cell wall synthesis tagged
with YFP was introduced into these mutant lines to study cellulose synthase dynamics.
Modern imaging technologies such as spinning disc confocal microscopy and VAEM
microscopy were used to observe the movement of tagged cellulose synthase complexes in
vivo at the plasma membrane. Kymograph analyses were used to measure the velocity of
CESA6-YFP. In addition to this, cell wall regeneration of protoplasts of Arabidopsis
thaliana was compared in arpc5 and WT plants. It was found out that mutant lines arpcs
and arp2 have reduced velocity of CESA6-YFP in comparison to WT. Further, arpcs

protoplasts regenerated cellulose mesh of cell wall slower when compared to WT

Keywords: Cellulose synthesis, ARP2/3 complex, CESA, CSC velocity, arpcs, arp2,

Arabidopsis thaliana.
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1 Uvod a cil diplomové prace

Bunéénd sténa je nepostradatelnou komponentou rostlinnych bunék, at uz jako
mechanické struktura udrzujici tvar, pruznost a pevnost buiiky nebo jako sklad latek ¢i
obranna linie vic¢i patogentim. Dilezité jsou bunécné stény rostlin v SirSim pojeti 1 pro
samotné lidstvo, nebot’ obsahuji celulozu, coz je nejrozsitenéjsi biopolymer na svété a
vyuziva se hojné v papirenském i textilnim priamyslu a celul6za je také vyznamnou soucasti

v samotném dfevu.

Vzhledem k tomu, ze bunécna sténa je zédkladni komponentou rostlinnych bunék, je
nezbytné, abychom této strukture porozuméli co nejlépe. Zakladni slozky bunééné stény jsou
tvoreny polysacharidy hemicelul6zou, pektinem a piedevsim celul6zou. Celul6za primarni i
sekundarni bunécné stény je produkovana proteinovymi komplexy CSC tvofenymi enyzmy

celulézasyntazami, které jsou lokalizované na plazmatické membrang.

Architektura i vznik bunécné stény rostlinnych buné¢k je ovlivitovana nemalou vahou
cytoskeletem, ktery je s bunécnou sténou funkéné velmi té€sné spojen. Tato prace se vénuje
dynamice CESA komplext u mutantnich rostlin s defektnim ARP2/3 komplexem. Arp2/3
komplex je jeden ze dvou znamych nukleatord aktinu u rostlin. ARP2/3 komplex jakoZto
nukleator dava vznik novym aktinovym vlaknim v thlu zhruba 70° ze zakladu jiz

existujiciho aktinového filamenta.

Dlouho znamym faktem je, Ze na tvorbu celuléozy mé nesporné vliv mikrotubularni
cytoskelet. V posledni dobé se v mnoha pracich ukazuje, Ze 1 aktinovy cytoskelet ovlivituje
syntézu celulozy. Otazkou je, zda ARP2/3 komplex nema u rostlin kromé nukleace aktinu 1
dalsi dulezité ulohy. K této tivaze pfispiva i nedavné zjisténi, ze rostliny s nulovymi
mutacemi vybranych podjednotek ARP2/3 komplexu maji v dospélosti sniZeny obsah
celulozy a naopak je navySen obsah pektinti. Hlavnim cilem této prace je zjistit, zda a jak je
ovlivnéna dynamika enzymi celulézasyntdz (CESA) na plazmatické membrané v rostlinach

s nefunkénim ARP2/3 komplexem.



2 Literarni prehled

2.1 Rostlinny cytoskelet

Cytoskelet tvofi v bunikach trojrozmérnou velmi dynamickou sit’ proteint, kterd je
nezbytna pro vétsinu fyziologickych procesi buitky nebo se na nich cytoskelet pfinejmensim
velmi vyznamné podili. V eukaryotnich buiikkach se vyskytuji tii zékladni slozky
cytoskeletu: mikrotubuly (MT), aktinova (mikro)filamenta (AF) a intermediarni filamenta
(IF). Intermediarni filamenta se vyskytuji ptedev§im v zivocisnych butikach, u rostlin zatim

nebyla jednoznacné prokézana jejich tloha.

Rostlinné bunky (az na vyjimky) sice nemaji schopnost lokomoce, jako tomu je u
nékterych typii zivo€isnych bunék, pro Zivot rostlinné burniky v§ak neni cytoskelet o nic mén¢
dalezity. I kvili nepohyblivosti jednotlivych rostlinnych bunék je dilezité, aby vnitini
organizace bunky odpovidala jejim potiebdm a pravé mikrotubuly a aktinova
mikrofilamenta zaji$t'uji tuto organizaci a relokalizaci bunéénych kompartmenti. Cytoskelet
se podili na zpracovani signald a velky vyznam ma predevsim pii mitoze, cytokinezi, ristu
a béhem morfogeneze bunck (Collings, 2008; Fu et al., 2005; Goode et al., 2000; Gutierrez
et al., 2009; PetraSek and Schwarzerova, 2009; Szymanski, 2009).

Mikrotubuly jsou sloZeny ze dvou zdkladnich stavebnich jednotek — z tubulinu a a f3,
které spole¢né tvoii dimer. Z dimeri tubulinu jsou sestavovéana vldkna zvana protofilamenta
a ze tfinacti protofilament spojenych podélné k sobé je sestaven mikrotubulus do tvaru duté
trubice o praiméru 25nm. Dle potfeby buiiky mohou mikrotubuly depolymerovat a znovu
ptipadné polymerovat. V ramci ontogeneze buiikky se mikrotubuly seskupuji do velmi
specifickych Utvard. Béhem interfaze tvofi mikrotubuly pod plazmatickou membranou
seskupeni zvané kortikdlni mikrotubuly. Pfi déleni jadra mizi kortikdlni mikrotubuly a
vznikaji utvary pro déleni jadra a nasledné i celé buniky — pfedprofazovy prstenec, délici

vieténko a fragmoplast.

Aktinova mikrofilamenta jsou sloZena pouze ze dvou vlaken stocenych do spole¢né
Sroubovice, pticemz jejich zadkladni jednotka je molekula aktinu. Stejné€ jako u mikrotubulii
se u aktinového vladkna rozliSuje + a — konec. Reorganizaci aktinovych vlaken poméha
zajistit evoluéné konzervovany mechanismus nukleace novych vladken skrze forminy anebo

pomoci ARP2/3 komplexu (Pollard, 2007).



Samotné mikrotubuly ani aktinovd vldkna by vSak pro buiikku nebyly dostacujici
vzhledem k mnoha riiznym funkcim, které cytoskelet musi zajistit. Mikrotubuly 1 aktinova
vlakna asociuji s celou fadou cytoskeletalnich proteinti, nékteré se umi navazat na MT i AF
a nékteré se vazi specificky pouze na jeden typ cytoskeletu, celd fada téchto proteint je také

specificka pouze pro rostlinnou tisi. Nazyvame je proteiny asociované s cytoskeletem.

2.2 ARP2/3 komplex

ARP2/3 komplex se sklada celkem ze sedmi proteinovych ¢asti (viz Obrazek 2). Dva
proteiny ARP2 a ARP3 (actin-related proteins) jsou piibuzné aktinu a dalSich pét jsou aktinu
nepiibuzné podjednotky komplexu ARPCI1-5 (actin-related protein complex components)

(Machesky a Gould, 1999; Mathur, 2005).

ARP2/3 komplex je nukleatorem nové vétve aktinového vldkna pod thlem 70° (Yang
and Svitkina, 2011), ale ke své funkci vyzaduje aktivacni faktor NPF (nucleation promoting
factor) (Rotty et al., 2013; Yanagisawa et al., 2013). V piipad¢ rostlinného ARP2/3
komplexu byl zatim identifikovan jako NPF pouze SCAR/WAVE komplex (Basu et al.,
2005).

Mutanti Arabidopsis postradajici jednu z podjednotek ARP2/3 komplexu se fadi mezi
skupinu mutantl projevujici se tzv. distorted fenotypem, to znamena, Ze jejich trichomy jsou
kratké a zkroucené (Hiilskamp et al., 1994). Celkem bylo do skupiny DISTORTED zatazeno
8 genl Arabidopsis: ALIEN, CROOKED, DISTORTEDI, DISTORTED2, GNARLED,
KLUNKER, SPIRRIG a WURM (Hiilskamp et al., 1994). Ctyfi zté&chto genti jiz byly
identifikovany jako geny pro proteiny ARP2/3 komplexu — WURM pro ARP2,
DISTORTEDI pro ARP3, CROOKED pro ARPC5 a DISTORTED?2 pro ARPC2 (El-Assal
etal.,2004; Leetal., 2003; Liet al., 2003; Mathur et al., 2003a; Mathur et al., 2003b; Saedler
et al., 2004).

Samostatn¢ se mutantni rostliny s defektnim ARP2/3 komplexem fadi do skupiny arp
mutantd. Mutace ARP genil se projevuji také ztratou komplexniho tvaru bunék epidermis,
omezenou elongaci a mirnym nabobtnanim bunék hypokotylu a kotenovych vlaski (El-
Assal et al., 2004; Le et al., 2003; Li et al., 2003; Mathur et al., 2003a; Mathur et al., 2003b;
Saedler et al., 2004). Dalsi projevy ARP mutaci viz Obrazek 1.
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Wild-type Mutant  Wild-type Mutant

Obrazek 1: Fenotypové projevy ARP mutantii (Mathur et al., 2005). Vievo schéma fenotypii wild-type
epidermalnich bunek Arabidopsis oproti fenotypu shodnym pro vSechny arp mutanty (El-Assal et al., 2004,
Leetal, 2003; Li et al., 2003; Mathur et al., 2003a, 2003b, Saedler et al., 2004). Vpravo fluorescence in-

vivo wild-type rostlin ve srovnani k arp mutantovi. (A) Vétveny trichom listové epidermis wild-type
Arabidopsis. (B) Deformovany trichom listu ARP mutanta. (C) Pokozkové bunky délozniholistu wild-type
rostlin. (D) Pokozkové bunky kotyledon mutanta mezi sebou maji mezery (Sipky) a ztraci obvykly tvar. (E,
F) Vizualizovana organizace F-aktinu pomoci GFP-mTalinu (Kost et al., 1998) v (E) dospélém wild-type
trichomu s typickymi podélnymi svazky aktinu (Sipky), oproti tomu v (F) arp2/wurm mutantovi vykazuje F-

aktin podstatné zvysené svazkovani a nahodna lateralni spojeni mezi aktinovymi svazky (Sipky). (G)

Pokozkové buniky hypokotylu wild-type rostlin. (H) Kadernaté a kratsi epidermalni bunky hypokotylu
(projev Ize posilit zménou riistovych podminek) (Mathur et al., 2003a, 2003b). (I) Burniky hypokotylu wild-

type rostouci na svétle maji aktinové svazky protahlé (Sipky) a je viditelna difuzni aktinova sit. Znaceno
GFP-mTalin. (J) Hypokotylové buiiky arpc5/crooked mutanta rostouciho za stejnych podminek, ktery také
exprimuje rovnéz GFP-mTalin, maji nabobtnaly tvar a je videt mnohem vice svazkii F-aktinu (Sipky). (L)
Korenové viasky arp mutanta jsou oproti WT (K) vice nachylné k vineni a na jednom trichoblastu se miize
objevit vice mist znacici zacatek apikalniho rustu korenového viasku (Sipka). Projev Ize opét posilit zménou
rustovych podminek (Mathur et al., 2003a, 2003b). (M) Vizualizované Golgi vacky pomoci GFP-ERF
(Boevink et al. 1998) jsou v trichomech WT rozeznatelné jednotlivé (Sipky). (N) V trichomech
arpcS/crooked mutanta je znatelny ndriist v poctu a shlukovani Golgiho vacku (Sipky). Golgiho vacky
v trichomech crk také fluktuji v rychlosti, coz pro WT neni obvyklé (Mathur et al., 2003b).



V rostlinach byl ARP2/3 komplex navrzen jako pravdépodobny mechanismus pro
reorganizaci aktinu u pohybu bunék praducha, pfi ptisobeni solné¢ho stresu, pfi intenzivni
elongaci kofenovych bun¢k a béhem interakce mezi hostitelskou rostlinou a symbiotickou
bakterii (Dyachok et al., 2008, 2011; Jiang et al., 2012; Li et al., 2014; Zhao et al., 2013;
Miyahara et al., 2010; Hossain et al., 2012). Yanagisawa et al. (2015) na zaklad¢ GFP-
ARPCS in vivo pozorovani naznacili, Ze tvorba aktinové sité¢ ve SpiCce vetve trichomu
zéavisla na ARP2/3 komplexu ve spolupraci se zéonou bez mikrotubull dava vzniknout

polarizovanym cytoplazmickym svazkim aktinu, které jsou pottebné pro spravnou dopravu

a sestaveni komponentli bunécné stény rostouciho trichomu.

Obrazek 2: Model ARP2/3 komplexu ze ti riiznych tihlii (Rouiller et al., 2008). Sedivé zndazornény aktinové
podjednotky, DI a D2 jsou prvni dvé podjednotky v novém aktinovém vidkné. Barevne vyznacen ARP2/3
komplex. Nejmensi podjednotkou v komplexu je ARPCS (Li et al., 2003; Mathur et al., 2003b).

2.3 Bunécéna sténa

Bunééna sténa rostlinnych bunék je slozena ze tii zdkladnich vrstev (viz Obrazek 3).
Pti bunécném déleni vznika jako prvni stfedni lamela, ktera je tvofena prevazné pektiny.
Primarni bunécna sténa se formuje po vzniku stfedni lamely a po ukonceni rastu buiiky se
muzZe tvorit jeSté sekundarni bunécna sténa, kterd je sama o sob¢ Casto jesté délena na vrstvy
S1, S2 a S3 dle orientace celuléznich mikrofibril (Beck, 2010). VSechny vrstvy bunécné
stény jsou tvoieny predevsim polysacharidy, ale obsahuji také proteiny, aromatické latky a
molekuly vody i soli. Bunétna sténa obsahuje mikrofibrily celuléozy a amorfni matrix
tvofenou pektiny, hemicelulé6zami (Brett a Waldron, 1990). Polymery celulézy a
hemicelul6zy dodavaji bunécné sténé pevnost, pfi¢emz jsou v matrix stabilizovany riznymi
proteiny a fenolickymi latkami. Amorfni pektiny dovoluji molekuldm fluidni pohyb skrze

matrix bunécéné stény (Ochoa-Villarreal et al., 2012).
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Bunééné stény cévnatych rostlin obsahuji zhruba 30 % celulozy, 30 % hemiceluldéz a
35 % pektinl s uréitym podilem strukturalnich proteint od 1-5 % (Ochoa-Villarreal et al.,
2012; Ridley et al., 2001; Smole et al., 2005). Primarni bunécna sténa se sklada predevsim
z celuldzy, neutrdlnich hemiceluléz a kyselych pektind. Tato bariéra obklopuje
cytoplazmatickou membranu s protoplastem. Sekundarni bunéénd sténa se tvoii u
specializovanych buné€k, ukladéna je smérem dovniti pod primarni buné€nou sténu (viz
Obrazek 3). Na rozdil od primarni bunécéné stény sekundarni bunécna sténa obsahuje velmi
malo pektinil a naopak vice celulézy — dle funkce a druhu od 40 %. Velmi Casto je sekundarni
bunécna sténa lignifikovana. Sekundarni bunéénou sténu maji naptiklad sklerenchymatické

buniky nebo tracheéalni elementy.

i Primary cell wall

Secondary cell
wall

Cellulose - gk

~—Plasma
membrane

Middle lamella
Primary cell
wall

Secondary cell
wall

Plasma
membrane

Biophoto Assodiates/Science Source

Obrdazek 3: Struktura bunécné steny. Pokud ma bunka vytvorenou sekundarni bunécnou stenu, pak lezi nad
plazmatickou membranou a nad ni je vrstva primarni bunécné stény, kterd je od dalsi bunky oddélena
vrstvou stiedni lamely. (Dostupné z:
http://www.macmillanhighered.com/BrainHoney/Resource/6716/digital_first content/trunk/test/morris2e/ass
et/img_chl0/morris2e_chl0 fig 10 _15.html)

2.4 Celuloza:

vvvvv

o linearni fetézec glukdézovych jednotek (CsHi120¢ — viz Obrazek 4). Spojenim dvou
glukozovych jednotek vznikd molekula celobidzy (Ci2H22011). Opakujici se glukozy
spojené glykosidovou vazbou B-1,4 pod thlem 180° tvoii glukanové fetézce (Festucci-
Buselli et al., 2007). Zakladni celul6zni jednotkou v rostlinach je mikrofibrila, ve které jsou

jednotlivé glukanové fetézce vzajemné propojeny vodikovymi vazbami (Nishiyama, 2009).
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Ma se za to, ze mikrofibrila je tvofend z 18 az 36 glukanovych fetézct, ale v poslednich

letech se uptednostiiuje spise model s 18-24 fetézci, jak je popsano nize.

CH,0H

CH,0OH CH.OH
~ % o pH q OH o OH
0 o HO o HO ~
o) o}
ne OH chono  Ho o ° HO o
> CH,0H O OH CH,0H ©
Cellobiose

Obrazek 4: Cast B-1,4 glukanového etézce. Oznacena je opakujici se jednotka celobiozy (Tavior, 2008)

Stejn¢ jako kaldza je celuloza glukanovy polysacharid bunécné stény, ktery je
syntetizovan pifimo na plazmatické membrané. Ostatni polysacharidy jsou tvofeny
v Golgiho aparatu a poté sekretovany do apoplastu. Tvorbu celul6znich mikrofibril zajist'uji
proteinové celuldézasyntazové terminalni komplexy (CSCs - cellulose synthase complexes)
dopravené na plazmatickou membranu (PM) (Doblin et al., 2002). Celul6zasyntazové
komplexy (CSCs) jsou proteinové komplexy obsahujici vzdy nékolik enzymi
celuldzasyntaz A (CESAs — Cellulose synthases A — viz Obrazek 5). Struktura mikrofibrily
je pfinejmensim ¢astecné dana strukturou CSC (Kumar et al., 2018). Pii tvorbé celuldzy maji
dalezité tlohy pochopitelné i1 dalsi proteiny, napf. KORRIGAN, sachar6zasyntéza,
cytoskeletalni proteiny, COBRA-like proteiny a objevuji se stale dalsi (viz Obrazek 10).

B-(1,4)-glucan . Cellulose
chain “ microfibril

ﬁ
CesA Rosette Rosette

subunit A

Obrazek 5: Jednotlive CESA proteiny tvori rozetovou podjednotku, ktera se v hexamerni sestave sklada v CESA
komplex. Dle tohoto modelu kazdy CESA protein produkuje [5-1,4 glukanovy retezec. Jednotlivé glukanové
retézce se nasledné spoji v celulozni mikrofibrilu (Doblin et al., 2002).

Celul6zni mikrofibrily svym uspofddanim v bunécné sténé tésné u PM reguluji tvar
bunky, nebot’ dovoluji rist buriky rychleji v kolmém sméru proti jejich uspofadani, protoze
dochazi k roztahovani jejich fad od sebe, v podélném sméru k ulozenym mikrofibrilam je

rust buiiky také umoznén, ale roztaznost je mnohem mensi, a rlst v tomto sméru je tedy 1
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pomalej$i. Bez kontrolovaného uklddani celuloznich mikrofibril by buiika rostla
izodiametricky (rovhomérné do vSech smérti). Ptikladem tvarovani rustu bunék fizenym
ukladanim celul6znich mikrofibril jsou buiiky v elongacni zoné kofene mnoha druhti rostlin.
Kromé urcovani sméru rastu bunc¢k béhem faze jejich expanze, mikrofibrily dany tvar bunék

udrzuji spolecné s ostatnimi ¢astmi bunééné stény i po ukonceni faze rastu.

2.5 Historie objevu CSCs

Celulozasyntazové komplexy byly poprvé pozorovany pomoci elektronové
mikroskopie jiz v roce 1972 a tehdy byly popsany jako granule transportované na membranu

v plochych vacécich (Dobberst a Kiermaye, 1972; Robinson et al., 1972).

Brown et al., 1976 pozorovali podobné granule, jak u bakterie Acetobacter xylinum,
tak v eukaryotni fase Qocystis. Na konci celuléznich mikrofibril byla pozorovana spojeni s
komplexy, pfi¢emz jeho ¢astice byly usporadany do trojfad, proto byly komplexy poprvé
pojmenovany jako linedrni terminalni komplexy (TCs) (Brown a Montezinos, 1976). O ¢tyii
roky pozdéji byla zachycena poprvé syntéza mikrofibril i u vysSSich rostlin a zaroven
prokézana dalsi forma termindlniho komplexu v podob€ rozety s hexamerni symetrii
(Mueller a Brown, 1980). Od té doby byly rozetové komplexy mnohokrat pozorovany
(Chapman a Staehelin, 1985; Giddings et al, 1980; Haigler a Brown, 1986; Herth a Weber,
1984; Hogetsu, 1983; Juniper et al, 1981; Schneider a Herth, 1986).

Spekulace o jejich tloze rozet jako jednotkach syntetizujicich celulézu se objevily jiz
dlouho ptedtim, neZ byl poprvé identifikovan gen CESA v A. xylinus (Saxena et al., 1990;
Wong et al., 1990). Geny pro CESA proteiny ve vysSich rostlinich byly poprvé
identifikovany aZz vroce 1996 u baviny na zikladé¢ sekvencni homologie s jiZ

znamymi bakteridlnimi CESA geny (Pear et al., 1996).

Kimura et al. (1999) ptisp€li k utvrzeni ve spojeni mezi rozetovymi komplexy a CESA
proteiny, kdyZ se jim zdafilo pozorovat terminalni komplexy vizualizované metodou
imunodetekce pomoci CESA protilatek oznacenych koloidnim zlatem. Pfevratnym krokem
pro studium CSCs byla vizualizace CESA proteini pomoci fluorescencné znacenych
proteinil. S fluorescencnim proteinem byly spojeny nésledujici CESA proteiny Arabidopsis
thaliana: AtCESA7 sekundédrni bunééné stény (Gardiner et al., 2003; Wightman et al., 2009;
Wightman a Turner, 2008) a dale primarni CESA proteiny AtCESA6 (Paredez et al., 2006),
AtCESA3 (Desprez et al., 2007) a AtCESAS (Bischoff et al., 2011).
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2.6 Geny CESA

CESA patii do rodiny membranové vazanych glykosyltransferdz (GT-2) (Sethaphong
et al.,, 2013). V genomu Arabidopsis byla objevena velka rodina genl pro biosyntézu
celulozy, z toho 10 gentt CESA (CESAI-10) je pro celulozasyntazy a 29 gent pro CSL
(cellulose synthase-like) proteiny (Carpita, 2011). Deset hlavnich CESA genti bylo
v Arabidopsis identifikovano hned po kompletnim sekvenovani jejiho genomu (Richmond,
2000; Richmond a Somerville, 2000). Velikost jednotlivych CESA genli se pohybuje
v rozmezi od 3,5 do 5,5 kb a jsou tvofeny 985 az 1088 aminokyselinami (Richmond, 2000).

Analyza exprese celulézasyntazovych genli v Arabidopsis odhalila expresi vétSiny
CESA gent ve vétsing organti (Williamson et al., 2002). AtCESA4, AtCESA7 a ATCESAS
jsou geny nezbytné pro tvorbu sekundarni bunééné stény (Taylor et al., 1999, 2000, 2003;
Turner a Somerville, 1997). Taylor et al. (2003) a Timmers et al. (2009) ukazali, Ze tyto tfi
geny jsou exprimovany spolecné a také, ze proteiny, které¢ koduji, jsou soucésti stejn¢ho
komplexu. Syntézu primarni bunécné stény obstaravaji AtCESAI, AtCESA3 a AtCESA6
(Arioli et al., 1998; Fagard et al., 2000; Scheible et al., 2001). ATCESA2, AtCESAS5 a
AtCESAY jsou Castecné redundantni s A7CESA6, proto jsou oznacovany jako AtCESA6-like
geny (Desprez et al., 2007; Persson et al., 2007). Pro AtCESA10 nebyla zatim zjiSténa Zadna
konkrétni uloha (Kumar a Turner, 2015).

2.7 Modely CESA komplexu:

Kazda celulézasyntaza v CSC komplexu produkuje jeden glukanovy fetézec

celulozového vlakna. Vice glukanovych fetézcli muze byt syntetizovano rtiznymi geny

Obrazek 6: Model 18-36CESA proteinii v komplexu CSC (Schneider et al., 2016). Tri riizné barvy v modelu
znaci tri rizné CESA proteiny potrebné pro syntézu celulozni mikrofibrily, v komplexu jsou pravdépodobné
v pomeru 1:1:1
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celulézasyntaz v kazdém terminalnim komplexu (Persson et al., 2007). Pocet glukanovych
fetézcl vznikajicich v jednom komplexu je odhadovan u vyssich rostlin na osmnéct az tficet
Sest. Na zaklad¢ téchto informaci byl vytvofeny heterotrimerické modely 18-36 CESA
proteind (Doblin et al., 2002; Scheible et al., 2001; Schneider et al., 2016; Taylor et al., 2003
— viz Obrazek 6).

Meéieni dle Mueller a Brown (1980) naznacila, Ze pozorované rozety maji v prumeéru
24 +- 2,5 nm a obsahuji 6 castic, kde podle nich mé kazda cast 6 celul6zasyntazovych

polypeptidi. Nedlouho poté byl jako prvni navrzen 36 fetézcovy model (Herth, 1985).

Kromé 36 fetézcového modelu existuji dalsi dva alternativni modely pro strukturu
CSCs. Ve 24 tetézcovém modelu tvoii jednotku tii CESA polypeptidy a osm jednotek tvoii
rozetovou formaci. V 18 fetézcovém modelu jsou rozety ze Sesti jednotek, kazda tvofena

tremi cellul6zasyntazovymi polypeptidy.

V potaz je vsak potieba také brat vyskyt tzv. twinningu mikrofibril (Fernandes et al.,
2011), coz je jev, pti kterém spolu mikrofibrily podélné alespon ¢asti své délky v podstate
splyvaji v $ir§i mikrofibrilu a mohou tak ovliviiovat méteni Sifek celuléznich mikrofibril.
Vysledky prace Fernandese et al. (2011) se nejvice shoduji s 24 fetézcovym modelem, autoti
sami ale uznavaji, ze model 18 fetézcoveé mikrofibrily by také dobie odpovidal, pokud by se
kalkulace modelu provadéla véetné zapocitani twinningu (Fernandes et al., 2011; Thomas et
al., 2013). Newman et al. (2013) ukazuji data nejlépe odpovidajici 18 fetézcové mikrofibrile
pii vypoctech s vyskytem twinningu, ale opét nemohou vyloucit ani 24 fet€zcovy model pro

nedostate¢né znamou miru vyskytu twinningu.

Teoreticky vypocitana plocha prirezu 36 fetézcové mikrofibrily se ukazala byt vetsi
nez zméteny primeér mikrofibrily z nedavnych experimentt (Jarvis 2013). Vandavasi et al.
(2016) a Nixon et al. (2016) se v nejnov¢jSich studiich shoduji, Zze CSC obsahuje hexamer
CESA trimerti, kazda Cast hexameru se tedy sklada ze tfi CESA podjednotek. Spolecné
s ostatnimi novodobymi studiemi Udaje ukazuji, Ze rostlinnd mikrofibrila obsahuje spiSe
18 — 24 glukanovych fetézct, ale 36 fetézcovy model stile nebyl zavrzen, nebot’ existuje i
nazor, ze nékteré celuldzasyntazy nemusi byt v komplexu aktivni a tvofi se tak mensi pocet
fetézcli nez komplex obsahuje syntaz (Fernandes et al., 2011; Kennedy et al, 2007; Newman
et al., 2013; Thomas et al., 2013, Vandavasi et al., 2015; Wang a Hong, 2016). Pro konecné
ujasnéni spravnosti modelu je potieba urcit presné slozeni a stechiometrie CESAs obou typil

stén. Betancur et al. (2010) navic ukézal, ze rodina primarnich CESA podporuje tvorbu
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sekundérni bunécné stény u trichomt Arabidopsis. Stork et al. (2010) a Mendu et al. (2011)
poukazali na funkci primarnich CESAs ve formaci sekundarni bunécéné stény také

Vv osement.

Struktura CSCs je, jak se zd4, v zelenych rostlinach konzervovana, ale vyskytuji se
rozdily v produkci syntetizované celulézy - napiiklad mikrofibrily primarni stény jsou
obecné tenci nez mikrofibrily sekundarni bunécné stény (Cosgrove a Jarvis, 2012). Salmén
(2004) a Li et al. (2016) navrhuji, Ze rozdily ve velikostech jsou vysledkem produkce od
vice nez jednoho CSC, tedy, ze produkované fetézce z vice nez jednoho CSC se spojily
do jedné mikrofibrily. Uvahu podporuji i objevy twinningu mikrofibril (Fernandes et al.,

2011; Thomas et al., 2013).

2.8 Struktura a dynamika CESA proteint

Jak jiz bylo zminéno, u vyssich rostlin CESA podjednotky formuji hexamerni rozety,
které jsou tvofeny nejméné ze tii riznych izoforem CESA polypeptidi. Samotna rozeta
s CESA proteiny mé priomér zhruba 20-30 nm, ale po zapocitani asociovanych proteinli na
plazmatické membrané podilejicich se také na funkci komplexu, ma cely CESA komplexu
v priméru 40-50 nm (Bowling and Brown, 2008). CESA proteiny jsou katalytickou ¢asti
CSC, pticemz byla prokazéana interakce katalytickych jednotek i s dal§imi proteiny (Gu et
al., 2010; Vain et al., 201; Endler et al., 2015; Liu et al., 2016).

Nejméné tii rizné tiidy CESA proteind jsou potieba pro formaci CSC. Zatim se stale
mnoho nevi o organizaci jednotlivych CESA proteini v ramci CSC. Hromadi se ale dikazy,
ze jednotlivé tiidy CESA se od sebe lisi nejen tfidove specifickymi doménami, ale i na irovni
celého proteinu (Kumar et al, 2017). Imunoprecipitace a hmotnostni spektroskopie
potvrdily domnénku o rovnomérném poméru v zastoupeni CESA1, CESA3 a CESA6 v CSC
primarni bunécné stény a stejné bylo vypozorovano u podjednotek sekundarni bunééné stény
CESA4, CESA7 a CESAS8 (Hill et al., 2014; Gonneau et al., 2014). V poslednich letech se
potvrzuje domnénka, Ze jedna izoforma CESA miize za uréitych podminek v celém
komplexu ovliviiovat syntézu celulozy mnohem vice nez izoformy jiné (Chen et al., 2010;
Hu et al., 2018). Kumar et al. (2017) se domnivaji, ze jednotlivé titidy CESA proteini
potiebnych k syntéze ve vySSich rostlindch ziejmé& zaujimaji v rozeté jedinecné urcené

postaveni.
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CESA proteiny maji konzervovanou doménovou strukturu (viz Obrazek 7), ktera obsahuje
prodlouZenou N-termindlni doménu obsahujici motiv zinkového prstu, osm
transmembranovych domén a velkou centralni katalytickou doménu obsahujici
aminokyseliny sestavené jako v rodiné glykosyltransferaz 2 (Speicher et al., 2018). V mnoha
ohledech se struktura rostlinného CESA proteinu podoba bakterialnimu (viz Obrazek 7).
Pear et al. (1996) objevili vysoce konzervovany usek ve struktufe rostlinnych CESAs
nazvany P-CR (plant-specific conserved region), ktery se ale v bakteriich nevyskytuje.

Druhy region ve struktufe CESA specificky pro rostliny objevil Delmer (1999) a byl nazvan

A TM1-2 TM3-8
68 aa for AtCesAs 226-228 aa for AtCesAs

Cell Wall

PLASMA MEMBRANE

Cytoplasm

CR CR1
M terminal region Central cytoplasmic domain C terminus
166-264 aa for AtCesAs 492-537 aa for AtCesAs 17-21 aa for AtCesAs
B TM1-4 TM5-8
110 aa 161 aa
Periplasm
| PLASMA MEMBRANE |
Cytoplasm

GT Domain

N terminal region GT domain C terminus

Obrazek 7: Schéma rostlinné (4) a bakterialni (B) celulozasyntazy (Kumar, Turner, 2015). Jednotlivé
bloky predstavuji domény spojené konektory nahodné délky. (4): Dva regiony TM jsou bokem k centralni
katalytické doméné. N-terminalni region obsahuje kratky N konec (NT), konzervovany zinkovy prst (ZN) a
variabilni oblast VRI. Centralni katalyticka doména obsahuje region VR2, ktery je z obou stran obklopen
regiony CR1 a CR2. Bakterialni katalyticka doména je podstatné kratsi, predevsim protoze postrada dva

rostlinne specifické regiony P-CR (Plant-Conserved Region) a tridové specifickou oblast CSR.
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HVR (hyper-variable region). Dohromady tyto regiony tvofi tfidové specifickou doménu

CSR (class specific region) (Vergara a Carpita, 2001).

Aktivaéni mechanismus produkce celulézy enzymovym komplexem neni znam,
v soucasnosti se uvazuje, ze by roli mohla hrat fosforylace. Pohyb celého komplexu po
fluidni plazmatické membrané zplsobuje ziejm¢ samotnd katalyticka aktivita CESA.
Glukanové fetézce krystalizuji v mikrofibrily a propojuji se v siti ostatnich polymert
bunécné stény, dalsi syntéza novych glukanovych fetézcii tak zplisobi odsunuti celého

komplexu v membran¢ od zkrystalizované ¢asti mikrofibrily.

CESAs primarni bunécné stény byly pozorovany na PM in vivo konfokalnim
mikroskopem vybavenym spinning diskem jako vyrazné castice pohybujici se konstantni
rychlosti v obou smérech v priiméru 200-350 nm/min (Bischoff et al., 2011; Desprez et al.
2007; Guetal., 2010; Paredez et al., 2006; Persson et al., 2007). Tato rychlost podle Paredez
et al. (2006) odpovida tvorbé 300-1000 glukézovych zbytkil v fetézci za minutu. Rychlost
byla vzdy vypocitdna na zdklad€ vytvofenych kymogrami. V osemeni kolem kolumely je

podle Griffiths et al. (2015) rychlost CESA komplext niz$i nez 100 nm/min.

Pomoci metody FLIP (fluorescence loss in photobleaching) byla ur¢ena rychlost YFP-
CESA7 sekundarni bunécné stény ve vyvijejicim se xylému Arabidopsis na 7 pm/s, coz je
vice nez tisickrat rychlejsi neZ zmétené rychlosti primarnich CESA proteinti (Wightman et
al., 2009). Je vSak velmi pravdépodobné, Ze naméfené Castice pochdzi z ve skutecnosti
z vrstvy pod membranou, kde k této vysoké rychlosti miize pfispivat cytoplazmatické

proudéni.

2.9 Mutace CESA genii

Vzhledem ke znamym faktim o mutantech rswi (radial analyses swelling), je CESA1
(RSW1) povazovan za esencialni protein v CSCs. Rostliny s mutantni alelou rswi-2 (viz
Obrazek 8) jsou letalni v embryonélnim stadiu (Gillmor et al., 2002), nulovi mutanti cesal

jsou letalni ve stadiu gametofytu (Persson et al., 2007) a teplotné senzitivni mutace rswi-1/
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(viz Obrazek 8) zplsobuje pii plisobeni vyssi teploty
(29°C) zmizeni CSCs zPM (Beeckman et al., 2002;
Gillmor et al., 2002; Fujita et al., 2013). Ztrata CSCs ma
za nasledek snizeny obsah celulozy vedouci k
izotropickému rustu bunék v kotfeni i v hypokotylu a
celkové k niz8§imu rlstu celé rostliny (Williamson et al.,
2001). Arioli et al. (1998) u mutanta rswi-1 odhalili, ze
puvod mutace lezi ve zméné jediné aminokyseliny
AtCESAl a mezi prvnimi poskytl piimy dikaz
potvrzujici funkci CESA v syntéze celuldézy. V genu
CESAI byla také objevena mutace anisotropyl, u které
byla pozorovana snizena rychlost CSCs (Fujita et al.,
2013). Harris et al. (2012) identifikoval mutaci aegeus

jako néhradu AK valinu za alanin na pozici 903 na C-

konci CESAL. aegeus se vyznacuje zvysenou rezistenci

viéi inhibitoru biosyntézy celulozy quinoxyfenu, Obrdzek 8: Fenotyp Wi, rswi-1 a
rswl-2 semenacki. Wt (A and B),
rswil-1 (C and D), rswi-2 (E and F)

isoxabenu, ale aegeus nezpiisobuje rezistenci vac&i PoJ dnech pri 21°C. Méritko pro 4,
C, E=0,5mm; proB, D, F=100

isoxabenu a ani naopak ixr/ neni rezistentni VUi  wm. Prevzato z Gillmor et al., 2002.

podobné jako ixr/ mutace CESA3 zvySuje rezistenci proti

quinoxyfenu (Harris et al., 2012). cesa3™"! i cesal®ses
mutanti vykazuji znacné€ snizenou krystalinitu a zvySenou rychlost CESA komplexi

v plazmatické membran¢ oproti WT alelam CESA3 a CESAI (Harris et al., 2012).

Druhym esencidlnim enzymem v CESA komplexu je CESA3 (IXR1), jeho nulova
mutace cesa3 je letalni ve fazi gametofytu (Persson et al., 2007). Pro gen CESA3 bylo ale
nalezeno i nékolik mutantnich alel se zdaménou AK, které nezptisobuji pylovou sterilitu. ixr/-
1 a ixrl-2 (isoxaben-resistant) jsou mutantni alely CESA3 zpisobujici zvySenou rezistenci
vuci isoxabenu (herbicid inhibujici syntézu celuldézy ve vyssich rostlinach (Heim et al.,
1990) a zaroven nevykazuji trpasli¢i rist (Desprez et al., 2002; Robert et al., 2004). Oproti
tomu dal$i neletalni mutace CESA3 elil-1 a elil-2 (ectopic lignificationl) zptisobuji fenotyp
trpasli¢iho rtustu (Robert et al., 2004) a ektopické ukladani ligninu v bunkach, kde by se
normalné nevyskytoval (Cano-Delgado et al., 2000, 2003; Rogers et al. 2005). V CESA3
mutantech cevl (constitutive expression of vegetative storage proteinsl) a elil jsou

aktivovany jasmonatové a etylénové signalizacni drahy, pficemz jsou také up-regulovany
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geny pro stresovou odpoveéd’ (Cano-Delgado et al., 2003; Elis a Turner 2001; Ellis et al.,
2002; Hématy et al., 2017).

Tietim typem proteinu v CSC pro syntézu primarni bunécné stény je CESA6 nebo
zastupce ze tiidy CESA6-like proteint, coz jsou CESA2, CESAS a CESA9. Na rozdil od
CESA1 a CESA3 proteinli nulova mutace cesa6/prci-1 neni letalni a projevuje se pomérné
mirnym fenotypem, ktery je spojovan s deficitem celulozy (Fagard et al., 2000). prci-1
(procuste) mutant ma zakrslé kofeny a hypokotyl (rostouci za tmy), napadné jsou radialné
rostouci buniky a mezery mezi bunéénymi sténami (Fagard et al., 2002). Stejné jako gen
CESA3, ma CESA6 mutantni alelu zptisobujici zvySenou odolnost viici herbicidu isoxaben

ixr2-1 (Desprez et al., 2002).

Dutkaz ulohy CESA v sekunddrni bunécné sténé byl prokazan také zkoumanim
mutantl, a sice mutantl irx (irregular xylem), kteti maji defekt v sekundarni bunécné sténé
v xylémovém pletivu projevujici se v nepravidelnych xylémovych buinkach nebo jejich
zhroucenim a ve sniZzené mechanické pevnosti xylémovych vlaken. Konkrétné mé mutant
irx] (CESA8) zménu D23N, tedy kys. asparagova v pozici 13 AK fetézce se méni na
asparagin. U irx3 (CESA7) mutanta je vyménén tryptofan se stopkodonem na pozici 859 a
u mutanta irx5 (CESA4) je glutamin nahrazen stopkoddénem v pozici 263 (Taylor at al.,
1999; Taylor et al., 2000; Taylor et al., 2003). Celkovy piehled zndmych mutantnich alel pro
geny CESA vypracoval Maleki et al. (2016 — viz Tabulka 1).
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TasLE I: Arabidopsis CesA mutants and their phenotypes.

Gene name Mutant alleles Phenotype References
rswi-1 A549V Deficiency in cellulose content and number of TCs [34]
CesAl acgens AY03V Quinoxyphen resistant, modified cellulose crystallinity [44]
anyl Da04N Reduction in cellulose crystallinity and CS5C velocity [45]
ixrl-1G998D .
ixrl-2 T942 Isoxaben resistance [42]
Cesdd cevl G6I7E Constitutive expression of JA and ethylene [46]
elil-1 S30F Reduced cellulose synthesis, activating lignification and defense responses [47]
elil-2 A522V ¢ ¥ S e £ Hgmitie spanse
frx3-1
irx5-2 Wo9sstap Irregular xylem, defective cellulose biosynthesis, dwarf plants [32]
CesA4 irx5- 3 (Q263stap
T. - . i S - ¥ . . 3
exi2 Y939stop Wascular defect, cell expansm_]} defea.t,_ collapsed _x}]em. small rosette leaves, [37]
reducing the cell expansion
pre-19Y 275 STOP
prel-4/5W 777 STOP : - o o \
Cocht prel-9K 7222 STOP Stunted hypocotyl and roots; incomplete cell wall [33]
prel-1/3Q 720 STOP
ixr2-1 Rlfa4W Resistance to isoxaben and semidominant allele [43]
irx3 Wa5stop Irregular xylem and defective cellulose biosynthesis 135]
fras P357T - . : e
mrl0-1 W4dst Reduced fiber cell wall thickness and cellulose content [48]
CesA7 m - y O,P No deposition of secondary wall [38]
murl0-2 H734Y :
Vascular defect, collaps ‘[Tl TN sette leaves, fuci _
exi5 W954stap ascular defect, collapsed xylem, small rosette leaves, reducing the cell (37]
expansion
irxl-1 D6EIN ) o bircvnthpeic
il 2 S67L Irregular collapsed xylem and defective cellulose biosynthesis [36]
CesAR frat R362K Recessive allele [48]
lew2-1 W217stop Leaf wilting, disruption of cellulose synthesis in SCW, increased tolerance to [39)
lew2-2 L792F drought and osmotic stress
exil-1 splicing variant Vascular defect, cell expansion defect, collapsed xylem defect, small rosette [37]
i

exil-2 GSOBE leaves

Tabulka 1: Tabulka znamych mutaci CESA genut a jejich fenotypy (prevzato z Maleki et al., 2016).

2.10 CSC a mikrotubuly

Udaje o asociaci kortikalnich mikrotubuld s mikrofibrilami primarni bunééné stény
jsou znamé a dokumentovany jiz velmi dlouho (Hepler a Newcomb, 1964; Mueller a Brown,

1980; Quader et al., 1987; Baskin, 2001; Gardiner et al., 2003).

Green (1962) ptedstavil hypotézu v soucasnosti znamou jako hypotéza souhlasné
pozice mikrotubulu a mikrofibrily (microtubule-microfibril alignment hypothesis), ktera
vysvétluje, ze kortikalni mikrotubuly svym umisténim pod PM kontroluji uspofadani a smér
nové uklddanych celuléznich mikrofibril na povrchu PM, aSkoliv samotné kortikalni
mikrotubuly byly objeveny az pozdé&ji. Tato hypotéza byla posuzovana u mnoha zelenych
tas (Closterium acerosum, Qocystis solitaria, Nitella axillaris) 1 Embryophyt (Coleus
blumei, oves, Arabidopsis, kukufice, bavinik) (Seagull, 1991; Baskin, 2001). Paredez et al.
(2006) predstavil praci, ve které zkoumal lokalizaci mikrotubuld vici celul6zasyntazam
primarni bunécné stény v Zivych rostlinach exprimujicich fluorescen¢né oznacené proteiny
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CFP-TUA1 a YFP-CESA6. YFP-CESAG6 castice byly lokalizovany na PM, pfi¢emz jejich
pohyb po linedrnich trajektoriich byl shodny s mikrotubuly pod PM. Zmény v orientaci
mikrotubull zplisobené excitaci modrym svétlem zptisobily i zménu v trase YFP-CESA6
proteind. Paredez et al. (2006) také dokazal, ze CSCs se pohybuji i za konce mikrotubulii
nebo po jejich zniceni, coz pfispiva k myslence, Ze samotny zdroj pohybové sily CSCs je na
mikrotubulech nezavisly a mikrotubuly samotné nemusi byt vzdy urcujici pro smér pohybu

CSCs. Kompletni depolymerace mikrotubulii vlivem oryzalinu zpusobila stejnomérnou

distribuci CSCs na membran¢ (Crowell et al., 2009; Li et al. 2012).

Gardiner et al. (2003) ve své studii ukazali lokalizaci vSech tfi celulézasyntaz
sekundérni bunécné stény - AtCESA4 (IRXS5), AtCESA7 (IRX3), and AtCESA8 (IRX1).
Proteiny CESA oznac¢ené GFP byly pozorovany v tlustych pruzich shodujici se s pruhy
kortikalnich mikrotubulii oznacujicich mista pro uklddani sekundarni bunécéné stény ve
vyvijejicim se star§im xylému Arabidopsis. Wightman a Turner (2008) testovali plisobenim
oryzalinu na propojeni mikrotubuli a CSCs sekundarni buné¢né stény. Po plisobeni 45 min
CFP znacené mikrotubularni svazky zmizely spole¢né s transverzalnimi pruhy proteind
CESA7 znaCenych YFP, coz naznaCuje, ze oproti primarni bunééné sténé, pro tvorbu
sekundarni bunécné stény mohou byt mikrotubuly nepostradatelné (Gardiner et al., 2003;

Wightman a Turner, 2008).

K vysvétleni hypotézy o souhlasné pozici mikrotubulu a mikrofibrily byly vytvofeny
dva modely. Heath v roce 1974 piedloZil teorii o existenci pfimého propojeni mezi CESA
komplexy a mikrotubuly. Druhy model byl zaloZzen se na mySlence mikrotubult
ovlivilovanych zménami fluidity PM, ¢imZ by se omezoval pohyb CSCs (Herth, 1980).
V tomto piipad€ by nebylo potieba Zadné ptimé interakce CESA komplext a mikrotubuld.
Ackoliv nebyl pfedloZzen Zadny piesvédCivy dikaz, druhy nepfimy model se stal vice
populérnim a bézné byl uvadén v ucebnicich (Alberts et al. 1994). Stale se vSak patralo po
proteinech interagujicich s CESA, které mohou CSCs vazat k cytoskeletu. Jednim z fady
takto identifikovanych proteinii je CSI1 (CESA interactive protein 1), ktery je ozna¢ovan
také jako POM2. csil nulovi mutanti vykazuji defektni bunécnou expanzi v hypokotylech a
kofenech, s tim souvisejici ubytek obsahu krystalické celuldézy, a dokonce je negativné

ovlivnéna pohyblivost CESA komplexu (Gu a Somerville, 2010; Gu et al. 2010).

Na zéklad¢ nasledujicich dikazi pfedlozenych Gu et al. (2010), Bringmann et al.
(2012) a Li et al. (2012) byla uznana teorie pfimého spojeni CSCs s mikrotubuly ptes CSI1

protein. CSI1-RFP proteiny lokalizovaly na PM jako zfetelné ¢astice pohybujici se v obou
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smérech a s podobnou rychlosti jako GFP-CESA3. Zaroven se shodovala linearni trajektorie
CSI1-RFP s mikrotubuly pod PM oznacené YFP-TUAS. Pti odstranéni CSI1 byla poskozena
distribuce 1 pohyblivost CESA komplexiti a naruSilo se shodné uspotradani CSCs a
mikrotubuld. Li et al. (2012) podpotfili tvrzeni o funkci CSI1 jako propojovaciho proteinu
mikrotubuli a CSCs pomoci demonstrace interakce CSI1 a mikrotubull in vitro, kde CSI1,
stejné jako konvencni proteiny vazici se na mikrotubuly, kosedimentoval
s polymerizovanym tubulinem. Krom¢ toho Li et al. (2012) také ukazali, ze csi/ mutanti

ztratili schopnost orientovat pohyb CSCs podle kortikalnich mikrotubuld.

CSI1 nesdili sekvencni homologii se znamymi strukturdlnimi MAPs (microtubule-
associated proteins), ale obsahuje n€kolik tandemovych kopii ARM (Armadillo) opakovani,
pfi¢emz jsou znamy proteiny s ARM opakovanim ovliviiuyjici cytoskelet (Li et al., 2012b).
Vzhledem k tomu, ze CSI1 se na mikrotubuly vaze i in vivo, 1ze v dobré vife CSI1 povazovat
za jeden z MAP. CSI1 byl navic nalezen u vSech cévnatych rostlin, ale zda CSI1 predstavuje
konzervovany mechanismus pro shodné uspotadani mikrofibril s mikrotubuly, je potieba

jesté prokazat.

Deleci C2 domény CSI1 obsahujici motiv armadillo doslo k nespravné lokalizaci
proteinu do cytosolu, Bringmann et al. (2012) tedy usoudili, ze pravé C2 doména dovoluje
CSI1 interakci s CSC a zajiStuje jeho lokalizaci. Bylo ukdzano, Ze CSI1 kooperaci
s komplexem exocyst a rostlinné specifickym proteinem PATROL1 napomaha de novo CSC
sekreci (Speicher et al., 2018). V tomto roce bylo také naznafeno, ze CSII skrze jeho

interakce s mikrotubuly zfejmé oznacuje misto pro vacky obsahujici CSC (Zhu et al., 2018).

Mutantni c¢si/ rostliny jsou Zivotaschopné i pfes defekt v bunécném rlstu. U
Arabidopsis byly objeveny dva CSI1-like proteiny - CSI2 a CSI3. Bringmann et al. (2012)
ukazal, ze 1 trojity mutant csilcsi2csi3 je stale Zivotaschopny, ale defekt je znateln€ vétsi nez
u csil. Vzhledem k viabilité trojitétho mutanta bylo usouzeno, ze pravdépodobné existuji 1

dalsi proteiny, které zajist'uji spojeni mikrotubulii s CSCs.

Nedavno objevené rostlinné specifické proteiny CC1-4 (Companion of Cellulose
Synhtase 1-4) dokéazi pfimo interagovat C-terminalni casti s CESA proteiny a N-terminalni
¢ast s mikrotubuly (Endler et al., 2015). CC1-4 podle Endler et al. (2015) slouzi v CESA
komplexu jako ochrana proti plisobeni abiotického stresu tim, ze pfispiva k obnoveni
mikrotubuld po piisobeni stresoru. Dal$imi pomérné nove objevenymi proteiny jsou CUM1 -

3 (Cellulose synthase-Microtubule Uncoupling 1-3). Kortikdlnim mikrotubulim spojenych
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s CSCs zifejm¢ CUMI-3 brani vychyleni ze spravného umisténi vlivem pohybu CESA
komplext proteiny (Liu et al., 2016).

2.11 CSC a aktin

V soucasnosti je jiz znamo, ze pro spravnou distribuci, organizaci a dynamiku CSCs
je zapotiebi nejen cytoskeletu mikrotubularniho, ale dilezity je 1 aktinovy cytoskelet
(Sampathkumar et al., 2013; Wightman a Turner, 2008). Crowell et al. (2009) a Gutierrez et
al. (2009) prokazali, ze v pokozkovych buitkach hypokotyll Arabidopsis, které rostly ve
tmé, je aktin vyzadovan k pohybu a celkové distribuci Golgi vacku s lokalizovanymi CESA
komplexy. Mikrotubuly v tomto typu bun€k oznacuji misto pro doruceni CSC primarni
bunécné stény k plazmatické membrane. Chemicky i geneticky zasah zptisobujici rozruseni
organizace aktinu inhiboval pohyb SmaCC/MASC v cytosolu a celkové byl snizen pocet
exocytujicich vacktl, coz vedlo k deficienci celulézy (Breuer et al., 2017; Gutierrez et al.,

2009; Sampathkumar et al., 2013).

Oproti tomu Wightman a Turner (2008) tvrdi, Ze v xylémovych cévach k oznaceni
mist pro samotné doruc¢eni CSC nejsou nezbytné mikrotubuly, ale aktin. Vypracovali studii
o vlivu aktinovych vldken na intracelularnich pfesunech CSCs sekundarni bunécné stény,
které podle nich oznacuji mista doruceni CSC na plazmatickou membranu. V xylémovych
cévach jsou transverzalni svazky aktinu blizko k mistim tvorby sekundarni bunécné stény.
Jejich tvrzeni podporuje experiment s oryzalinem zpiisobujici depolymeraci mikrotubuld,
ale 1 pfes to nebylo zabranéno v zastavovani kompartmentii s CSC na mistech tvorby
bunécné stény. V souladu s jejich tvrzenim je také pokus s latrunkulinem B na rozruseni

aktinu, coZ zpusobilo ztratu pruhti CSC.

Seagull jiz v roce 1990 publikoval préci, ve které popisuje reorientaci aktinovych
mikrofilament na vldknech baviniku z axialniho vzoru na spirdlovity v zavislosti na depozici
sekundarni bunécné stény. Rozruseni aktinového cytoskeletu cytochalasiny v trachealnich
elementech bavlniku a Zinnia vyustilo ve ztratu organizovanosti celuléznich mikrofibril

(Seagull et al., 1990).

Wasteneys a Collings (2004) popsali reorientaci mikrotubula pfi rozruseni aktinovych
mikrofilament v rostlinnych buiikach, coz vedlo k myslence, ze aktinovy cytoskelet miize
ovlivilovat bunéény rist skrz interakce mezi aktinovymi mikrofilamenty a mikrotubuly.
Pomoci farmakologickych latek bylo demonstrovano vzajemné ovliviiovani mezi aktinem a

mikrotubuly pfi jejich stabilizaci nebo rozruseni (Collings, 2008). Pomérné nedavno byly
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tyto studie o vzajemné dynamice aktinovych mikrofilament a mikrotubuld potvrzeny
v interfazi rostlinné bunky pomoci dudln¢ znacené linie pro F-aktin a mikrotubuly

(Sampathkumar et al., 2011, 2013).

V Zivocisnych bunikach jsou znamy proteiny, které se podili na interakcich mezi
aktinem a mikrotubuly (MAP1 a 2, ERM proteiny, coronin, dynein). Rostlinné bunky vSak
svlyj protéjsek téchto savcCich proteint postradaji. Havelkova et al. (2015) piedlozili dikkazy
o schopnosti podjednotky ARP2/3 komplexu ARPC2 vazat se, jak na mikrotubuly, tak i AF.
Schopnost ARPC2 vézat MT tak muze predstavovat novy molekularni mechanismus pro
interakce mikrotubull s mikrofilamenty. DalSimi potencialnimi kandidaty jsou PLD, LIM a

proteiny piibuzné dynaminu (Collings, 2008; PetraSek a Schwarzerova 2009).

2.12 Draha CSC v rostlinné bunce

Prepoklada se, ze rozeta terminalniho komplexu je sestavovana v Golgiho aparatu
(GA) nebo v endoplazmatickém retikulu (ER), a poté je transportovana jiz v aktivni formeé
na plazmatickou membranu (Doblin et al., 2002; McFarlane et al., 2014; Neumann et al.,
2003 — viz Obrazek 9). V nedavno publikované studii byla v Golgi odhalena interakce
proteini CESAs se STL (STELLO) proteiny (Zhang et al., 2016). NaruSeni funkce STL
vedlo k redistribuci CESA z periferniho do centralniho Golgi a také k redukci v produkci
celulozy (Zhang et al., 2016). V mutantovi s#/ bylo do komplexti zalenéno méné¢ CESA
podjednotek, coz naznacuje jeho funkci ve sklddani CESA v Golgi (tamtéz). Na
plazmatickou membranu slozené rozety pokracuji ziejme ve vaccich trans-Golgiho aparatu
a ve vaccich oznacenych jako MASCs (Microtubule Associated Cellulose Synthase
Compartments)/ SmaCCs (Small CESA Compartments) (Crowell et al., 2009; Gutierrez et
al., 2009)
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Obrazek 9: Schema mozného pohybu CSCs na plazmatickou membranu a zpét dle McFarlane et al., 2014.
CESA jsou sestaveny do rozety CSC v endoplazmatickém retikulu nebo v Golgiho apardtu. Po priichodu skrz
Golgiho aparat a trans-Golgiho aparatem jsou CSCs dopraveny na membranu — pravdépodobné pomoct
SmaCCs/MASCs. CSCs mohou byt internalizovany pomocit klathrinovych vackii nebo znovu SmaCCs/MASCs.
CSC mohou byt recyklovany a znovu byt zaslany na membrdnu nebo jsou transportovany pro degradaci
(McFarlane et al., 2014).

V rostlinné buiice byly nalezeny celkem tii rtizné lokalizované populace CESA.
Castice na plazmatické membrang jsou pokladany za souéast funkénich CESA komplexi
konvertujici molekuly glukozy v celuléozni mikrofibrily. Dalsi jsou zplostélé vacky, které
zfejmé piedstavuji periferni Golgi (Wightman a Turner, 2010). Posledni nalezené utvary
s lokalizaci CESA byly oznaceny jako SmaCCS anebo MASCs. a v soucasnosti je na né
pomysleno jako na kompartmenty, které pti syntéze primarni bunécné stény prendsi CSCs
z Golgi k membrang a zfejmé hraji roli i v endocytdze (Crowell et al., 2009; Gutierrez et al.,
2009; Kumar a Turner, 2015). Bylo také zjisténo, ze SmaCCs/MASCs se hromadi v kortexu
buniky pfi osmotickém stresu, pfi inhibici syntézy proteinli anebo pii inhibici syntézy

celulozy (Crowell et al., 2009; Gutierrez et al., 2009; Kumar a Turner, 2015).

Zatim neni zcela jasné, zda SmaCCs/MASCs predstavuji mechanismus pro

internalizaci/recyklaci nebo pro doruceni na membranu, nebo oboji. Plsobenim
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osmotického stresu nebo inhibici syntézy celuldzy v§ak doslo k prodlouZzeni interakci téchto
kompartmenta s mikrotubuly, pfi¢emz tato interakce je zfejmé dilezita pro doruceni CSCs

na plazmatickou membranu (Bashline et al., 2011).

Studovéna byla v tomto ohledu také endocytdza zavisla na klathrinu (CME clathrin-
mediated endocytosis). Jeji pferuseni mize ziejme ovliviiovat slozeni bunécnych stén. Zatim
pouze nepiimé dikazy naznacuji, ze cesta endocytozy zavislé na klathrinu mize zajistovat
internalizaci a recyklaci CSC soucasti. Konopka a Bednarek (2008) zjistili, ze v endocytdze
ma roli dynamin-like protein AtDRPIA. Mutace v DRP1A u mutantd rsw9 (radially
swelling 9) zpusobila deficit v obsahu celuldzy a také defekty v bunééném riistu (Collings et
al., 2008). Obdobné tomu je 1 u mutanta bc3 (brittle culm3) genu OsDRP2B, ktery stejné

jako u Arabidopsis ma v ryzi dilezZitou roli v endocytdze (Xiong et al., 2008).

CME vyuzivad adaptorovy proteinovy komplex 2 (AP2) pro nalozeni nékladu
z plazmatické membrany (Chen et al., 2011). V roce 2010 identifikovali Gu et al. (2010)
protein jménem p2 jako protein interagujici s AtCESA6. Protein pu2 (znam také jako AP2M)
je podjednotka komplexu AP2 v Arabidopsis (Li et al., 2012a; Bashline et al., 2013;
Yamaoka et al., 2013). Mutantni rostliny postradajici pn2 jsou fenotypové podobné
primarnim CESA mutantim Arabidopsis (Bashline et al., 2013). Krom¢ defektli expanze
bunécné stény u2 mutanty maji také sniZzenou internalizaci FM4-64 markeru pro endocytozu.
u2 protein byl lokalizovan na plazmatické membrané, kde ovliviiuje hustotu YFP-AtCESA6
castic, ale rychlost pohybu CSCs na membrané a rychlost doru¢ovani CSCs na plazmatickou

membranu zménény nebyly (Bashline et al., 2013).

2.13 Regulace syntézy celulozy

Syntéza celulozy je regulovdna mnoha faktory, mimo jiné hormony, svétlem,
mechanickymi stimuly, dostupnymi Zivinami a interakci s cytoskeletem. Jmenovane faktory
mohou ovliviiovat ukladani celulézy skrze ovlivnéni obsahu substratu pro syntézu, skrze
aktivitu CSCs anebo mnoZzstvim CSCs na plazmatické membrané. Bringmann et al. (2012)
navrhli moznost regulace CSC aktivity také skrze CSI1 protein, nebot’ se vaze na

katalytickou doménu CESA.
2.13.1 SUSY

Omadjela et al. (2013) popsali, ze neni vyzadovan zaddny primer pro iniciaci tvorby

glukanového fetézce a neni potfeba ani doddvat zaddny jiny typ energie pro sestaveni
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jednotlivych fetézci do vyssi struktury, nebot’ polymerace UDP-glukdzy poskytuje dostatek

energie pro celulozni fetézec rostouci skrz membranovy por.

V roce 1995 byla u baviniku poprvé popséna asociace sacharézasyntazy (P-SUSY) s
CSCs na plazmatické membrané (Amor et al., 1995). V soucasnosti se piedpoklada, ze UDP-
glukéza pro CSCs je produkovana pravé sacharézasyntazami (SUSY) rozlozenim sachardzy
na UDP-G a fruktozu. SUSY proteiny jsou v Arabidopsis kdbdovany malou rodinou Sesti
gentit SUS1-6. Experiment inhibice funkce SUSY vlivem RNA1 v mrkvi a bramboru tuto
myslenku podporuje, nebot’ suprese vedla k redukci tvorby celulézy (Tang a Sturm, 1999;
Haigler et al., 2001). Existuje také popularni teorie o ptimé asociaci CSCs se SUSY, diky
niz je UDP-glukdza pfimo vedena do celulozasyntazového komplexu (Amor et al., 1995;

Haigler et al. 2001).

Barratt et al. (2009) vyuzil geneticky pfistup pro zjisténi role SUSY v syntéze
celulozy. Ctyfnasobny mutant sus1/sus2/sus3/sus4 vykazoval obvyklé bunééné stény i obsah
celulozy, ptficemz tito mutanti postradaji SUS aktivitu ve vSech typech bun¢k kromé floému.
U dvojitého mutanta sus5/sus6 postradajiciho SUS specificky ve floému bylo zjiSténo
defektni ukladani kal6zy v sitkovych polickéch, ale na aktivitu celulozasyntdz vliv prokazan
nebyl (Barratt et al., 2009). Mutace dvou cytosolickych invertaz oproti tomu méla na rast
rostliny velmi vyrazny vliv. Toto zjisténi zpochybnilo lohu SUSY v syntéze celuldzy, ale
dodatecna ptesnéjsi analyza odhalila aktivitu SUS u mutant sus //sus2/sus3/sus4 1 sus5/sus6
v listech 1 ve stoncich, zfejmé jesté na vyhovujici irovni pro zajisténi dostatecného mnozstvi
celulozy (Baroja-Fernandez et al.,, 2012 a, b). Pokud SUSY neni hlavnim enzymem
dodavajici substrat celulozasyntazdm, je velmi pravdépodobné, Ze dodava UDP-glukézu
alespoii za urcitych okolnosti. Dikazem muze byt i studie overexprese SUSY v topolu, kde
byly zjistény silngjsi sekundarni bunééné stény nasledkem zvySeného ukladani celulozy

(Andersson-Gunneras et al., 2006; Coleman et al., 2009).
2.13.2 Fosforylace

Somerville (2006) navrhl, Ze v regulaci aktivity CESA by mohla mit roli fosforylace.
V proteomickém prizkumu fosfoproteinli plazmatické membrany Nuhse et al. (2004) zjistili
fosforylaci AtCESA1, AtCESA3 a AtCESAS na mnoha mistech seskupenych ve dvou
variabilnich oblastech — VR1 a VR2. Pozdé&ji byla potvrzena fosforylovand mista v doméné

VRI1 také u sekundarnich CESA4 a CESA7 (Taylor, 2007).
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Chen et al. (2010) nedavno studovali v§echny potencidlni mista fosforylace AtCESA1
vytvarenim mutaci ve VR1 a VR2 doméné. Fosforylace nékterych mist (T166, S686 a S688)
vedla ke zvySeni CESA aktivity. Naopak fosforylace (S162, T165 a S167) aktivitu CESA
zfejmée snizily. Vliv fosforylace vybranych mist byl posuzovan na zakladé délky hypokotyla
a kotenti Arabidopsis. Vytvotené linie (S162E, T165E, T166A, S167E, S686A a S688A)
navic vykazovaly nesymetrickou rychlost CSCs pohybujicich se v proti sob&/ od sebe
jdoucich smérech - v porovnani s WT, kde je rychlost CSCs v obou smérech podobna. Pti
aplikaci oryzalinu rozrusujiciho mikrotubuly byl obnoven symetricky pohyb CSCs v linii
T165A a S167A, coz naznaCuje na interakci mezi CSCs a mikrotubuly zavislou na
fosforylaci (Chen et al., 2010). Fosforylace byla testovana také u proteinu CESAS, ktery je
redundantni s CESA6. CESAS, ale nedokdZe plné& komplentovat mutaci cesa6”!"!.
Fosforyla¢ni mista na Ser122, Ser126, Ser229 a Ser230 byla substituovéana glutaminem, coz
vyustilo v konstrukt plné komplementujici riistovy defekt cesa6”!"! i snizenou rychlost

CSC (Bischoff et al., 2011).

2.14 Proteiny asociované s CSC

2.14.1 KOR1 (KORRIGANT1) protein

KORI je B-1,4-endoglukanaza, kterd se vaZe na plazmatickou membranu, kolokalizuje
s CSCs a ptimo interaguje s CESA proteiny (Lane et al., 2001; Sato et al., 2001; Vain, et al.,
2014). korl mutanti jsou fenotypoveé obdobni jako jini mutanti drahy biosyntézy celulozy,
vykazuji izodiametricky rust epidermalnich bungk, deficit celuldozy v primarni i sekundarni
stén¢ a také redukovanou elongaci kofene (Mansoori et al., 2014; Nicol et al., 1998; Lane et
al., 2001; Lei et al., 2014; Sato et al., 2001; Vain, et al., 2014). Navic ma korl snizenou
pohyblivost CSCs, coz naznacuje, Ze aktivita KOR1 stimuluje tvorbu celulozy (Paredez et
al., 2008; Vain, et al., 2014). Funkci KOR je zfejm¢ Uprava a kontrola pfemény glukanového
fetézce, uvolnéni novych celuléznich mikrofibril a pfi odstranéni defektnich glukanovych
fetézcu pii sestavovani mikrofibrily (Mglhgj et al., 2002; Nicol et al., 1998; Szyjanowicz et
al., 2004; Takahashi et al., 2009).

2.14.2 COBRA a COBRA-like proteiny

COBRA je GPI-zakotvenym proteinem na extracelularni strané¢ plazmatické
membrany (Roudier et al., 2005). V roce 1993 byla u mutanta cob prokdzana jeho nezbytnost
pro spravnou orientaci bunécného ristu (Benfey et al., 1993). Mutace v COB se projevuje

kratkymi a nabobtnalymi koteny. U cobra mutanta byla identifikovana nepravidelna
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elongace kotenovych bunék a vykazuje také redukci obsahu celulézy (Benfey et al., 1993;
Schindelman et al., 2001). Protein COBRA byl asociovan i s uklddanim celul6znich
mikrofibril v kofenovych pletivech (Schindelman et al., 2001; Roudier et al., 2005).

Clenové genové rodiny COBRA-like: COBL2, COBL6, COBL9, COBL10, a COBLII
jsou potieba pro orientované ukladani celuldézy v primarni bunécné sténé¢ béhem vyvoje
semene, kofenovych vlaski a pylové lacky (Ben-Tov et al., 2015; Li et al., 2013). COBL4
ma ulohu béhem formace vaskularniho systému xylémovych bun¢k (Ben-Tov et al., 2015).
COBRA-like BRITTLE CULMI1 (Oryza sativa) hraje roli ve skladani celuléznich svazka
skrz interakce s celuloznimi mikrofibrilami (Ben-Tov et al., 2015; Liu et al., 2013). Mutace
v COBL9 ovliviuji architekturu kotfene a vedou v kofenu k fenotypu nabobtnalych bun&k

s kratkymi kofenovymi vlasky (Jones et al., 2009).
2.14.3 TED6 a 7

Po indukci tvorby xylému v bunééné kultuie Zinnia elegans byla zjisténa exprese genti
TEDG6 a TED7 (tracheary element differentitation-related) podobnych sekundarnim CESA
gentim. Endo et al. (2009) prokazal interakci mezi TED6 a CESA7. Snizeni exprese TED7,
vlivem RNAi umlcovani, vedlo v bunééné kulture k odkladu diferenciace na xylémové
elementy (Endo et al., 2009). Ptesna uloha v syntéze celulézy bunétné stény zatim neni
Znama.

2.14.4 CTL1/POM1

CTL1 (Chitinase-like protein 1) byl objeven jako mutace poml zplsobujici
abnormalni bunécny rust v kotfenech (Hauser et al., 1995). Ackoliv jméno proteinu odkazuje
na spojitost s chitindzou na zéklad¢ jejich podobnych sekvenci, nebyla aktivita chitindzy
detekovana a rostliny obvykle chitin ani neprodukuji (Hermans et al., 2010; Zhong et al.,
2002). Reed et al., (1998) a Mouille et al. (2003) ukézali, ze mutace v CTL1/POM1 vedou
ke zmenSenému ristu etiolovanych hypokotyli a k bobtnani kotfene. Mutanti trpéli velkym
ubytkem v obsahu celulézy a bunécéné stény byly nekompletni (Mouille et al., 2003; Zhong
et al., 2002).

2.14.5 KOBITO (KOB1)

KOBITOLI je rostlinné-specificky protein esencialni pro tvorbu celuldzy (Pagant et al.,
2002). Mutace KOBI zptsobuji velmi zavazné fenotypové projevy vcetné trpasli¢iho

vzrustu rostlin, sterility a obsahuji aZ o 33 % mén¢ krystalické celulozy (Lertpiriyapong and
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Sung, 2003; Pagant et al., 2002). Lokalizovan byl KOB1 na plazmatické membrang,
v bunécné sté€né i uvniti cytoplazmy (Brocard-Gifford et al., 2004; Lertpiriyapong and Sung,
2003; Pagant et al., 2002). Specifické funkce KOB1 zlstavaji neodhaleny, ale je znamo, Ze
ziejmé hraje roli i v ABA signalizaci (Brocard-Gifford et al., 2004).

........

Cortical microtubules
5 CESA1
gﬁﬁ & CESA3
@ CESA6-like

Obrazek 10: Soucasny model CSC a asociovanych proteinii (Speicher et al., 2018).CSC je tvoren rozetou
hexagondalniho tvaru s 18 celulozasyntdzami rozdélenymi v rozeté v podjednotkach po trech. Asociované
proteiny s CSC jsou CSII (cellulose synthase interactive protein 1), CC1/2 (companionof cellulose synthase
1/2), KORI (KORRIGANI1) a COBRA (Speicher et al., 2018).
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3 Material a metody

3.1 Rostlinny material

Pro praci byly vyuzity rostliny Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., ekotyp Columbia. K
analyze pohybu CESAs in vivo na plazmatické membrané byla pouzita linie YFP-CESA67"<!-
I ve které je ztratova nulovd mutace prcl-1 (procuste 1/ cellulose synthase 6)
komplementovana proteinem YFP-CESAG6 (cellulose synthase a catalytic subunit 6) ve fuzi
se zlutym fluorescencnim proteinem (viz Obrazek 11). Gen CESA6 kéduje jednu z
podjednotek komplexu celulozasyntaz. Linie YFP-CESA6P/"! tvotici fluorescenéné
oznacené¢ CESAG6 proteiny v mutantnim pozadi prcl-1 pochdzi z laboratofe Chrise
Sommervilla (viz Paredez et al., 2006). Tato komplementovana linie YFP-CESA6"! byla

v praci pouzita jako kontrolni varianta a jako parentalni rostlina pro kiiZeni dalSiho

rostlinného materialu.

Obrazek 11: Osmidenni semenacky Arabidopsis thaliana. Nahore viditelné nabobtnalé buriky korenového
systemu (oznaceno Sipkami) mutanta prcl-1. Dole koren rostliny bez projevu prcl mutace (zachraneno YFP-
CESAG6). Pozorovano na Olympus ProvisAX70, kamera Nikon DS-FII, priichozi svétlo. Méritko = 100 um.

Rostliny YFP-CESA6“/"! byly kiiZeny s rostlinami s nulovou ztritovou mutaci jedné
z podjednotek ARP2/3 proteinového komplexu, a to jednotlivé s arp2 a arpc5 (Sahi, Cifrova
et al, 2017). T-DNA inzer¢ni linie arp2 (SALK 077920.56.00) a arpcs
(SALK 123936.41.55) pochazi z The Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC). Z F1
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generace potomstva YFP-CESA6”“!"! X arp2 a YFP-CESA6”“! X arpc5 byly dale
selektovany a znovu kiizeny linie tak, aby byly ve vSech pozorovanych znacich homozygotni
(prcl, arp2 ¢i arpc5 1 YFP-CESAG6). Regenerovani protoplasti byla kvantifikovana u

protoplasti z WT rostlin a mutantni linie arpc5 bez fluorescenéniho znaceni.

3.2 Kultiva¢ni podminky

Pro vSechna méfeni byly rostliny péstovany ve sterilnich in vitro podminkach. Ex vitro
na raSelinovych jiffech (Jiffy Products International) byly péstovany rostliny jako kiizici
materidl nebo pro namnozeni rostlin. Neékteré rostliny byly nejdiive péstovany in vitro a po

selekcei ptislusnych znaki byly ptevedeny do ex vitro podminek.

U in vitro péstovaného materidlu byla semena dezinfikovana v 1,5 ml
mikrozkumavkach Eppendorf 1 minutu 70% etanolem a nasledné ptipravkem SAVOs 50%
koncentraci po dobu 10 minut. Semena byla proplachnuta 3-4 krat destilovanou vodou a
v posledni proplachovaci vodé¢ byla ulozena do lednice, kde byla semena ve 4°C
stratifikovana jeden aZ dva dny. Stratifikovand semena byla vyseta ve sterilnim prostiedi
flowboxu pomoci pipety na hranaté plastové Petriho misky (12 x 12 cm) s minimalnim MS
médiem (slozeni viz 3.7.1) a celd miska byla uzaviena parafilmem. V piipadé méteni
rychlosti ¢astic celul6zasyntdz na membrané byly Petriho misky jesté obaleny alobalem, aby
neprochdzelo svétlo a byly ziskany etiolované rostliny. Pro snimani rychlosti CESA6 byly
pouzity tfidenni etiolované semendcky. Pro regeneraci protoplasti byl pouzit in vitro
rostlinny material stary deset dni az 2 tydny. Petriho misky byly vzdy postaveny vertikalné
ve sklonu maximalné do 10°. Teplota v kultiva¢nich mistnostech byla nastavena na 25°C pii

16/8 h fotoperiode.

Rostliny péstované ex vitro byly vysety na vlhké raSelinové jiffy a umistény do
arasystému (plastovy set pro péstovani Arabidopsis thaliana, vyrobce Betatech). Rostliny

byly zalévany vodou z vodovodu, jen prvni zélivka byla podpoiena hnojivem Kristalon (1

g/11).

3.3 Kir¥izeni a selekce mutantnich rostlin

Po zkiizeni YFP-CESA6”“! rostlin s arp mutanty byly ziskdny v prvni generaci
potomstva heterozygoti ve vSech znacich. Mutace prcl, arp2 i arpc5 jsou recesivné
homozygotni, tzn., ze se fenotypove projevi pouze, pokud mé gen alely recesivni ob€. V Fy

heterozygotni generaci se tedy fenotyp prcl ani arp mutaci neobjevil. Oproti tomu genu
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YFP-CESA6, exprimovanému pod konstitutivnim promotorem 35S, k fenotypovému
projevu postacuje i heterozygotni stav alel. Tudiz vSechny rostliny Fi generace vykazovaly
wild type fenotyp, ale byly oznaceny markerem YFP-CESA pozorovanym jako zlutozelena
fluorescence (viz Chyba! Nenalezen zdroj odkazii.) v kofincich in vitro péstovanych
emenackill, predevsim v kotfenovych Spickach a v cévnich svazcich. Velmi casto byla na
piekéazku autofluorescence bun¢k, ale kotinky bez YFP byly pod excita¢nim svétlem misty

nepozorovatelné (predevSim koienové Spicky) a vyzaiené svétlo mélo podstatné nizsi

Obrazek 12: Vievo (A) korenovy spicka rostliny exprimujici YFP-CESA. Vpravo (B) starsi oblast korinkii jinych
rostlin pro srovnani. Nahore rostlina bez alel YFP-CESA — projevuji se nabobtnalé epidermalni bunky (oznaceno
Sipkami) vlivem nulové mutace genu CESA6, zachycenda zdre je pouze autofluorescence. Dole (B) korinek rostliny
zachranené YFP-CESA s jasné zarici fluorescenci YFP — predevsim v cévnich svazcich a v korenovych Spickach.

Pozorovdano na Olympus ProvisAX70, kamera Nikon DS-FII, fluorescence. Méritko pro A i B = 100 um.

jasnost.

Ve druhé generaci Fa jiz dochazelo ke §tépeni fenotypti (viz Tabulka 2). Cast populace
byla shodna s F; generaci, ale mohla mit gen YFP-CESA6 v heterozygotni (+/-) nebo
v dominantné homozygotni form¢ (-/-). Kromé toho vznikly i rostliny, které alely genu YFP-
CESA6 nenesly vlibec (+/+), ale zaroven nebyly recesivné homozygotni v prcl. Tyto
rostliny se nijak neliSily od wild type rostlin a pod ozafenim fluorescenéniho mikroskopu

vyzafovaly pouze slabou autofluorescenci.

V F> generaci se vyskytly i rostliny s nekompletovanou ztratovou mutaci prel (-/-)
nebot’ nezdédily zadnou alelu pro gen YFP-CESA6 (+/+), ktera by mutantni fenotyp
zachranila. Ve stejné generaci také zaroven dochazelo k fenotypovému Sté€peni ve znaku
deformovanych trichomt — ¢ast F» populace méla recesivné homozygotni stav alel (arp -/-)
s fenotypovym projevem mutace a zbytek nemusel mit mutantni alelu zddnou (+/+) nebo

pouze jednu (+/-) a fenotyp arp mutace se v takovém piipadé€ neprojevil.
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zhlediska | Varianta | Varianta alel YFP{ Stav alel popsany

CESA6 slovné Fenotyp z hlediska prc1 mutace Dalsi postup

Bez fenotypu prel
YFP-CESAG6 +/+| mutace. Bez YFP-
CESA6.

WT fenotyp bez YFP fluorescence, F3
by byla identické bez Stépeni.

WT fenotyp, F3 generace by stale byla
bez mutantnich alel ARP, ale
vyskytovala by se ¢ast potomstva s prcl
mutaci.

Bez fenotypu prel
YFP-CESAG6 +/+| mutace. Bez YFP-
CESAS6.

Bez fenotypu prel
prcl +/+ | YFP-CESAG -/- mutace. YFP-
CESAG ano.

WT fenotyp s YFP fluorescenci, F3 by
byla identicka bez §tépeni.

WT fenotyp s YFP fluorescenci, F3 by
Stépila ve znaku PRC1, ale fenotypové
by se nijak neprojevilo nebot’ mutaci
YFP-CESAG6 vzdy zachrani.

Bez fenotypu prel
YFP-CESAG6 -/- mutace. YFP-
CESAG6 ano.

Fenotyp jako WT s YFP fluorescenci,
F3 by stépila potomstvo na WT-like bez|
fluorescence a potomstvo s CESA-
YFP6.

Bez fenotypu prel
YFP-CESAG6 +/- mutace. YFP-
CESAG ano.

Fenotyp jako WT s YFP fluorescenci.
V F3 by se vyskytovaly vSechny
kombinace znakti mimo mutaci ARP
komplexu.

Bez fenotypu prel
YFP-CESAG +/- mutace. YFP-
CESAG6 ano.

Tabulka 2: Schéma vybéru vhodného potomstva pro dalsi kifiZzeni z F2 generace z kiizeni YFP-CESA6P®!!
rostlin s rostlinami s mutantni podjednotkou ARP2/3 komplexu. Potomstvo, které nema obé alely genu pro
podjednotku ARP2/3 komplexu mutantni, neni ve schématu zahrnuto a bylo zamitnuto pro dalsi prdci.

V pripade arp2 i arpc5 mutaci bylo postupovano stejnym zpiisobem.

Pro dalsi praci byla z F> generace selektovana varianta s mutantnim fenotypem arp (-
/-) a zéaroven 1 prcl (-/-). Vybrany tedy byly rostliny s deformovanymi trichomy, které
zaroven vykazovaly defekty v bunéénych sténach, coz se nejvice projevuje v kofeni. Tyto
rostliny pak byly znovu kiiZeny s parentalni linii YFP-CESA 6!/, Tim bylo dosaZeno toho,
ze veskeré dalsi potomstvo bylo v prcl mutantnim pozadi stejné jako rodi¢ovska linie YFP-
CESA6P™!-,
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Prvni generace tohoto potomstva po druhém kiizeni méla pouze heterozygotni stav
alel pro arp mutaci. Stejné tak byl heterozygotni stav i u YFP-CESAG®6, ale ten by jiz nebyl
piekazkou. Byla tedy vypéstovana a sklizena i druhd generace. V generaci P,F» byly
selektovany rostliny s deformovanymi trichomy (homozygotni arp -/-), které zaroven
exprimovaly YFP oznacené CESA6. Pro ovéteni, zda jsou vSechny znaky v homozygotnim
stavu, tedy i YFP-CESAG6, bylo ve tieti generaci PoF3 ovéfeno, Ze Zadny potomek
nevykazuje prcl fenotyp a pouzity byly pouze rostliny z PoF» generace, které toto kritérium
splitovaly. Pro prici byl tedy pouzit mutant v homozygotnim stavu arp” prcl”” exprimujici

YFP-CESAG6 také v homozyg6tnim stavu.

3.4 Ziskani dat pro rychlost CESA6

Pozorovény byly tfidenni etiolované rostliny YFP-CESA6”“*! | arp2/YFP-CES A6/
I"a arpc5/YFP-CESA6P!-! . Na podlozni sklo byl vzdy umistén cely semenacek do kapky
vody a prekryt krycim sklem. Pro méfeni rychlosti CESA6 byla snimana pouze
hypokotylova ¢ast pobliz apikdlniho hacku, kde dochazi k intenzivni elongaci bunck.
Skenovani bylo u kazdé mutantni linie provedeno ve tfech opakovanich v rznych dnech a
ve stejny den byla vzdy s mutantni variantou nasniména i kontrolni linie YFP-CESA6”“!-/.
Celkem tedy byla zpracovana tfi biologickd opakovani od kazdé mutantni varianty a u

kontrolniho vzorku bylo opakovani celkem Sest.

Cast pozorovani bylo provedeno na pracovisti Ustavu experimentéalni botaniky AV
CR, v. v. i. (UEB) pomoci mikroskopu Nikon (Eclipse Ti-E, invertovany) s nainstalovanou
spinning disk jednotkou Yokogawa CSU-X1. Mikroskop je vybaven systémem Perfect
Focus, ktery kompenzuje posun ve fokalni roving a také dudlnim kamerovym systémem.
Vyuzito bylo kamery sCMOS Andor Zyla. Nainstalovany software na pfistroji byl NIS
Elements, ktery uklada soubory do forméatu nd?2.

Kvili nutnosti transportu vzorkti na UEB a také proto, Ze byl zprovoznén novy
objektiv na fakultnim nanoskopu Zeiss Elyra SP. 1, byla dalsi ¢ast experimentii provedena
na fakultnim pracovisti. Zeiss Elyra SP. 1 je superezolu¢ni mikroskop vybaveny pro
pozorovani metodou TIRF, kterd umoznuje pozorovat velmi uzky prostor pod sklickem a
minimalizuje nechténé svétlo z neostrych hlubSich rovin a je tak schopny dosahnout
rozliSeni pod 200 nm. Pouzit by objektiv alpha Plan-Apochromat 63x/1,46 Oil Korror M27.

Snimani bylo provedeno kamerou sCMOS. Pifi optimdlnim nastaveni bylo dosaZeno
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rozliSeni odpovidajici 64 nm/ 1 pixel. Software ur€eny pro tento mikroskop je ZEN od

spolecnosti Carl Zeiss Microscopy GmbH, ktery ukladéa soubory do formatu czi.

Byly sbirany ¢asové sekvence lisici s intervaly mezi jednotlivymi snimky od 5 s do 20
s. Nevyhodou kratkého rozestupu mezi snimky (5 s a mén¢) je velmi rychlé vysviceni vzorku
— zhruba ve druhé minuté snimani. Pti pfili§ dlouhém intervalu (20 s) dochazelo k posuntim
v roving, protoZe se nahravala 10 minutova a del$i doba a zachytil se tak pravdépodobné¢ i
samotny rist semenacku. Dobrym kompromisem se ukdzala byt videa s nastavenym

intervalem snimku na 10 s.

3.5 Analyza rychlosti pohybu CESA6

Béhem snimani byl od kazdé varianty sniman minimaln¢ jeden hypokotyl (pracovni
oznaceni hypl, hyp2 atd.) a na jednom obvykle bylo snimano né€kolik rtiznych mist
(pracovné oznaceno celll, cell2 atd.). K analyze rychlosti CESAG6 ¢astic byly vybrany pouze
takové videosekvence, u nichZ nedoslo k posunu roviny béhem snimani. Efektivné proti
takovymto posuntim pii sniméani plsobil systém Perfect Focus na mikroskopu Nikon s SD
na UEB, ale nanoskop Elyra obdobnou funkci Definite Focus bohuZel nema funkéni.
Formaty nd2 a czi nejsou vzajemné kompatibilni, proto bylo potieba pirevést czi do nd?2
formatu. Na videa vnd2 se vprogramu NIS Elements (verze 4.60) pouzila funkce
Ekvalizovat intenzitu v ¢ase (Obraz -> ND zpracovani -> Vyrovant intenzitu v ¢ase), coz

zamezilo kolisani intenzity mezi jednotlivymi snimky.

Hlavnim nastrojem pro hodnoceni této Casti prace byly kymogramy. Ekvalizovana
videa byla zpracovavana v programu ImageJ. Do tohoto programu byl doinstalovan néstroj
pro méfeni rychlosti a jednodussi tvorbu kymogramii (Volker Baecker, 2014 - modifikovana
verze pluginu ImageJ Kymograph od J. Rietdorf a A. Seitz). Pro tvorbu kymogramu byla v
sekvenci po sob¢ jdoucich snimki (stack) v Imagel na jednom ze snimkii nakreslena ptimka
jakozto trajektorie pohybu jednotlivé CESAG6 ¢astice od pocatku do konce vybrané sekvence.
Pomoci pifikazu Reslice [/] (Image —> Stack —> Reslice) byl vytvofen kymogram, ktery

ukazuje pohyb ¢astic v rdmci plivodné nakreslené linie.

39



Obrazek 13: Kymogram CESAG6 castice na membrané pohybujici se stejnym smérem konstantni rychlosti
(oranzové). Fialova Sipka ukazuje velmi rychly pohyb prochdazejiciho vacku z GA.

Obrazek 14: Kymogram castice vykazujici skakavy pohyb (saltatory movement).
Osa y je tvofena poctem snimkil a znaci €as, osa x urcuje vzdalenost v pixelech (px).
Rychlost, kterou se danéd Castice pohybovala lze vypocitat pomoci nastroje pro meéteni

rychlosti, kde se znovu kreslicim nastrojem linie obtadhne vznikla cesta ¢astice v kymogramu

a nastroj vypocita urazenou vzdalenost v px.
v=s/t [um/s]
Vzorec pro vypocet rychlosti.

Vzhledem ke znamé celkové délce videa v sekundach (osa y je v kymogramu uvedena
také v px), k vypocitané urazené vzdalenosti ¢astice v px a ke zndmému prepoctu px na pm
1ze podle podle vzorce pro vypocet rychlosti vypocitat jakou vzdalenost ¢astice urazila za

stanovenou dobu (Tab.). Vysledna rychlost je uvadéna v nanometrech za minutu.

s (0sa x)|s (osa x)| s (osa x) za Cas [px]|za ¢as [s]| za Cas s/t s/t
1 px ~[s] . s/t [umy/s] .
[px] [um] [nm] (osay) | (osay) | [min] | [px] [nm/min]
Data 16,2500 11,1323 1132,3489 5,00002 56,8333 284,1676  4,7361 0,2859 0,0040 239,0875

11,5 1,1323 5,00002 |284,1676| 16,25 16,25 1132,3489
Vypocet|Zmérfeno * * Nastaveno| Zméfeno * / / / /
0,06968 1000 56,8333 60 56,83 | 284,1676 | 4,7361

Tabulka 3: Ukazka vypoctu rychlosti a prevodii jednotek pro rychlost CESA6 castic. 0,6968 je zaokrouhlené cislo
odpovidajici poctu mikrometrii na Ipx. V radku vypocet je uveden postup vypoctu pro buiku vyse.
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3.6 Regenerace protoplasta

3.6.1 Izolace a regenerace protoplasti

Jeden ze zakladnich problémil pro UspéSnou regeneraci bunééné stény protoplastli
Arabidopsis thaliana, byl vyskyt kontaminace v protoplastovych kulturdch. Kvili silné
kontaminaci kultur izolovanych z rostlin péstovanych na raselinovych jiffech, byl zaveden
postup prace se sterilnim materidlem a ve sterilnim prostfedi. Postupi pro regeneraci
protoplastl bylo vyzkouseno né¢kolik, ale pouze pfi nize uvedeném postupu se regenerace

protoplastt zdafila opakovang.

Obrazek 15: Izolované protoplasty odebrany po prvai centrifugaci. Pozorovano na Olympus ProvisAX70),
kamera Nikon DS-FII, priichozi svétlo. Meritko = 100 um.

Postup:

1. Prefiltrovat enzymovy roztok (slozeni viz 3.7.4, Tabulka 7) s rozpusténym mannitolem,
celulazou a macerozymem v mnozstvi podle poctu variant, se kterym se bude pracovat

(10 ml na 1 typ vzorku — zhruba 70 — 100 rostlinek).

2. Desetidenni az ctrnactidenni in vitro rostliny Arabidopsis sterilné nakrajet sterilnim

skalpelem na co nejmensi ¢asti. Pouzity byly nadzemni ¢asti rostlin, aby se enzymovy
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10.

11.

12

roztok nemisil s MS médiem, (slozeni viz 3.7.1, Tabulka 4) na kterém rostliny vyrostly.
K nakrgjenym castem piidat roztok TVL (slozeni viz 3.7.5, Tabulka 8) pro zvlhceni.
Mnozstvi pouzitych rostlin by mélo odpovidat zhruba dvéma husté vysetym fadam (cca

35 rostlin na fadu) na hranaté Petriho misce o rozmérech 12 x 12 cm.

Po nakrajeni co nejrychleji resuspendovat rostlinné ¢asti v enzymovém roztoku (3-5 ml)

v inkubac¢ni nadobé¢ (napf. kultivacni destiCka se 6 jamkami nebo sterilni Petriho misky).

Inkubacni nadobu uzaviit a zabezpecit proti svétlu (napt. alobal, ¢erna latka) a pfi
mirném tfepani nechat plsobit enzymy pii pokojové teploté 10-12 hodin. Pfi piili§

dlouh¢ inkubacni dobé protoplasty odumiraji.

Po uplynuti inkuba¢ni doby pfefiltrovat enzymovy roztok s protoplasty pies vrstvu

miraclothu nebo pies sterilni nylonové sitko (velikost port: 100 pum).

Prefiltrované protoplasty bez rostlinnych zbytkl napipetovat do zkumavky (10 ml)
zhruba po 2 ml. Poté opatrné pfevrstvit asi 1 ml roztoku W5 (slozeni viz 3.7.3, Tabulka

6) tak, aby se vrstvy nepromichaly.

Centrifugace 100 g po dobu 7 minut (zrychleni 4, brzda 0). Po centrifugaci na dné
zkumavky zlstavaji mrtvé protoplasty ¢i protoplasty se zbytky bunécné stény a odpadni

¢ast vzorku. Na rozhrani vrstvy W5 a enzymového roztoku flotuji Zivé protoplasty.
Flotujici protoplasty odpipetovat do novych zkumavek a promichat s roztokem W5
(nejen prevrstvit).

Druhé centrifugace 100g, 7 minut.

Po druhé centrifugaci protoplasty klesnou ke dnu. Odstranit supernatant a protoplasty ze

dna resuspendovat ve sterilnim Gamborg BS médiu s 0,45 M gluko6zou (sloZeni viz 3.7.2,

Tabulka 5).

Pro opravdu dikladné promyti lze ptfidat jeSte 3. centrifugaci s Gamborgovym
regeneracnim médiem, po centrifugaci odsat (protoplasty sedimentuji na dng) a

resuspendovat v ¢erstvém regeneracnim meédiu.

. Protoplasty inkubovat ve sterilni Petriho misce na svétle v kultivatni mistnosti

s fotoperiodou 16/8 pii teploté 25°C. Osvédcilo se inkuba¢ni misky uzavtit do ve vétsi

Petriho misky s navlhéenym ubrouskem pro udrzeni vlhkosti.
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13. Do 12 hodin od inkubace by jiz m¢ly byt viditelné znamky regenerace protoplastii.
Rozsahla celulozni sit’ je viditelnd do 24 h. Napadna je i velmi Castd agregace

regenerujicich protoplasti do shluki.

14. Pfed pozorovanim protoplasty prenést do mikrozkumavky eppendorf (1-2 ml) a ptidat
roztok Calcofluoru white (1 pl zdsobniho roztoku na 1 ml — viz 3.7.6). Vzorek
centrifugovat opét pii 100 g po 7 minut, aby se dosahlo co nejvyssi hustoty protoplast

na pozorovani.

15. Supernatant bez protoplastii odsat, ale nechat dostatek tekutiny pro odbéry kapatkem na

podlozni skla.

Obrazek 16: Stupné regenerace protoplastii. 0: Castecnd obnova (Sipkami oznaceno celulézni
vidkno), 0-1: Cdstecnd pokrocild obnova, 1: Uplnd obnova bunécné stény — vlevo i vpravo stejny
protoplast v jiné roviné zaostreni. Obarveno Calcofluorem White. Snimdno na konfokalnim
mikroskopu Leica TCS SP2, excitovano 405 nm diodovym laserem. Meéritko = 10 um.
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3.6.2 Zpracovani dat z pozorovani protoplasti

Protoplasty byly pozorovany na invertovaném konfokdlnim mikroskopu Leica TCS
SP2 s diodovym laser s vinovou délkou 405 nm pro excitaci v oblasti UV spektra. Byl pouzit
objektiv s vodni imerzi se zvétSenim 63x/1.2 W. Data byla uloZena ve formatu /ei o velikosti
1024 x 1024 px (238,1 um?) s rozlisenim od 4,3 pixeld/ um az po 36,4 px/ pm podle stupné

priblizeni pomoci funkce Zoom.

Regenerujici vzorky protoplastti byly nasniméany (viz Obrazek 17 a Obrazek 18) a
nasledné kvantifikovany v programu Imagel, ktery je schopen format lei oteviit bez
konverze do jiného formatu. Byly spocitany vSechny Zivé protoplasty na snimku (kulaté,
neporusené) za pruchoziho svétla a nasledné na snimku z kandlu pro fluorescenci bylo
spocitano, kolik z téchto bunék jevi znamky regenerace bunécné stény. Regenerujici buiky
byly dale rozliSeny na bunky s ¢aste¢nou obnovou (pracovni oznaceni 0 nebo 0-1) a uplnou

obnovou (pracovné oznaceno 1- viz Obrazek 16).

Obrazek 17: Shluk WT protoplastii obarvenych CW po 16 h od prenosu do regeneracniho média, zaostieno
na povrch protoplastii. Vlevo excitace 405 nm diodovym laserem. Vpravo stejny vzorek ve stejné poloze
v priichozim svetle. 1-3: uplné obnovena celulozni sit’ BS, 4: castecné obnovujici protoplast (0), 5:
neobnovujici protoplast, 6: Poskozeny protoplast (i pres viditelnou obnovu BS nebyl zapocitan jako zivy
protoplast). Snimano na konfokalnim mikroskopu Leica TCS SP2. Meritko = 10 um.
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Obrazek 18: Shluk WT protoplastii v hiubsi rovinée zaostreni obarvenych CW po 16 h od prenosu do regeneracniho
média. Vilevo excitace 405 nm diodovym laserem. Vpravo stejny vzorek ve stejné poloze v priichozim svétle. 1-3:
neobnovujici BS, 4-6: celulozni sit obnovena po celé burnce (viditelné pri jiném zaostreni).. Snimano na
konfokalnim mikroskopu Leica TCS SP2. Méritko = 10 um.
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3.7 Média a roztoky

Pro roztoky ¢i média, kterd neni mozné klavovat, bylo vyuzito sterilni filtrace pies
injekenti filtry s pory o velikosti 0,22 um. Zasobni roztoky enzymovych roztoka, TVL, W5

byly steriln¢ skladovany v mrazu a pii pouziti znovu piefiltrovany.

3.7.1 % MS médium pro in vitro péstovani Arabidopsis thaliana

1000 ml, pH 5,7
Y2 MS soli 22¢g
NH4NO3 844 mg
H3;BOs 3,17 mg
CaClz 170 mg
CoClz * 6H.0 0,01 mg
CuSO4 * 6H20 0,01 mg
EDTA,2Na 19,1 mg
FeSO4 * TH20 14,2 mg
MgSO4 92,5 mg
MnSO4 * HO 8,65 mg
NaxMoO4 * 2H,0 0,01 mg
KI 0,43 mg
KNO;3 972 mg
KH>PO4 87,0 mg
ZnS0O4 * TH20 4,40 mg
Sachardza 10,0 g
Agar 80¢g

Tabulka 4: Slozeni minimalniho ¥ MS média (Murashige a Skoog, 1962). Sterilizovano klavovanim.

3.7.2 Gamborgovo B5 médium

Mikroprvky mg /1000 ml
CoClz * 6H20 0,025
CuSO4 * SH20 0,025

FeNaEDTA 36,70

H3BO3 3,00

KI 0,75
MnSO4 * HO 10,00

NaxMoO4 * 2H,0 0,25

ZnS0O4 * 7TH,0 2,00

Makroprvky mg /1000 ml

CaCl; 113,23
KNO3 2500,00
MgSO4 121,56
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NaH2PO4 130,44
(NH4)2SO4 134,00
Vitaminy mg /1000 ml
myo-Inositol 100,00
Nicotinic acid 1,00
Pyridoxine HCI 1,00
Thiamine HCI 10,00

Tabulka 5: Slozeni a koncentrace slozek média Gamborg B5 vcetné soli a vitaminii (Gamborg et al., 1968).
Sterilizovdno kldvovanim. Mikroprvky a makroprvky pouzity ze smési soli pro Gamborgovo B5 médium —

G5768 Sigma.
3.7.3 Roztok W5 - pH 5,7
CaCl, 1,84%
NaCl 0,9%
KCl 0,08%
MES-KOH (pH5,7) 2mM
Glukoéza 0,1%

Tabulka 6: Slozeni a koncentrace jednotlivych slozek roztoku W5 (Zhai et al., 2009). Sterilizovano filtraci.

3.7.4 Enzymovy roztok pro izolaci protoplasti — pH 5,8

KCl 40 mM
CaCl 20 mM
MES-KOH (pH 5,7) 10 mM
Sacharoza 0,5M
Celuldza (Onozuka R-10) 1%
Macerozym (R10) 1%

Tabulka 7: Slozeni a koncentrace jednotlivych slozek enzymového roztoku pro tvorbu protoplastii (Zhai et al.,
2009). Sterilizovano filtract.

3.7.5 TVL roztok
sorbitol 0,3 M
CaCl, 50 mM

Tabulka 8: Slozent a koncentrace roztoku TVL pro zvlhceni krajenych rostlin (Zhai et al., 2009).
Sterilizovano filtracl.

3.7.6 Roztok Calcofluor White (CW)

Zasobni roztok Calcofluoru White uchovavany v mrazu rozmrazit. Pokud je roztok
Calcofluoru rozmrazovany opakované a jevi znamky zakaleni, je potfeba centrifugovat asi
10 minut pfi maximalnich otackéach nebo pfipravit Cerstvy. Starsi roztoky CW mohou pfii
pozorovani pod mikroskopem zplsobovat velmi jasné zafici artefakty. Mnozstvi je
dostacujici 1ul na Iml suspenze, pii vyssi koncentraci dochézi k presvécovani regenerujici

bunécné stény zaficimi agregaty CW.
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4 Vysledky

V ramci diplomové prace byly zpracovany dva druhy dat. Hlavni ¢ast prace je
zam¢iena na analyzu dynamiky pohybu CESA komplexii v rostlinach s defektnim ARP2/3

komplexem. Praci dale dopliuji data z obnovy bunécné stény protoplasti.

4.1 Analyza kymogrami YFP-CESA6 na PM

Aby bylo mozné pomoci analyzy kymogramti porovnat dynamiku CESA komplexi
mutantnich rostlin arpc5 a arp2 s dynamikou WT, bylo zapotiebi ke kazdému snimani
mutantni varianty snimat a poté urcit rychlost také u kontrolni varianty, kterou v této praci
predstavuje YFP-CESA6”“*!. Priimérma rychlost CESA komplext kontrolni varianty byla
v této praci namétfena 325 +- 77 nm/min. V mutantni varianté arp2 se CESA komplexy
pohybovaly primérnou rychlosti 264 +- 48 nm/ min a ve varianté arpc5 byla primérna
rychlost CSC na membrané 279 +- 97,5 nm/ min. Dle Tukeyho HSD testu (honestly
significant difference) jsou primérné rychlosti u obou mutantnich variant oproti kontrolni
variant¢ (A) signifikantné rozdilné pii hladiné vyznamnosti 0,01 (viz Tabulka 9).
Porovnanim mutantnich variant (B, C) mezi sebou signifikantnost nebyla zjisténa (viz

Tabulka 9). Kromé prumérné rychlosti bylo zkouméno rozlozeni naméfenych castic

Porovnani variant | Vysledek Tukeyho testu

Tabulka 9: Vyznamnost rozdilit v prumeérné rychlosti CESA komplexu zkoumanych variant pri hladine
vyznamnosti 0,01. Rychlost CESA komplexii kontrolni varianty (4) je signifikantné rozdilna viici obéma
mutantnim variantam (B, C). Po srovnani mutantnich variant mezi sebou nebyly jejich rychlosti CESA komplexii
signifikantne odlisné (B vs C).

v urcitych rychlostnich kategoriich.
4.1.1 Analyza rychlosti CESA komplexii v kontrolni varianté

Byla zjisténa primérna rychlost CESA komplexi kontrolni varianty YFP-CESA 677!~
1'324,97 nm/ min (+- 77,77 nm/ min) vypocitana ze $esti bunék Sesti riiznych rostlin ze Sesti
riznych méfeni (viz Tabulka 10). Vypocitand stfedni hodnota (median) 320,61 je velmi
blizko primérné hodnoté. Celkem bylo vytvofeno 256 kymogrami, ze kterych bylo
zpracovano 472 castic, které vykazovaly pohyb konstantni rychlosti po rovné trajektorii.
Nejpomalejsi namétfena cCastice méla rychlost 70,03 nm/ min a naopak nejrychlejsi
dosahovala rychlosti 558,69 nm/ min.
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17-03-06 hypl cel4 50 63 280,40 64,06
17-03-10 hypl cel4 61 72 265,22 42,00
17-03-13 hypl cell6 70 105 375,16 46,46
17-05-19 hypl cell2 25 104 302,57 49,35
17-07-05 hypl cell2 21 68 319,17 81,49
18-02-20 hypl cell3 29 60 401,06 92,72

Tabulka 10: Prehled o jednotlivych mérenich kontrolni varianty pouzitych pro zpracovani dat. V prvnim
sloupci je ve formdtu RR-MM-DD uvedeno datum, kdy probihalo snimani. Hypl ve sloupci Pocet rostlin
znaci, kolikata rostlina v poradi béehem méreni byla zpracovana, a tim tedy kolik rostlin bylo pouzito.
Pocet bunék opét popisuje, ze bylo zpracovano 6 riznych bunék, pracovné oznacené riznymi cisly. Dale
jsou uvedeny pocty kymogramii, kolik bylo naméreno z jednoho vzorku castic, priimérnda rychlost jednotlive
a k rychlosti jsou uvedené smerodatné odchylky. Posledni radek podava celkovy prehled ze vsech
pouzitych variant. Priumérna rychlost i smérodatna odchylka jsou uvedeny v nm/ min).

Nameétené castice CESA komplexti byly déle rozdéleny do rychlostnich kategorii (viz
Tabulka 11). Vzhledem k pomé&mé vysoké variabilit¢ vysledkd, a tedy vysokym
smérodatnym odchylkdm byly kategorie rozdéleny po 50 nm/ min s prvni a druhou skupinou
slou¢enou do kategorie mensi nez 100 nm/ min pro velmi nizky vyskyt Castic v této
kategorii. Stacionarni ¢astice nebyly v této praci hodnoceny, ale jejich vyskyt byl ve
vytvofenych videich pfileZitostné také pozorovan. Jako horni hranice pro nejvyssi rychlostni
kategorii byla vybrana hodnota 500 nm/ min, pfi¢emz bylo zméteno nekolik Castic, které

v

tuto hodnostu prekroCily. Nejvétsi Cetnost byla zaznamenana v rychlostnich kategoriich

17-05-19 |hypl |cell 2
17-07-05 | hypl1 | cell2

Celkem 1 0 10 65 115 115 96 36 24 10
Celkemv % 0,21%]0,00%|2,12%| 13,77% | 24,36% | 24,36% | 20,34% | 7,63% | 5,08%| 2,12%

Tabulka 11: Prehled cetnosti v rychlostnich kategoriich (nm/ min) z jednotlivych mereni kontrolni varianty.
Barevné rozlisent odpovida grafitm nize pro lepsi prehlednost pri porovndvani s mutantnimi variantami. V radku
Celkem jsou soucty namerenych castic ze vSech méreni. V poslednim radku jsou hodnoty z radku Celkem
prevedeny na procentni vyjadreni vyskytu dané kategorie vzhledem k celkovéemu poctu namérenych castic

(n=472).
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250 - 299 nm/ min (24,36 %), 300 - 349 nm/ min (24,36 %) a jen o trochu nizsi v kategorii
350 - 399 nm/ min (20,34 %) (viz Tabulka 11 a Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.).

4.1.2 Analyza rychlosti CESA komplexii arp2 mutanta

Primeérna rychlost CESA komplexi v arp2 mutantech byla 263,5 nm/ min +- 47,53
nm/ min. V porovnani s kontrolni variantou (primérna rychlost 324,97 nm/ min) je rychlost
CESA komplext u mutanta s defektni podjednotkou ARP2 signifikantné nizsi (viz Graf 3).
Nejrychlejsi zmétend castice dosahovala rychlosti 385,92 nm/ min a nejnizsi rychlosti
162,91 nm/ min. Stfedni hodnota z namétenych rychlosti byla ur€ena na 260,55 nm/ min. Ze
tii biologickych opakovani bylo zméfena rychlost 222 castic arp2 mutanti ze 110

kymogramti (viz Tabulka 12).

(C) arp2
. e Pocet . v . ,
Focet dr::lzn yeh Pocet rostlin Pocet bunék Pocet kymogramt nanvlé’feflych P:;l;nhforsnta Sﬁ:ﬁsﬁsa
Castic
17-05-19 hypl cell7 50 90 271,2 43,40
17-07-05 hyp2 cell3 30 53 275,5 47,75
18-02-20 hypl celll 30 79 239,8 35,72
3 3 3 110 222 263,50 47,53

Tabulka 12: Prehled o jednotlivych mérenich varianty arp2 pouzitych pro zpracovani dat. V prvnim sloupci je ve
formatu RR-MM-DD uvedeno datum, kdy probihalo snimani. Hypl, pripadnée hyp2 ve sloupci Pocet rostlin
znaci, kolikata rostlina v poradi béehem méreni byla zpracovana, a tim tedy kolik rostlin bylo pouzito. Pocet
bunek opét popisuje, Ze bylo zpracovany 3 riizné buiiky, pracovné oznacené riiznymi cisly. Ddle jsou uvedeny

pocty kymogramii, kolik bylo naméreno z jednoho vzorku castic, priimerna rychlost jednotlive a k rychlosti jsou
uvedené smerodatné odchylky. Posledni 7adek podava celkovy prehled ze vsech pouzitych variant. Priumérnd

rychlost i smerodatna odchylka jsou uvedeny v nm/ min).

Stejné jako v kontrolni variant€ byly i u arp2 mutantii naméfené rychlosti rozdéleny

do rychlostnich kategorii (viz Tabulka 13, Graf 4). Nej¢astéji se pohybovaly ¢astice rychlosti

100 -

150- | 200-

250 -

300 -

350-

400 -

450 -

arp2 <100 >500
149 | 199 | 249 | 299 | 349 | 399 | 449 | 499
17-05-19 |hypl | cell7| © 0 6 23 31 25 5 0 0 0
17-07-05 |hyp2 | cel3| © 0 2 15 19 16 1 0 0 0
| 18-02-20[ypifeem| o [ o [ 2] 43 ] 20 [ 4 ] o [o]ofo]
Celkem 0 o | 20| s1 70 45 6 0 0 0
Celkemv % 0,00% [0,00%]9,01%] 36,49% | 31,53% [ 20,27% | 2,70% [0,00%0,00%0,00%

Tabulka 13: Prehled cetnosti v rychlostnich kategoriich (nm/ min) z jednotlivych mereni arp2 mutantii. Barevné
rozliseni odpovida grafiim nize pro lepsi prehlednost pri porovnavani s kontrolni variantou. V radku Celkem
Jjsou soucty namérenych castic ze vSech tii meéreni. V poslednim radku jsou hodnoty z radku Celkem prevedeny
na procentni vyjadrent vyskytu dané kategorie vzhledem k celkovému poctu namérenych castic (n = 222).
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Graf 1: Rozlozeni namérenych castic v rychlostnich kategoriich z méreni kontrolni varianty a arp?2 dle
Jednotlivych dni (3 opakovani). Plnou carou znacena kontrolni varianta, arp2 mutant vyznacen prerusovane.
Barvy ¢ar odpovidaji barevnému znaceni prehledové tabulky jednotlivych meérent, viz Tabulka 13.

200 — 249 nm/ nm (36,49 %) a necelych 32 % zmétenych CESA komplext se pohybovalo

rychlosti od 250 do 299 nm/ nm. Nebyly zméfeny Zzadné CESA komplexy pohybujici se vétsi
rychlosti nez 400 nm/ nm (viz Graf 1, Graf 4).

4.1.3 Analyza rychlosti CESA komplexi arpc5 mutanta

Mezi mutantem arpc5 a arp2 nebyl zjiStén signifikantni rozdil v rychlosti pohybu

CESA komplexi na membrané. Avsak stejné jako u arp2 mutanta, tak i arpc5 mutant

(B) arpcS
Pocet Poiet rostlin Pocet Pocet narri;(;relt'ch Primérna | Smérodatna
ruznych dni bunék | kymogramu éésticy rychlost odchylka
17-03-06 hypl cell3 89 107 195,77 35,11
17-03-10 hypl cell2 57 65 326,39 80,68
17-03-13 hyp2 cell4 42 77 354,43 79,24
3 3 3 188 249 278,93 97,43

Tabulka 14: Prehled o jednotlivych mérenich varianty arpc5 pouzitych pro zpracovani dat. V prvaim sloupci je
ve formatu RR-MM-DD uvedeno datum, kdy probihalo snimani. Hypl, pripadné hyp2 ve sloupci Pocet rostlin
znaci, kolikata rostlina v poradi béehem méreni byla zpracovana, a tim tedy kolik rostlin bylo pouzito. Pocet
bunék opét popisuje, ze bylo zpracovany 3 ruzné bunky, pracovné oznacené riiznymi cisly. Dale jsou uvedeny
pocty kymogramii, kolik bylo nameéreno z jednoho vzorku castic, priumérna rychlost jednotlivé a k rychlosti jsou
uvedené smerodatné odchylky. Posledni radek podava celkovy prehled ze vsech pouzitych variant. Priimérnd
rychlost i smérodatna odchylka jsou uvedeny v nm/ min).
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vykazuje signifikantné nizsi rychlost CESA komplext oproti kontrolni varianté¢ mez arp
mutace (viz Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.). Primérna rychlost zachycenych CESA
omplexil je v arpc5 mutantovi 278,93 nm/ min +- 97,43 nm/ min (u kontrolni varianty
324,97 nm/ min). Hodnota medidnu byla vypocitdna na 241,09 nm/ min. Nejniz$i namefena
rychlost byla 90,76 nm/ min a nejvyssi 517,63 nm/ min. Zméfeno bylo 249 CESA ¢astic ze
188 vytvofenych kymogrami (viz Tabulka 14). Podobn¢ jako u arp2 mutanta, nejvice
zmétenych CESA komplext se pohybovalo rychlosti od 200 do 250 nm/ min (25,30 %),
pouze o 8 ¢astic méné bylo naméteno v rychlostni kategorii 150 - 199 nm/ min (22,09 %).
Nicméné¢ oproti predchozi mutantni varianté arp2, je u arpcd mutanta vyznamné zastoupenti
1 CESA komplexi pohybujicich se rychlosti 350 - 399 nm/ min v hodnoté¢ odpovidajici

20,48 % z celkového poctu naméfenych Castic (viz Tabulka 15, Graf 4).
60

[ w B wu
o o o o

=
o

Pocet CESA komplex( v dané kategorii

< 100 100-149 150-199 200-249 250-299 300-349 350-399 400-449 450-499 > 500
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Graf'2: Rozlozeni namérenych castic v rychlostnich kategoriich z méreni kontrolni varianty a arpc5 dle
Jednotlivych dni (3 opakovani). Plnou carou znacena kontrolni varianta, arpc5 mutant znacen prerusovane.
Barvy car odpovidaji barevnému znaceni prehledové tabulky jednotlivych mérent, viz Tabulka 14.

5 <100 100-| 150- | 200- | 250- | 300- | 350- | 400- | 450- > 500
c
e 149 199 249 299 349 399 449 | 499

Celkem 2 10 55 63 13 23 51 25 6 1

Celkemv % 0,80%]4,02%]22,09%] 25,30%] 5,22% | 9,24% |20,48%]10,04%]2,41%]0,40%

Tabulka 15: Prehled cetnosti v rychlostnich kategoriich (nm/ min) z jednotlivych méreni arpc5 mutantii. Barevné
rozlisent odpovida grafitm nize pro lepsi prehlednost pri porovndvani s kontrolni variantou. V radku Celkem jsou
soucty nameérenych castic ze vsech tii méreni. V poslednim radku jsou hodnoty z radku Celkem prevedeny na
procentni vyjadreni vyskytu dané kategorie vzhledem k celkovému poctu namerenych castic (n = 249).
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Graf 3: Prumérné rychlosti jednotlivych testovanych variant (** znaci signifikantni rozdil k dané varianté
oznacené pismenem, hladina vyznamnosti 0,01). Rozptylové usecky predstavuji smerodatné odchylky.
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Graf 4: Celkové rozdeleni namérenych YFP-CESAG castic do rychlostnich kategorii: kontrolni varianta
(modre), arp2 (zelené), arpc5 (oranzove).
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4.2 Kvantifikace obnovy bunécné stény protoplastii

Uspé&sné byly provedeny dva pokusy regenerace protoplasttt Arabidopsis thaliana,
v obou ptipadech s WT a arpc) rostlinami. Izolace a regenerace protoplastti arp2 mutanti
ziejme potiebuje odlisSné podminky, nebot’ za podminek uvedenych v této praci nebylo
regenerace arp2 protoplastii docileno. Je mozné, ze protoplasty arp2 mutantnich rostlin jsou
citlivejsi k délce pasobeni nebo ke koncentraci enzymi zbavujicich buiiku bunééné stény a

uspésna izolace vyzaduje kratsi dobu ptisobeni enzym1.

V prvnim uspesném pokusu byly protoplasty pozorovany po 16 h od resuspendovani
v regeneracnim médiu. Celkem bylo nasniméano 110 Zivych protoplastii z WT rostlin a 112
z arpc5 mutantli. Pocet obnovujicich oproti neobnovujicim byl velmi vyvazeny — 63 WT
protoplastt (57,27 %) a 66 arpcd protoplasti (58,93 %). Vyskyt pln¢ obnovené bunécéné
stény vSak jasn¢ prevazoval u WT rostlin, kde uplna regenerace byla nalezena u 73 %
obnovujicich protoplastl, tedy 27% vykazovalo pouze ¢astecné obnovenou celuldzni sit’
bunécné stény. Naopak u arpc5 mutanta se u 74 % obnovujicich protoplastii bunécné sténa
regenerovala pouze cCastecné, a tedy plna regenerace byla pozorovdna jen u 26%

regenerujicich protoplasta.

Druhé méfeni probihalo az po 24 h od resuspendovani v Gamborgové BS
regeneracnim médiu. Celkem bylo nasniméno 90 Zivych protoplasti WT a 89 protoplasti
arpc5. Procento obnovujicich protoplasti vzhledem k celkovému poctu zivych protoplasti
bylo obdobné jako v prvnim méfeni — 54,44 % obnovujicich WT protoplastd (49
protoplasttl) a 55,81 % pro arpc5 mutanty (48 protoplasti). Uplna obnova bunééné stény po
24 h byla u WT zaznamenana v 63 %, tedy 37% regenerujich protoplasti mélo obnovu
celulozni sité pouze CasteCnou. Ze 48 arpc5 regenerujicich protoplasti po 24 zhruba
polovina (54 %) znich vykazovala Uplnou obnovu celuldzni sité, tedy u 46% byla

regenerace jeSté pouze ¢astecna.

Celkem bylo z obou méteni pro WT nasnimano 200 Zivych protoplastii, z toho 56 %
jevilo znamky regenerace bunécné stény (112 protoplastit), pficemz 68,75 % nasnimanych

protoplasti mélo jiz uplné obnovenou bunéénou sténu. Zivych arpc3 protoplasti bylo

Celkem | Obnovujicich | Obnovujicich | Uplna Uplna Céste¢nd | Castecna
protoplastli | protoplastd | protoplasti (%) | obnova | obnova (%) | obnova | obnova (%)
WT 200 112 56% 77 69% 35 31%
arpch 198 114 58% 43 38% 71 62%

Tabulka 16: Prehled vysledkii ze dvou pozorovani regenerace protoplastic WT a arpc5 mutantnich rostlin.
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nasnimano celkem 198, z toho 114 jich obnovovalo bunécnou sténu (57,58 %). Ze 114
obnovujicich arpc5 protoplastl pouze 43 protoplasti (37,72 %) vykazovalo Gplnou obnovu
bunécné stény (viz Tabulka 16 a Graf' 5).
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Graf'5: Procentuadlni prehled vysledkii ze dvou méreni regenerujicich protoplastii z WT a arpc5 rostlin.
Signifikantnost rozdilii ovéiena y’ testem. Rozdil v celkovém poctu obnovujicich protoplastii mezi WT a arpc5 neni
signifikantni (p = 0,8289). Mutant arpc5 a WT se vsak signifikantné lisi v rychlosti regenerace bunécné steny
(oznaceno * p = 1,718x107).
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5 Diskuze

Tato diplomova prace méla za cil urcit, zda a jak bude dynamika CESA komplexii na
plazmatické membran¢ ovlivnéna, pokud budou mit rostliny nefunk¢ni podjednotku ARP2/3
komplexu. ARP2/3 komplex je jednim ze dvou objevenych nukleatorii polymerace aktinu
v rostlinach. Bez nuklea¢nich mechanismu by nova aktinova vlakna mohla vzniknout pouze
spontann¢ pti vysoké koncentraci G-aktinu, pficemz spontanné aktinové vldkno v bunkach
in vivo vznika ve velmi nizké mife. CESA komplexy jsou pro rostlinu nesmirn¢ dilezitou
soucasti, protoze v soucasné dob¢ piedstavuji jediny znamy mechanismus pro syntézu
celuléozy rostlinnych bunécnych stén. Studiem souvislosti mezi CESA komplexy
a cytoskeletem se zabyvalo jiz mnoho autorti s diirazem ptedev§im na mikrotubularni
cytoskelet. V posledni dobé se do poptedi ale dostdvaji také prace zamétené na aktinovy
cytoskelet — teprve v roce 2013 bylo prokézano, ze aktinovy cytoskelet reguluje miru
dorucovani i zivotnost CESA komplexi na plazmatické membrané (Sampathkumar et al.,

2013).

5.1 Rychlost pozorovanych YFP-CESA6 na PM

Hlavni ¢asti prace bylo méfeni rychlosti CESA komplexi na plazmatické membrané
vizualizaci podjednotky CSC pomoci YFP (YFP-CESA6) v hypokotylech a porovnat
rychlost CSCs nulovych mutantl arpc5 a arp2 s kontrolni variantou exprimujici YFP-
CESA6 v mutantnim pozadi prcl-1 pomoci analyzy kymogrami. Mutantni rostliny arpc5 a
arp2 byly v této préci kiizeny s linii YFP-CESA6 v mutantnim pozadi prcl-1. Ziskan byl
tedy unikatni rostlinny material s mutantni podjednotkou ARP2/3 komplexu arp2 a arpc5
exprimujici YFP-CESA6 v mutantnim pozadi prcl-I. Nové rostlinné linie predstavuji
uzite¢ny ndstroj, jak in vivo pozorovat celuldozasyntazy v buiikach s poSkozenym
cytoskeletem. V dobé odevzdavani této prace byla také ptipravena k dalSimu prepestovani
a selekci 1 linie s nulovou ztratovou mutaci podjednotky ARP3 (SALK 022445.34.70). Bylo
doloZeno, Zze YFP-CESA6 plné¢ komplementuje prcl/-I mutaci (Paredez et al., 2006).
Soucasna predstava o sloZeni primarniho CESA komplexu je takova, ze obsahuje vzdy tii
rizné tfidy CESA enzymd, piicemz CESA1 a CESA3 jsou nepostradatelné a o misto tietiho
enzymu v komplexu soutézi CESA6 s CESAG6-like proteiny (CESA2, 5 a 9), které jsou
k CESA6 c¢astecné redundantni. Je dulezité si uvédomit, ze rychlost CSCs pro syntézu
primarni BS v plazmatické membrané neni nijak vysoka, v ptepoctu by CSC touto rychlosti
urazil 1 pm aZ za vice neZ 3 minuty.
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Primérna rychlost kontrolni varianty YFP-CESA6 naméfend v této diplomové praci
je 325 +- 78 nm/ min (n = 472), coz je hodnota podobna zjisténym primérnym rychlostem
CESA proteint jinymi autory. Paredez et al. (2006) zkoumajici mezi prvnimi dynamiku CSC
in vivo naméfili velmi podobnou rychlost YFP-CESAG®, a sice 330 +- 65 nm/ min (n = 303)
s rozsahem rychlosti od 150 do 500 nm/ min. Desprez et al. (2007) zméfili rychlost, jak GFP-
CESA6, tak GFP-CESA3, pfi¢emz jejich rychlost 1 distribuce v rychlostnich kategoriich
byla velmi obdobnd (GFP-CESA6: 272 nm/ min; GFP-CESA3: 277 nm/ min). Nizsi
primérnou rychlost YFP-CESA6 naméfili DeBolt et al. (2007), a sice 250 +- 37 nm/ min.
Podobné nizkou primeérnou rychlost YFP-CESA6 naméfili i Chen et al. (2016) v obou
smérech pohybu CESA komplexti. Naopak vys$si priimérna rychlost, oproti mému vysledku,
byla zmétena v praci Gu et al. (2010) u YFP-CESAG6 s rychlosti 365 +- 45 nm/ min (n =
318). Pomémeé recentni studie Harrise et al. (2012) uvadi primérnou rychlost pro YFP-
CESAG6 349 nm/min (n = 720), coz souhlasi s hodnotou naméfenou v této praci. Vysledky
ruznych autori tedy naznacuji, Ze rychlost CESA komplext se pohybuje v celkem Sirokém
rozmezi 250-365 nm/min, které¢ mize byt dano rliznym experimentdlnim materidlem c¢i
experimentalnimi podminkami. Mnou naméfena primeérna rychlost 325 nm/min pln¢ spada

do toho intervalu.

Je vSak potieba brat v potaz, Ze hodnoceni rychlosti ¢astic na zéklad¢ analyzy
kymogrami ¢lovékem je subjektivni proces a kazdy hodnotitel tak miiZze nechténé ovlivnit
vysledek. Alternativou k individualnimu hodnoceni kymogrami muze byt automatické
sledovani ¢astic (Woodley et al., 2018), které omezuje sklony ovlivnit méfeni subjektivitou
a zaroven umoznuje za stejny ¢as sesbirat a vyhodnotit mnohem vétsi vzorek, nebot u tvorby
a analyzy kymogramt musi byt kazda ¢astice zmétena samostatné. Podle autorii Fujita et al.
(2011, 2013) na rychlost CSCs miize mit i pomérné zasadni vliv teplota, ve které byly
rostliny kultivovany pfed méfenim. Zminéni autofi ukazali, Ze rychlost YFP-CESA6
v rostlinach péstovanych pii 21°C byla 84 +- 47 nm/ min, po 3 h pii 29°C se vSak primérna
rychlost zvysila na 311 +-89nm/min a po dalSich 24h pifi 29°C dokonce na
354 +- 73 nm/ min (Fujita et al., 2011). Teplota kultivacni mistnosti vyuzivané béhem této
prace byla nastavena na 25°C, zatimco nckteré publikace uvadi v péstebnich podminkach
22°C, to by mohlo byt alesponi z ¢asti divodem pro odlisné vysledky primérnych rychlosti
u kontrolnich variant. Pro porovnani mé kontrolni varianty s mutanty arpc5 a arp2 je

moznost ovlivnéni vysledkl rtiznou teplotou v kultivaéni mistnosti vylou€ena, nebot’ vzdy
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probihalo méfeni mutanta a kontrolni varianty ve stejny den a vSechny varianty byly

pestovany za stejnych podminek.

5.2 Role ARP2/3 komplexu v syntéze celulozy?

U celé fady mutantt Arabidopsis thaliana s defektnim rtistem bun€k jsou tyto defekty
zpusobeny zménou ve stavbé ¢i slozeni primarni bunécné stény. V mnoha piipadech byl u
nespravné rostoucich bun¢k zjistén nizsi obsah celuldzy, coz mize byt zplsobeno celou
Skalou pficin, ale ve vysledku vSechny ovliviiuji celuldézasyntazy, které celuldézu produkuji.
SniZzeny obsah celuldzy se velmi ¢asto projevuje napadné niz§im vzristem celé rostliny a
izotropicky rostoucimi butikami — pfedevsim v epidermalnich buiikach kotfenu a hypokotylu
(Arioli et al., 1998; Cano-Delgado et al., 2003; Desprez et al., 2002; Fagard et al., 2000;
Fujita et al., 2013; Williamson et al., 2001). Mutace zpisobujici snizeny obsah celuldzy
byvaji ¢asto doprovazeny projevem zvyseného mnozstvi pektinii (His et al., 2001; Mouille
et al., 2003; Peng et al., 2000; Sato et al., 2001). Ukazuje se, ze tento ukaz plati i pro arp
mutanty. Bun&éné stény dospélych rostlin (stafi 6 tydnil) s defektnim ARP2/3 komplexem
vykazuji zmény ve slozeni BS - obsahuji méné celulozy, maji zvySeny obsah
homogalakturonant (pektint) a také maji pozménénou lignifikaci, coz naznacuje ulohu
ARP2/3 komplexu v morfogenezi bunécéné stény (Sahi, Cifrova et al., 2017). Niz§i obsah
celulézy detekovali 1 Sampatkumar et al. (2013) v rostlindch s mutacemi v genech aktinu.
Ve studii Sampatkumara et al. (2013) vSak redukovany obsah celulozy byl rozpoznatelny
v mutantovi aktinu act2act7 jiz ve stadiu semenackill, zatimco Sahi, Cifrova et al. (2017) u
¢tytdennich hypokotyli nenaméfili rozdil v obsahu celuldzy mezi rostlinami s nefunkénim
ARP2/3 komplexem a WT. To miize znamenat, Ze sniZené rychlost pohybu CESA komplexi
nema u arp mutantd v této vyvojové fazi na strukturu bunécné stény zasadni vliv, ptipadné

muze byt snizena rychlost komplex komplementovana jinym jevem.

Basu et al. (2008) objevili, ze GEF SPIKE1 (SPK1) v rostlindich aktivuje
WAVE/SCAR (W/SRC) komplex — jediny znamy NPF ARP2/3 komplexu (Yanagisawa et
al., 2013; Zhang et al., 2008). Bylo také potvrzeno zapojeni SPK1 do procesu zaspicaténi
trichomi (Yanagisawa, et al., 2018), coz je proces zavisly na aktivit¢ ARP2/3 komplexu
(Yanagisawa, et al., 2015). Umisténi SPK1 se podoba lokalizaci W/SRC a ARP2/3
komplexil v apikéalni zon€ bez mikrotubuld, pticemz signal SPIKE1 byl emitovéan z pouzdra
asociovan¢ho s PM (Yanagisawa, et al., 2018). Aktivovany ARP2/3 komplex poté

v trichomu nukleuje aktinovou sit’, ktera fidi cytoplazmicky proud ovliviiyjici tlousku
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tvofené bunécné stény (Yanagisawa, et al., 2015). Ackoliv je trichom pomérné specificky
rostlinny ttvar, je znamo, Ze jeho rust je difizni podobné jako vétSina bunck rostlinného téla
a lze tedy ocekavat podobné fungujici mechanismus i u jinych difuzné rostoucich bunék.
Umisténi SPIKE1 v misté¢ syntézy BS trichomu tak ptedstavuje dalsi voditko pro roli
ARP2/3 komplexu v syntéze BS.

V minulosti byl jizZ mnohokrat popsan fenotyp arp mutantl se zakrslym hypokotylem
(Basu et al., 2004, 2005; El-Assal et al., 2004; Le et al., 2006; Li et al., 2004; Mathur et al.,
2003b; Saedler et al., 2004; Zhang et al., 2008). V recentni publikaci Sahi, Cifrova et al.
(2017) poukazali na to, Ze mensi rust hypokotylu je zptisoben spise defektem v elongaénim
rustu spiSe nez v radidlnim. Ve vSech tfech testovanych mutantech (arp2, arpc4 1 arpc5)
pozorovali Sahi, Cifrova et al. (2017) krat$i (méné elongované) etiolované hypokotyly 1
kratsi dospélé stonky. Prokazali také defekty v radidlnim rastu dospélych organti (uzsi pravé
listy, stonky) u vSech tfi testovanych mutantli, ale pouze u nékterych arp mutantt byl
signifikantné ovlivnén radidlni rast desetidenniho hypokotylu (arpc4) a déloznich listh
(arpc5). VSechny objevené defekty arp mutantl dle Sahi, Cifrova et al. (2017) pfispivaji k
mensimu vzristu celé rostliny - niz§i obsah celuldozy, navySeny obsah pektinli, méné

lignifikované a ten¢i bunécné stény.

Defektni rist hypokotylu je u arpc5 a arp2 mutantl zpisoben piedev§im abnormalni
organizaci aktinové sité. Hypokotylové buiikky ve WT maji jemnou kortikalni F-aktinovou
sit’ a podéln€ protaZzené subkortikalni provazce spojujici konce buné€k relativné bohaté na
aktin, oproti tomu u arpc5 (Mathur et al., 2003b) se F-aktinova vlakna shluknou do tlustych
pfi€né spojenych svazkll. V etiolovanych hypokotylech arpc5 pak byly svazky aktinu
prodlouzeny bud’ v celé buiice, nebo byly omezeny na malé oblasti na konci bunék — tato
nerovna distribuce dava vzniknout vybouleninam na konci buné€k, které nasledné mohou
zpusobit mezery mezi buiikami (Mathur et al., 2003b). Podobny fenotyp a abnormalni
organizace aktinu byly zjistény i pro arp2 (Mathur et al., 2003a).

V této praci byla v porovnani s WT naméfena signifikantné niz$i rychlost CESA
komplexti v rapidné elongujicich bunikéch tfidennich etiolovanych hypokotylt arp2 a arpcs.
Toto piispiva k uvaze o zapojeni ARP2/3 komplexu do procesu syntézy celulozy a v SirSim
pojeti tedy 1 do morfogeneze celé¢ bunécné stény. Nizsi rychlost CESA komplext by logicky
m¢ela zptsobit pomalejsi produkei celulozy, coz by se projevilo deficitem v obsahu celulozy.
Podle Sahi, Cifrova et al. (2017) vSak u ¢tyfdennich mutantl arp2 ani arpc5 deficit celulozy

vuci WT nebyl zjistén. Sampathkumar et al. (2013) také zkoumal, zda niz§i obsah celulozy
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u aktinového mutanta act2act7 neni zpisoben nizsi rychlosti CESA komplext, ale nebyl
zjistén zadny signifikantni rozdil v rychlostech pfi pozorovani oproti WT ani varianté
oSetten¢ latrunkulinem B. Znamena to, Ze naruseni aktinového cytoskeletu ztratou gent act2
a act7, a depolymeraci aktinu pomoci latrunkulinu B mé v buiikéch jiné projevy nez ztrata
ARP2/3 komplexu. ARP2/3 komplex by mohl hrat unikatni roli v kontrole syntéze bunécné
stény. Ackoliv byly v arp mutantnich hypokotylech zjistény pomalejsi CESA komplexy,

samotna nizsi rychlost CESA v hypokotylu vyznamny deficit celulozy ziejmée nezpiisobi.

Nelze vyloudit, ze ilohu ARP2/3 komplexu ovliviiyjici obsah celulézy v BS dokédzou
u Arabidopsis v raném stadiu vyvoje nahradit forminy jakozto dal$i nukleator aktinu, a
zména v obsahu celulozy se projevi az v pozd¢jsi fazi vyvoje rostliny, kdy uz forminy
defektni ARP2/3 komplex v tomto ohledu komplementovat nedokazou. Komplementovat
ulohu nefunkéniho ARP2/3 komplex muze v semenaccich i uplné jiny neznamy
mechanismus. Také je mozné, ze nizsi rychlost CESA komplext arp2 a arpc mutantl je
kompenzovéna vét§sim mnozstvim CESA komplexi. Delsi setrvani CESA na PM zptsobené
niz8§i mirou internalizace CESA by vyrovnalo niz8i rychlost komplexli, nebot' délku
tvofené¢ho glukanového fetézce celuldozni mikrofibrily lze odvodit od rychlosti CESA
komplexu nasobeného délkou setrvani na PM. Podobné by hustotu CESA komplext zvysila
vétsi mira doruovani CESA na PM. V této praci vSak hustota ani mira doru¢ovani CESA

¢astic nebyla zkoumana.

Vysledky z experimentu regenerace bunééné stény protoplastti arpc mutantii ukazuji,
ze arpc5 mutace neovlivnila mnozstvi regenerujicich protoplasti. Bohuzel nebylo mozné
z ¢asovych diivodi provést dalsi pozorovani regenerujicich protoplastl a data pochdzi pouze
ze dvou biologickych opakovéani. Vyrazny rozdil vSak byl ukdzan v rychlosti obnovy
bunécné stény protoplastil, nebot’ bylo naméteno signifikantné vice protoplastii arpcs, které
vykazovaly pouze Caste¢nou obnovu celulozni sité oproti WT, kde byla pozorovana u
vétSiny regenerujicich protoplastli iplna regenerace celuldzni sité po celé bunce. Pti druhém
pozorovani protoplastli, které probihalo aZz po 24 h od pieneseni protoplasti do
regeneraCniho média, byl pocet obnovujicich protoplasti procentudlné témeét shodny
s prvnim pozorovanim provedenym po 16 h, ale po 24 h bylo zaznamenano o polovinu vice
protoplasti arpc3, které stihly vytvofit celulozni sit” po celé buiice oproti méfeni arpcs
protoplastii pozorovanych po 16 h. Tyto vysledky z experimentu nezavislého na méfeni
rychlosti CESA komplext piedstavuji dalsi diikaz o zménéach v rychlosti syntézy celuldzy

zpusobené nefunkénim ARP2/3 komplexem. I z tohoto experimentu je ziejmé, ze ztrata
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ARP2/3 komplexu nezpisobuje rozsahlé zmény v syntéze celulozy, ale pouze ¢astecné
narusuje ¢i zpomaluje tento proces. Opét to naznacuje unikatni, pravdépodobné regulacni
roli ARP2/3 komplexu. Tato role je zfejmé v jinak zdravé rostliné nahraditelnd jinym
procesem, a neprojevuje se tak na obsahu celulozy ve fazi semenacku. Fenotypovy projev je
detekovatelny v pozdnich fazich vyvoje (Sestitydenni rostliny - Sahi, Cifrova et al., 2017) ¢i
ve stresovych podminkdch (pomalejsi obnova bunéfné stény po jejim odstranéni

v protoplastech).

5.3 Molekularni mechanismus

Rozlozeni a orientace kortikalnich mikrotubuli pod plazmatickou membranou
predstavuji pro CESA komplexy vzor, podle kterého se CSC pohybuji membranou (Paredez
et al., 2006). Pti plsobeni inhibitord mikrotubulil rostou burky vice izotropicky (Baskin et
al., 1994), nebot’ CESA komplexy se pohybuji dale, ale jejich lokalizace na PM je ndhodna.
Mikrotubuly tak zcela zasadné ovliviiuji tvarovani bunééné stény. Bylo jiz zjisténo, ze CSC
kopirovani polohy mikrotubull je zajiSténo interakci CSI1 proteinu s mikrotubuly a CSC
(Lei et al., 2012). VétSina mutantt gent tiidy DISTORTED ovliviuje organizaci MT
(Schwab et al., 2003). Aktinova mikrofilamenta mohou in vivo ovliviiovat chovani
mikrotubult (Sampathkumar et al., 2011), orientaci MT i dorucovani CSC na PM
(Sampathkumar et al., 2013). Bylo jiz identifikovano nékolik proteinli interagujicich jak
s MT, tak s MF, napftiklad kinesiny (Deeks et al., 2010) a forminy (Deeks et al., 2010; Li et
al., 2010; Wang et al., 2013). Havelkova et al. (2015) zjistili, ze také podjednotka ARPC2
ARP2/3 komplexu se dokaze vazat na mikrotubuly, pficemz komplex je poté hypoteticky

schopen soucasné interakce jen s decefinym aktinovym vlaknem, které nukleoval.

Pozoruhodné bylo zjisténi, Ze obé slozky cytoskeletu jsou asociovany s
SmaCCs/MASCs (Sampathkumar et al., 2013). SmaCCs/MASCs jsou kompartmenty
v kortikalni a subkortikalni vrstvé obsahujici CESA proteiny, které pravdépodobné funguji
jako véacky skladujici internalizované CESA ¢i pro dopravu CESA na PM (Crowell et al.,
2009; Gutierrez et al., 2009). S mikrotubuly SmaCCs/MASCs kolokalizuji predevSim za
podminek  osmotického stresu ¢i  inhibice celuléozy a asociovany byly
SmaCCs/MASCs Golgiho vacky, které se pifemistuji podél aktinového cytoskeletu
(Akkerman et al., 2011; Crowell et al., 2009; Gutierrez et al., 2009). Defektni organizace

aktinového cytoskeletu mize zpusobit nizsi rychlost vacki z Golgi obsahujici CESA a
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akumulaci vackl z Golgiho aparatu, se kterymi SmaCCs/MASC interaguji, coz ovliviiuje

miru doru¢ovani CSC na membranu (Sampathkumar et al., 2013).

SmaCCs/MASC jsou také asociovany s CSII, ktery zprosttedkovava interakci MT
s CSC (Lei et al., 2012, 2013; Li et al., 2012b). csi/ mutanti maji vyrazn¢ niz$i rychlost
CESA komplexti na PM, jejich trajektorie nesouhlasi s polohou mikrotubulti pod PM, oproti
WT obsahuji méné celuldozy a projevuji se fenotypem souvisejicim s nizkym obsahem
celulozy (Crowell et al., 2010, Lei et al., 2012). Nabizi se tedy moznost, Ze nizsi rychlost
CESA komplexti v hypokotylech arp2 a arpc5 mize byt zpiisobena skrze celou fadou
interakci mezi defektnim aktinovym cytoskeletem a mikrotubuly. Je vSak potieba si
uvédomit, ze ARP2/3 komplex ziejmé ovliviiuje mechanismus ptimo na PM, protoze d&je

v cytoplazmé nemaji na rychlost CSC v PM vliv.

Vzhledem ke schopnosti ARP2/3 komplexu navézat se na mikrotubuly (Havelkova et
al., 2015), které se vazi k CSC na PM pies CSI1 (Lei et al., 2012) a vzhledem k potiebé CSI1
pro tvorbu SmaCCs/MASC (Lei et al. 2015), které mohou byt ovlivnény aktinovym
cytoskeletem, je mozné, Ze nizsi rychlost CSC sledovanych arp mutanti komplext je
zpusobena vlivem ARP2/3 komplexu ¢i aktinu nukleovaného ARP2/3 komplexem na CSI1
proteiny. Do budoucna by bylo jisté zajimavé pozorovat chovani CSC v arp mutantech se
soucasnou vizualizaci CSI1 a mikrotubull. Bringmann et al. (2012) také navrhli moznost
regulace CSC aktivity skrze CSI1 protein, nebot’ se vaze na katalytickou doménu CESA.
Dosud vs§ak nebylo ovéfeno, zda a jak je chovani a distribuce CSI1 proteinu v arp mutantach
ovlivnéno. Protoze se CSII proteiny asociované s CSC pohybuji podobnou rychlosti jako
CESA komplexy, je pravdépodobné, Ze by v arp mutantech byla také zjiSt€na nizsi rychlost
CSI1 proteintl, a pravé to by mohlo zptisobovat sniZeni rychlosti CESA komplexu. Mutanti
bez funkcéniho CSI1 se vyznacuji nizsi rychlosti CESA komplext, pfitom ale nebyla
ovlivnéna hustota YFP-CESA6 na PM (Lei et al., 2015). Za ptedpokladu, ze by ARP2/3
komplex ovliviioval mnozstvi CSI1 asociovanych s MT a CSC, mohlo by to zptisobovat
nedostatek CSI1 pro vazbu CSC k MT a neasociované CSC by se kviili tomu mohly
pohybovat pomalejSi rychlosti. Pochopitelné mtize existovat také dosud neobjeveny
mechanismus, kterym ARP2/3 komplex ovlivituje CSC na membrané — napiiklad néjaka

dalsi propojovaci molekula.

62



6 Shrnuti

Bunécéna sténa je jiz dlouho zkoumanym fenoménem v rostlinné butice, stale vSak neni
objasnéno mnoho otazek, které se k ni vztahuji. Tato prace zkouma moznou ulohu ARP2/3
komplexu v syntéze celulozy bunécné stény, nebot’ bylo zjisténo, ze mutanty ARP2/3
komplexu mimo dalSich postihti obsahuji v dosp€losti méné celulozy, vice pektini a jejich
bunécné stény jsou tenci a méné lignifikované (Sahi, Cifrova et al., 2017). Diplomova prace
byla zaméfena na porovnani rychlosti CESA komplexti mezi mutanty arpc3, arp2 a WT a
doplnéna byla o pozorovani protoplasti arpc5 a WT obnovujicich celuldzni sit” bunécné

stény.

Rychlost CESA komplexti byla hodnocena v buiikach etiolovanych hypokotylt
pomoci analyzy kymogramii. Bylo zjisténo, Zze arpc5 a arp2 mutanti maji signifikantné
pomalejsi CESA komplexy primarni bunécné stény oproti WT. Regenerace arpcs
protoplastt byla také vyhodnocena jako pomalejsi. Nizsi rychlost CESA komplext u arp2 a
arpc5 mutantnich rostlin je dalsim diikazem zapojeni ARP2/3 komplexu do tvorby bunééné
stény, ale neni dosud znam mechanismus, kterym ARP2/3 komplex celul6zasyntazy

ovliviyje.
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