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1. Abstrakt

V eukaryotickych  bunkach jsou mikrotubuly nukleovany a organizovany
prostfednictvim proteinové struktury nazyvané centrum organizujici mikrotubuly. Napfi¢
eukaryotickymi organismy existuje velka diverzita ve struktufe a morfologii téchto struktur.
Mezi nejznaméjsi konkrétni centra organizujici mikrotubuly, tedy takova centra, kde jsou
mikrotubuly nukleovany pouze z jednoho nebo dvou mist v buice, patii zivo¢iSny centrozom,
kvasinkové polarni télisko d€liciho vieténka a bazélni téliska bicikového aparatu. V buiikach
vysSich rostlin jsou tato konkrétni centra organizujici mikrotubuly nahrazena rozptylenymi
centry, nebot’ jsou zde mikrotubuly nukleovany z vice mist rozptylenych v bunce. Konkrétni
centra organizujici mikrotubuly se v buinikdch suchozemskych rostlin vyskytuji jen ziidka.
Mezi tato konkrétni centra patii bicentrioly a blefaroplasty davajici vznik lokomoc¢nimu
aparatu pohyblivého spermatozoidu mechorostli, kapradorostdi, cykasti a jinanu. Dal§im
typem konkrétniho centra organizujiciho mikrotubuly u mechorostii jsou polarni organizatory,

povrch jaderné membrany a povrch plastidu v mitotickych i meiotickych bunkach.

Kli¢ova slova: mikrotubuly, MTOC, rostliny, evoluce, y-tubulin, centrozom, SPB, bazalni

télisko, blefaroplast

Abstract

In eukaryotic cells, microtubules are nucleated and organized by protein structures
called microtubule-organizing centers. There is a great diversity in structure and morphology
of these structures in eukaryotic organisms. Animal centrosome, yeast spindle pole body and
basal bodies of flagellar apparatus are the best known types of so called focused microtubule-
organizing centers, where microtubules are nucleated from one or two concrete sites in the
cell. These focused microtubule-organizing centers are replaced by diffuse centers in higher
plant cells, which means that microtubules are nucleated from dispersed nucleation sites.
Focused centers are rarely found in land plant cells. These focused centers comprise
bicentrioles and blepharoplasts, which give rise to the locomotory apparatus of motile
spermatozoid of bryophytes, pteridophytes, cycads and Ginkgo. Another types of focused
microtubule-organizing centers in bryophytes are polar organizers, and the nuclear and the

plastid envelopes in mitotic and meiotic cells.

Key words: microtubules, MTOC, plants, evolution, y-tubulin, centrosome, SPB, basal body,

blepharoplast



2. Uvod

Nukleace a organizace mikrotubuli v eukaryotnich buiikach je esencidlni pro fadu
bunécnych procesi, z nichz hlavni je bunééné déleni a diferenciace. Tuto ulohu nukleace a
organizace mikrotubulll zastdva struktura zvand centrum organizujici mikrotubuly, kterd se
béhem evoluce eukaryotnich organizmil rozriiznila a vytvofila tak rizné typy v odlisnych
organismech. Nejzndméj$imi a nejlépe prostudovanymi centry organizace mikrotubulll jsou
bazalni téliska, polarni télisko vieténka a centrozom. VétSina suchozemskych rostlin tyto
struktury nevytvari. Protoze vSak rostlinné buiiky vyuzivaji mnoho mikrotubuldrnich struktur,
dlouho fesenou otdzkou bylo, jak jsou tyto struktury u rostlin nukleovany. S objevem y-
tubulinu bylo mozno pochopit nukleaci rostlinnych mikrotubull, jez je nezavisla na
konkrétnim centru organizujictho mikrotubuly typu centrozomu. Konkrétni centrum
organizujici mikrotubuly vytvaii pouze mald ¢ast suchozemskych rostlin v nékterych fazich
svého zivotniho cyklu. V této praci se vénuji definici centra organizujiciho mikrotubuly a

popisuji vyskyt riznych typt téchto center u zvlast¢ suchozemskych rostlin.

Cile této prace jsou:
1. Definovat centrum organizujici mikrotubuly a popsat jeho rizné typy
v eukaryotnich organismech s ohledem na nejlépe prostudované struktury.
2. Shrnout poznatky ziskané v dostupné literatuie tykajici se centra organizujiciho
mikrotubuly v buikdch suchozemskych rostlin s ohledem na evoluéni vyvoj

nukleace mikrotubuld.



3. Definice a funkce centra organizujiciho mikrotubuly

Mikrotubuly jsou jednou ze tfi hlavnich slozek cytoskeletu v eukaryotnich bunkéch.
Jsou to duté trubky o priméru 25 nm, které se skladaji za- a B- tubulinovych dimeri.
Mikrotubuly jsou dynamicka struktura, kterd ma schopnost rychlé polymerace a
depolymerace. Ve vsech eukaryotnich buiikdch jsou mikrotubuly nukleovany proteinovym
komplexem obsahujicim y-tubulin (Moritz a kol., 1995; Zheng a kol., 1995). Mikrotubuly
vytvafeji polarizovanou strukturu, jejiz polarita je dana orientaci mikrotubuld vzhledem
k jejich nuklea¢nimu pocatku. Mikrotubuly jsou svym minus koncem ukotveny ve svém
nuklea¢nim pocatku a plus koncem vybihaji do cytoplasmy. Mikrotubuly maji mnoho funket,
mezi které patii bunécny pohyb, udrzeni tvaru bunck, fagocytdza, transport vackl, bunécna
polarita a bunécné déleni.

Centrum organizujici mikrotubuly (microtubule-organizing center, MTOC) je
proteinova struktura, jejiz hlavni funkci je nukleace a organizace mikrotubuli. Nez se vsak
za¢nu vénovat problematice MTOC, je tfeba, vzhledem k neustalené terminologii a riznému
pouziti odliSnych termint v literatufe, definovat terminy pouzité v této praci. Pojmem
konkrétni MTOC je mysleno takové MTOC, které ma jedno nebo vice fyzickych ohnisek,
kterd vyhradné nukleuji a organizuji mikrotubuly v buiice. Piikladem takového MTOC jsou
bazalni t¢liska, polarni télisko délictho vieténka nebo zivocdisny centrozom. Naopak
rozptylené MTOC piedstavuje zpisob nukleace mikrotubulli, ktery neni vazan na existenci
konkrétni jedné ¢i dvou struktur v buiice, ale mikrotubuly jsou nukleovany z mnoha
makromolekularnich komplexti rozptylenych v bunice. Piikladem rozptyleného MTOC je
zpisob nukleace mikrotubult u vyssich rostlin.

Ve vétSin€ eukaryotnich bunék jsou mikrotubuly organizovany z jednoho nebo vice
mist. Ackoli centrozom, jedno z nejlépe prozkoumanych konkrétnich MTOC, byl jakozto
velka bunééné struktura popsan jiz v roce 1876 diky pozorovani ve svételném mikroskopu,
funkéni popis MTOC jako misto organizace mikrotubuld byl uc¢inén az téméf o sto let pozde¢;ji.
To souvisi hlavné stim, ze centrozom, jakozto velka ultrastruktura byl v bunikach dobie
viditelny i bez vyuziti elektronového mikroskopu. Mikrotubuly, které ptedstavuji struktury
vyrazné¢ mensi, nez je centrozom, byly popsany az s vyuzitim elektronového mikroskopu
vroce 1953 (De Robertis a Franchi, 1953). MTOC byla popsana nezavisle v nékolika
v zivo€iSnych bunkdch (microtubules initiating sites; Porter, 1966), orientaéni centra
v zivo€iSnych bunikach (orienting centers; Inoué a Sato, 1967), mikrotubuly nuklea¢ni centra

(microtubules nucleating centers) v ektodermalnich bunkach blastuly jezovky (Tilney a
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Goddard, 1970), centra mikrotubuli (mikrotubule centers) v zivoc¢isSnych bunkach (Tilney,
1971), generatory mikrotubuli (mikrotubule generators) v isolovaném ustnim aparatu
Tetrahymeny (Wolfe, 1972). Termin centrum organizujici mikrotubuly (MTOC) jako prvni
pouzil J. D. Pickett-Heaps (Pickett-Heaps, 1969). MTOC rostlinnych bunék oznacil za
ndifuzni, ziejm¢ amorfni, osmifilni (barvitelnou oxidem osmicelym) materiadl bez jasného

obrysu®, ze které¢ho vyrtstaji mikrotubuly.

4. Diverzita center organizujicich mikrotubuly

MTOC je bunécnd struktura, u které doslo béhem evoluce k jejimu rozriznéni a
vytvoieni riznych typa u odliSnych eukaryotnich organismti. Béhem vyvoje téchto organismu
jejich zjednoduseni. Evolu¢né nejstarsi MTOC je bazélni télisko bi¢ikového aparatu, které
bylo pravdépodobné ptitomné jiz u prvnich eukaryotnich bun¢k. Strukturné jednodussi
MTOC vyssich hub nebo tplna ztrata konkrétniho MTOC a jeho transformace na rozptylené
MTOC u vyssich rostlin je odvozeny stav (Azimzadeh a Bornens, 2004).

Ackoliv maji MTOC v riznych organismech odliSnou strukturu, jejich funkce jsou
viceméné shodné, a to kontrolovat nukleaci a tedy vystavbu mikrotubuldrnich struktur. Taktéz
molekulové slozeni zlstdva spiSe konzervované. Hlavni konzervovanou nukleacni
komponentou vSech MTOC je protein y-tubulin, a proto je jeho lokalizace v bunce dilezitym
voditkem pro studium MTOC (detailné viz kap. 6.2.2) . Velka diverzita MTOC eukaryotnich
organismi vychazi pravdépodobné z faktu, Ze mikrotubuly, a¢ konzervované struktury, jsou
usporadavany a organizovany odlisnymi zplsoby v riznych bunkach a v zavislosti na rtiznych
funkcich mikrotubuli.

V této kapitole se zamétim zejména na nejlépe prostudovana MTOC, tedy na bazalni

téliska, spindle pole body a centrozom.

4.1 Bazilni téliska

Bazélni téliska (basal bodies, BB) neboli kinetozomy bi¢ikového aparatu jsou
evoluéné nejstarsi MTOC. Bazdlni téliska a s nimi asociovany bi¢ik byly pravdépodobné
ptitomny jiz v poslednim spole¢ném piedkovi eukaryotickych buné¢k (last eukaryotic common
ancestor, LECA; Cavalier-Smith, 1978).

Eukaryoticky bicikovy aparit je mikrotubuldrni systém, nachazejici se u vétSiny
eukaryotickych organizmti, a jeho pfipadnd ztrata je sekundarni jev. Bi¢ikovy aparat ma tfi

zékladni funkce: pohyb, bunécné déleni a smyslové vnimani (Azimzadeh a Bornens, 2004).
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Bicikovy aparat se skladd ze dvou nebo vice bazélnich télisek, kterd ukotvuji axonemu,
mikrotubularni jadro bi¢iku ¢i fasinky, a organizuji pohyby bicCiku nebo fasinky (Andersen a
kol., 1991; Yubuki a Leander, 2013). Bicik je stabilni populaci mikrotubulli, nepodléha tedy
dynamické pirestavbé mikrotubulll. Bazélni télisko kromé& mikrotubuli bi¢iku nebo fasinky
organizuje také cytoplazmatické mikrotubuly. Mikrotubuly bi¢iku nebo ftasinky vybihaji
z distalni Casti bazalniho téliska, naopak proximalni cast bazalniho téliska davd vznik
kotenim bazalniho téliska, které pokracuji dale do bunky jako cytoplazmatické mikrotubuly.
Tyto koteny bazalniho téliska ukotvuji bazélni télisko a spolu s nim i bi¢ik v cytoplazmé
(Gibbons, 1961).

Bazalni tclisko je struktura tvofena deviti trojicemi do kruhu usporadanych
mikrotubuld (Obr. 1 A). Déle od baze biciku se méni struktura bazalniho téliska na strukturu
zvanou kolo u vozu (cartwheel), protoze jeji tvar skutecné pfipomina osu a paprsky kola (Obr.
1 B). Déle se struktura méni na axonemu bi¢iku. Axonema je membranou obaleny svazek
mikrotubuld uvnitf bi¢iku nebo fasinky, ktery ma strukturu deviti dubleti mikrotubull
napojenych na vnéjsi a vnitini dyneinova ramena, usporadanych kolem centralniho dubletu
mikrotubult (Carvalho-Santos a kol., 2011; Obr. 1 C). Stejné jako u ostatnich MTOC
konkrétnich 1 rozptylenych 1 bazdlni télisko je asociovdno s y-tubulinem, ktery je
univerzalnim nuklea¢nim proteinem mikrotubuld (Liang a kol., 1996).

Bazalni téliska maji odlisny generacni piivod. Jedno bazalni télisko, oznaCované jako
bazalni télisko 1 (B1) je star$i, vznikd béhem piedchoziho cyklu bunééného déleni a pochdzi
z matetské bunky. Druhé télisko vytvofené beéhem S faze soucasného bunééného cyklu, je

mladsi a oznacuje se jako bazalni télisko 2 (B2) (shrnuto v Yubuki a Leander, 2013).

4.2 Spindle pole body

Polarni télisko vieténka (spindle pole body, SPB) je centrum organizujici mikrotubuly
v kvasinkovych bunikach. SPB je vicevrstva cylindricka organela skladajici se ze tii vzajemné
propojenych desek. Vnégjsi deska je orientovana k cytoplazmé bunky a je asociovana
s cytoplasmatickymi mikrotubuly. Vnitini deska, asociovana sjadernymi mikrotubuly, je
orientovana do nukleoplasmy. Centralni deska ukotvuje SPB pomoci dvou hdkovitych
vybézkli v jaderné membrané. Jedna cast centrdlni desky vybiha ve strukturu spojenou
s oblasti jaderného obalu, nazvanou polovi¢ni mistek (half-bridge, HB). HB je misto tvorby
nového SPB béhem bunééného cyklu (Byers a Goetsch, 1975; Obr. 2). Mezi vnéjsi a centralni
deskou se navic nachdzi dvé vrstvy nazvané prvni stiedni vrstva a druha stfedni vrstva. HB je

také vicevrstevna struktura sestavajici ze dvou na sebe navazujicich desek a dalsi vrstvy na
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cytoplazmatické strané¢ HB, kterd je asociovana s centralni deskou a druhou stfedni vrstvou

(Jaspersen a Winey, 2004).

Obr. 1 Schematlcke nakresy struktur biciku (Dawe a kol 2007) a k nim deVlda_]ICI snimky z elektronoveho
mikroskopu (Gibbson a Grimstone, 1960). (A) Na bazi bi¢iku se nachazi bazalni télisko tvofené deviti
triplety mikrotubuld. (B) Déle od baze biciku se nachazi struktura zvanad kolo u vozu (cartwheel) tvorena
centralni osou a paprsky. (C) Nejdale od baze bic¢iku se nachazi axonema. Axonema je membranou obaleny
svazek mikrotubult, ktery ma strukturu deviti dubletti mikrotubulli napojenych na vnéjsi a vnitini dyneinova
ramena, uspofadanych kolem centralniho dubletu mikrotubulti.

(a) kolo u vozu, (b) vnéjsi dyneinova ramena, (c) radialni paprsek, (d) centralni par mikrotubuld, (e) vnitini
dyneinova ramena, (f) vné&jsi dublet mikrotubuld.

SPB jsou po celou dobu bunééného cyklu kvasinkové buiky uloZeny na jaderném
obalu, odkud organizuji mikrotubuly v bunice. Malé mnozstvi SPB je lokalizovano i na
plasmatické membrané (Knop a kol., 1999; Jaspersen a Winey, 2004).

Jednou z funkci SPB je udavat mikrotubuliim polaritu tim, Ze vaZe minus konec
mikrotubuld, zatimco plus konec vybiha do cytoplasmy nebo nukleoplasmy. SPB organizuje
dva druhy mikrotubuld, jaderné a cytoplazmatické. Jaderné mikrotubuly, vybihajici z vnitini
desky SPB, formuji béhem mitozy délici vieténko a segreguji chromosomy. Cytoplasmatické
mikrotubuly, asociované s vn¢jsi deskou a HB, vybihajici ke kortexu buiiky, jsou nezbytné
pro karyogamii, ureni pozice jadra a orientaci déliciho vieténka (Jaspersen a Winey, 2004).

Hlavni slozkou SPB, zodpovédnou za nukleaci mikrotubuld je y-tubulin (Oakley a
kol., 1990; Horio a kol., 1991). SPB stejn¢ jako centrozom obsahuje y-tubulinové komplexy

(y-tubulin ring complex, y-TuRC), ovSem na rozdil od centrozomu nejsou soucéasti SPB



centrioly (Balczon, 1996). Kromé¢ y-TuRC obsahuji buiiky kvasinek i y-tubulinovy maly
komplex (y-tubulin small complex, y-TuSC). y-TuSC kvasinky Saccharomyces cerevisiae
obsahuje dva proteiny nukleujici mikrotubuly, Spc98 a Spc97 (Jaspersen a Winey, 2004).
Tyto dva proteiny maji své ortology i v y-TuSC nukleujicich mikrotubuly v jinych
eukaryotnich organismech.

Duplikace SPB probiha ptfed mitézou, béhem niz slouzi SPB jako organizator
mikrotubult déliciho vieténka. Béhem G1 faze bunécéného cyklu dochazi k elongaci HB a
sestaveni satelitu, ktery je pravdépodobné prekurzorem budouciho dcefiného SPB. Po
duplikaci SPB jsou nova SPB stale spojend prostiednictvim dvou polovi¢nich mustki, které
se vtéto fazi nazyvaji mistek. Mustek je pred S fazi bunécného cyklu rozdélen na dva
poloviéni mistky a tim dochézi k oddéleni matefského a dcefiného SPB. Matetské a dcefiné
SPB slouzi béhem nasledujici mitézy jako organizatory mikrotubulii na opacnych poélech
déliciho vieténka a po cytokinezi se rozdéli do dvou dcefinych bunék (Jaspersen a Winey,

2004; Knop a kol., 1999).

cytoplasma
CM—

op —

P

IP———>
NM—

jadro

Obr. 2 (A) Schematicky nakres polarniho téliska déliciho vieténka (spindle pole body, SPB). (B) Snimek
z elektronového mikroskopu zachycujici SPB a jeho strukturu v kvasinkové bunce. NE (nuclear envelope),
jaderny obal; OP (outer plaque), vnéjsi deska; CP (central plaque), centralni deska; IP (inner plaque), vnitini
deska; HB (half bridge), polovicni mistek; NM (nuclear microtubules), jaderné mikrotubuly; CM
(cytoplasmic microtubules), cytoplazmatické mikroubuly; IL1 (inner layer 1), vnitini vrstva 1; IL2 (inner
layer 2), vnitini vrstva 2. Pfevzato z Knop a kol. (1999) a Jaspersen a Winey (2004)

4.3 Centrozom
Centrozom je MTOC v zivocisnych bunkach. Poprvé byl popsan vroce 1876
Edouardem van Benedenem, ovSem slovo centrozom pouzil némecky biolog Theodor Boveri

az v roce 1901 (Preble a kol., 2000).
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Zivogisny centrozom je evoluén& odvozen ze struktury bazalniho téliska. Azimzadeh a
Bornens navrhuji, Ze k tomuto odvozeni mohlo dojit pfi vzniku mnohobunécného organismu
v kolonidlnich agregatech. V¢étSina samostatnych buncék obsahovala bazdlni téliska
organizujici bi¢ik a kortikalni mikrotubularni sit’, byla tedy schopna pohybu a smyslového
vnimani. Kdyz se kolonie bunék vice sjednotila, buiiky se staly na sobé vzajemné zavislé,
nekteré ztratily bi¢ik a mohlo dojit k jejich specializaci a vytvofeni novych struktur a funkci.
Bazalni téliska migrovala do stfedu buiiky, kde se preménila na centrioly a dala tak vznik
centrozomu, kterému zustala zachovdna funkce dé¢leni jadra. Ostatni pluvodni funkce
bi¢ikového aparatu ziskaly jiné struktury, pfevazné aktinovy cytoskelet. Kortikalni
mikrotubularni sit’ se zménila na cytoplazmatickou (Azimzadeh a Bornens, 2004). V evoluci
prosel centrozom mnoha riznymi variacemi, které jsou spojené s osudem axonemy. Kdyz
piestane byt axonema pln¢ funkéni, zméni se struktura bazélniho téliska na singletovou nebo
dubletovou jako je tomu u nékterych skupin naptiklad ¢lenovcet a hlistic. Kdyz dojde k tplné
ztraté¢ axonemy, dojde i ke ztraté bazalniho téliska a vytvoreni odliSnych centrozomalnich
struktur, jako je SPB (Bornens, 2012).

Centrozom organizuje dva druhy mikrotubuli, mikrotubuly dé¢liciho vieténka
v mitotickych buiikdch (Obr. 3 B) a cytoplazmatické mikrotubuly v interfaizovych buiikach
(Obr. 3 A). Funkce centrozomu jakoZzto organizatoru mikrotubuli déliciho vieténka je spjata
s jeho duplikaci, kterou se budu zabyvat nize. V interfazi bunééného cyklu se centrozom
zivo¢iSnych bunék nachazi v buiice pobliz jadra. Z centrozomu vybihaji smérem do
cytoplasmy mikrotubuly, které¢ jsou orientovany svym minus koncem k centrozomu a plus
koncem do cytoplazmy buiky. Cytoplazmatické mikrotubuly maji v zivo¢isné buice mnoho

funkci, mezi které patii transport vackl, udrzeni tvaru bunék, fagocytdza nebo pohyb bunék.

centrosom "
poly mitotického
A B vieténka

Obr. 3 Schematicky nakres dvou mikrotubularnich struktur organizovanych centrozomem v zivociSnych
buiikdch. (A) Buika v interfazi bunécného cyklu. Centrozom se nachazi pobliz jadra a organizuje
cytoplazmatické mikrotubuly, které jsou v ném ukotveny svym minus koncem a plus koncem vybihaji do
cytoplazmy buiiky. (B) Bunka prochazejici mitézou. Centrozom se duplikoval a organizuje mikrotubuly
déliciho vieténka na opacnych polech bunky. Pievzato z Alberts a kol. (2005)
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Centrozom obsahuje dvé centrioly (Obr. 4 A) a diferenciovanou cytoplasmu, zvanou
pericentriolarni material (PEM). Centrioly jsou cylindrické struktury, slozené z deviti tripleta
mikrotubuld, centrdlni osy a paprskil, podobné struktute bazélniho téliska nebo vozového kola
(Obr. 4 B, C). V zivocisnych buiikéach si centrioly zachovaly schopnost konverze na bazalni
téliska a také schopnost byt templatem pro tvorbu bi¢iku nebo tasinky (Azimzadeh a Bornens,
2007). Pericentriolarni material je organizovana struktura, neni tedy amorfni, jak se diive
myslelo. Hlavnimi proteinovymi slozkami PEM je y-tubulin, pericentrin a ninein. Kdyz byly
centrioly a PEM separovany, ukazalo se, ze pericentrioldrni material je zodpovédny za
nukleaci mikrotubuld (Preble a kol., 2000).Funkce centriol je ovSem nejasnd. Je zndmo, ze
jsou centrioly schopné konvertovat na bazalni téliska a vytvofit bicik, naptiklad ve
spermatozoidu rostlin nebo v bunikach zelené fasy Chalmydomonas reinherdtii, pti pfechodu
prvokl z améboidni na bic¢ikatou fazi i v bunikkach hlistice Caenorhabditis elegans. OvSem
nukleace mikrotubulll je na centriole nezavisla. Hlavni nuklea¢ni komponentou centrozomu je
stejn¢ jako u SPB protein y-tubulin (Stearns a kol., 1991; Zheng a kol., 1991). Mikrotubuly
jsou centrozomem nukleovany pomoci y-TuRC (Obr. 5). y-TuRC je lokalizovan
v pericentriolarnim materidlu  obklopujicim centrioly a ukotvuje tak mikrotubuly
v centrozomu jejich minus koncem, zatimco plus konce vybihd do cytoplazmy buiiky (Obr.
6). y-TuRC kromé nékolika kopii y-tubulinu obsahuje i dal$i proteiny a tvoii tak velkou
proteinovou strukturu. Naptiklad Dgrip84 a Dgrip91 jsou proteiny se schopnosti nukleovat
mikrotubuly obsazené v y-TuRC octomilky Drosophila melanogaster. Tyto dva proteiny jsou
ortology kvasinkovych proteini Spc98 a Spc97 (Oegema a kol., 1999). y-tubulin je pfitomen

4

béhem celého bunécného cyklu v cytoplazmé bunky blizko centriol. Kromé y-TuRC byl

Obr. 4 (A) Centrozom zivocisné bunky tvofeny dvéma centriolami (Bornens, 2012). Matetska centriola (MC)
odlisujici se od dcefiné centrioly (DC) svou velikosti a existenci dvou sad deviti ptivésktl mikrotubuli na
distalnim konci (Sipky). (B) Snimek z elektronového mikroskopu zachycujici strukturu centrioly (Gonczy,
2012). Na snimku je patrnych devét tripletd mikrotubulti, centralni osa i paprsky. (C) Schématicky obrazek
struktury zralé centrioly (Gonczy, 2012). Struktura je tvofend deviti triplety mikrotubulii (microtubules),
centralni osou (central hub) a paprsky (spokes).
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proteiny Dgrip

Obr. 5 Schematicky nakres y-tubulinového prstencového komplexu (y-TuRC), ktery je zodpoveédny
za nukleaci mikrotubulti v burikach zZivoc¢ichid. y-TuRC se sklada z podjednotky nazvané y-tubulinovy
maly komplex (y-TuSC). y-TuSC je tvofen y-tubulinem a proteiny z rodiny Dgrip. Proteiny Dgrip 84
a Dgrip 91jsou schopné nukleovat mikrotubuly. Pfevzato z Moritz a kol. (2000)

v kvasinkovych bunkéch a bunikach Drosophila melanogaster objeven i y-TuSC, ktery je také
schopny nukleovat mikrotubuly a mohl by snad byt prekursorem y-TuRC.

Vsechny dcetiné buiiky musi od buniky matetské ziskat jeden centrozom sestavajici ze
dvou centriol. K tomu je nezbytna duplikace centrozomu. Tento proces je zah4jen na prelomu
Gl a Sfaze a je kompletné ukoncen v G2 fazi, tedy pred zahdjenim mitdzy. Duplikace
centrozomu probihd ve tiech hlavnich krocich: ztrata orientace, elongace a separace. Béhem
duplikace centrozomu musi nejdiive dojit ke ztraté orientace centriol, tedy ke zméné
vzajemné kolmého postaveni dvou centriol v centrozomu a jejich uvolnéni od sebe. To se déje
béhem G1 faze bunécného cyklu. Na pocatku S faze je iniciovano vytvoreni procentriol
kolmo na matefské centrioly. Déale v pozdni S fazi dochézi k elongaci procentriol a jejich
pfeméné¢ na dcefiné centrioly. Posléze dochazi k zrani dcefiné centrioly pavodniho
centrozomu a vytvoreni nové matetské centrioly. V profazi nasledujici mitézy dovoluje
separace dvou novych centrozomt tvorbu bipolarniho déliciho vieténka na opacnych polech
buiiky (shrnuto v Azimzadeh a Bornens, 2007). Po bunééném déleni obsahuji dcetiné buiky
jeden centrozom se dvéma odliSnymi centriolami. Zrala matetska centriola je odliSitelna podle
dvou sad deviti pfivéskt mikrotubulii na svém distalnim konci, které ji ukotvuji v plazmatické
membrané a vazi k ni mikrotubuly. Dcefina centriola, vytvofena béhem predeslého bunécného

déleni, je nezrala a mens$i nez matei'ska (Azimzadeh a Bornens, 2007).
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Obr. 6 Schéma usporadani y-TuRC na centrozomu v zivocisnych buiikach. Centrozom se sklada ze dvou
centriol a pericentriolarniho materidlu, ktery obsahuje y-TuRC. V y-TuRC jsou ukotveny mikrotubuly
svym minus koncem a plus koncem vybihaji do cytoplasmy. Pfevzato z Alberts a kol. (2005)

5. Centrum organizujici mikrotubuly u suchozemskych rostlin

Rostlinné cytoplasmatické mikrotubuly jsou singletové mikrotubuly, bézné sestavajici
z tiinéacti protofilament. U vysSich rostlin se dubletové a tripletové mikrotubuly, které jsou
zéakladni strukturou bazalniho téliska/centrioly a bi¢iku, vétsinou nevyskytuji, a pokud ano jde
o docasné struktury, které se nedédi, ale vznikaji de novo. Ptechod na fotosynteticky zpiisob
vyzivy a vytvofeni pevné bunécné stény znamenalo ztratu bi¢ikového aparatu, jenz je dilezity
pro fagotroficky zplisob vyzivy a motilitu bunky (Azimzadeh a Bornens, 2004). Vyssi rostliny
proto nazyvame acentrozomalni organismy. Rostlinnd morfogeneze je nicméné spjata
s velkym mnozstvim rtiznych mikrotubularnich struktur, které v prabéhu bunééného cyklu
rostlinnd buiika vytvafi. Konkrétni MTOC je v buiikach vysSich rostlin nahrazeno existenci
mnoha mist se schopnosti nukleovat mikrotubuly s charakteristickou distribuci v rostlinné
buiice, které nazyvame disperznimi MTOC (Wasteneys, 2002) neboli (pro ucely této prace)
rozptylenymi MTOC. Zda se, ze pravé ztrata konkrétniho MTOC v prvnich suchozemskych
rostlinach byla hlavni udalosti, kterd vedla k migraci y-tubulinu do rznych ¢asti bunky. Tato
migrace y-tubulinu pak vedla k vytvofeni vice druhti mikrotubularnich struktur v rostlinnych
bunkach (Brown a Lemmon, 2007).

Vzhledem k tomu, Ze rostlinné MTOC nemaji charakter konkrétniho mista nebo
n¢kolika malo mist, kde jsou mikrotubuly nukleovany, a vzhledem k velkému poctu rtiznych
mikrotubularnich struktur vyskytujicich se v rostlinné butice byl v minulosti pokrok v poznéni

rostlinnych MTOC pomaly. Velmi dilezity pro vyzkum rostlinnych MTOC byl objev y-
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tubulinu, konzervované soucasti MTOC eukaryotnich bunck. Detekce vyskytu y-tubulinu
pomohla pochopeni principu nukleace mikrotubull v rostlinnych bunkéach.

U suchozemskych rostlin zahrnujicich mechorosty, kapradorosty a Cast
nahosemennych rostlin, které k rozmnozovani potiebuji pohyblivé bicikaté spermatozoidy,
nedoslo k uplné ztraté konkrétniho MTOC. Konkrétni MTOC jsou vytvarena jako prechodné
struktury ve specifickych fazich zivota buiiky; vegetativni buiiky u téchto rostlin postradaji
konkrétni MTOC nebo centrioly/BB a mikrotubularni struktury jsou nukleovany
z rozptylenych MTOC. Konkrétni MTOC vznikaji de novo az béhem poslednich buné¢nych
déleni predchazejicich formaci spermatozoidii béhem spermatogeneze, nebo jsou vytvaieny
docasné¢ pred mitotickym a/nebo meiotickym délenim (viz dale).

Struktura téchto MTOC u mechorostil, kaprad’orostli a ¢asti nahosemennych rostlin je
ovSem odli$né naptiklad od Zivocisného centrozomu. MTOC tvotené béhem spermatogeneze
zde obsahuji zpravidla velky pocet centriol, které se méni na bazalni téliska a organizuji
bi¢iky nebo fasinky. Struktura konkrétnich MTOC, vytvafenych béhem sporogeneze, ovsem
JiZz naznacuje evolucni posun smérem ke ztraté konkrétniho MTOC, nebot” meiotické délici
vieténko, jez je nukleovano znukleanich mist majicich charakter konkrétnich MTOC,
neobsahuji centriolu (acentriolarni MTOC; viz dale).

Existence pohyblivého spermatozoidu je dilezitym fylogenetickym ukazatelem.
Konkrétni MTOC piedstavované bazalnimi télisky, vyvijejicimi se z centriol, se vyskytuje ve
spermatozoidech mechorostii a kapradorostli, ale také cykasi a jinand. NejlepSim
vysvétlenim této fylogenetické distribuce je, Ze ke ztrat¢ bi¢iku u saméi gamety doslo u
suchozemskych rostlin dvakrat. Jednou v ramcinahosemennych rostlin po oddé¢leni
jehli¢nant a lianovcl od cykasi a jinand, a podruhé na bazi vzniku krytosemennych rostlin
(Bremer a kol., 1987; Obr. 7). Ke tfeti nezavislé ztraté bi¢ikového aparatu doslo ve skupiné
zelenych tas, konkrétné u Zygnematales. Ackoliv zelené tasy tvoti biCiky, Zygnematales
nikoliv (Hodges a kol. 2012). Konkrétni MTOC, které dava vznik bic¢ikli spermatozoidu,
vymizelo potom se vznikem jehli¢nant a krytosemennych rostlin, které maji spermatickou
buiiku jiz nepohyblivou a k jejimu dopraveni do vajicka byla vyvinuta pylova lacka (Marc,

1997).
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Obr. 7 Fylogeneze suchozemskych rostlin a ztrata MTOC. Ke ztrat¢ MTOC doslo dvakrat nezavisle na sob¢
(¢ervené hvézdy). Pii oddéleni jehli¢nant a lidnovcl od cykasl a jinant a pii vzniku krytosemennych rostlin.
Prevzato a upraveno z Hodges a kol. (2012)

Nez se za¢nu vénovat jednotlivym skupindm rostlin a jejich specifikim v tvorbé
konkrétnich MTOC, je tieba si definovat rizné faze bunééného a zivotniho cyklu rostlin.
Konkrétni MTOC rostlin se miZze vyskytovat ve tiech odliSnych typech bun¢k. Prvnim z nich
jsou bunky prochazejici standardni mitézou, dale buniky prochazejici sporogenezi, kde
meidzou dochdzi ke vzniku nepohyblivych spor a poslednim typem bun€k jsou bunky

prochézejici spermatogenezi, kdy vznika sam¢i pohybliva gameta.

5.1 Evoluce vyskytu centra organizujiciho mikrotubuly u suchozemskych rostlin

5.1.1 Rasy (Chlorophyta, Charophyta)

Rasy spolu se suchozemskymi rostlinami vytvaieji skupinu zvanou Viridiplantae. Do
této skupiny patii zelené tasy (Chlorophyta), paroznatky (Charophyta) a suchozemské
rostliny. Paroznatky a suchozemské rostliny tvoti skupinu Streptophyta. Podobnost bic¢iku u
paroznatek a suchozemskych rostlin pfispé€la k zavéru, ze suchozemské rostliny se vyvinuly

z predchiidce zelenych tas (Hodges a kol. 2012).
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Vétsina zelenych tas béhem Zzivotniho cyklu vytvari bi¢ik a bazalni télisko se dédi
z generace na generaci. Chlorophyta zahrnuji napiiklad rod Chlamydomonas, ktery vytvari
v bi¢ikaté fazi zivotniho cyklu dvoubicikaté buiiky, jejichz bic¢iky jsou organizovany dvéma
bazalnimi télisky. Tato bazalni téliska nevznikaji de novo, ale jsou b&éznou soucasti buiky
(Geimer a Melkonian, 2004).

Mezi paroznatky se fadi naptiklad Coleochaete ¢i Chara. V bic¢ikatych bunkach téchto
fas vznikaji bazalni tcliska de novo ze struktury zvané bicentriola (viz téz dale) béhem
procesu spermatogeneze. Bicentriola je tvofend dvéma centriolami k sobé orientovanym a
spojenymi svymi konci, ktera slouzi nejprve jako organizator déliciho vieténka a pozdé¢ji dava

vznik bazalnimu télisku organizujicimu mikrotubuly bi¢iku (Hodges a kol., 2012).

5.1.2 Mechorosty

Nejstarsi skupinou suchozemskych rostlin jsou mechorosty (Bryophyta) zahrnujici
jatrovky, hleviky a mechy.

Zivotnim cyklem mechorostil je rodozména, kde prevlada zeleny asimilujici gametofyt
(haploidni faze rodozmény). V gametofytu vznikaji mitézou gamety (gametogeneze). Samci
gamety jsou piedstavovany pohyblivymi spermatozoidy se dvéma bic¢iky a sami¢i gamety
jsou ptedstavovany nepohyblivou vaje¢nou buiikou. Po splynuti sam¢i a sami¢i gamety
vzniké sporofyt (diploidni faze rodozmény), ktery vyrista na gametofytu a je na ném zavisly.
Sporofyt produkuje spory, které vznikaji meidzou, jsou tedy haploidni (sporogeneze). Spory
vykli¢i v prvoklicek, ktery ddva vznik novému gametofytu.

Mechorosty vytvareji pét typickych mikrotubularnich struktur jako vyssi rostliny (viz
kap. 6.), kromé toho ale také docasn¢ vytvareji konkrétni MTOC, které se podili na organizaci
déliciho vieténka béhem mitdzy 1 meidzy. Mechorosty obsahuji nejvice variaci MTOC, mezi
néz patii centriolarni délici vieténko v bunikach prochazejicich spermatogenezi (jev, ktery lze
pozorovat téz u kapradin, cykasi a nékterych nahosemennych), dale povrch jaderné
membrany, a pro mechorosty typicky povrch plastidi v meiotickych bunkach a polarni
organizatory déliciho vieténka béhem mitdzy (shrnuto v Shimamura a Brown, 2004; Tab. 1).
Mechorosty jako posledni skupina v evoluci vytvaii konkrétni MTOC i mimo proces
spermatogeneze. Kapradorosty, cykasy a jinany jiz vytvaii konkrétni MTOC pouze béhem
spermatogeneze (viz kap. 5.2).

Mitotické vieténko v mitoze

Jatrovky organizuji mikrotubuly déliciho vieténka ve vegetativnich bunikach

prochézejicich mitdézou z acentriolarni sférické struktury oznacované jako polarni organizator
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(PO; Obr. 8 B, D; Brown a Lemmon, 1990). PO neni stalou buné¢nou strukturou, ale vznika
de novo pted mitozou na opacnych polech jadra a zanikd po metafazi. PO neobsahuje
centrioly, vytvaii vSak astralni strukturu podobnou Zivocisnému centrozomu (tzv. astralni
acentriolarni vieténko). Vytvofeni PO na opaénych polech bunky ptedchazi organizaci
predprofazového prstence (Brown a Lemmon, 2011) Tento mitoticky aparat je povazovan za
piechodny stav mezi zelenymi fasami a semennymi rostlinami.

Ve vegetativnich buiikdch mechii je MTOC a organizace mitotického déliciho
vieténka spojena s y-tubulinem asociovanym s jadernym obalem. Béhem mitozy se zde
vytvaii anastralni délici vieténko, které je nukleovano zrozptyleného MTOC spojeného
s jddrem (Brown a Lemmon, 2013).

Mitoza ve vegetativnich buiikdch hleviki je asociovédna s jednim plastidem, ktery se
v téchto bunkach nachazi. Povrch plastidu zde slouzi jako MTOC a svym délenim dava vznik
polarnimu délicimu vieténku (Brown a Lemmon, 2013).

Mitotické vieténko v meioze

K tvorbé spor mechorosti neboli sporogenezi dochazi prostfednictvim meiotického
zahrnuje organizaci mikrotubull skrze tfi konkrétni MTOC. V buiikdch mechii a hlevikl je
organizace mikrotubultl déliciho vieténka béhem sporogenze asociovana s plastidem (Tab. 1).

Tvorba spor v buiikach jatrovek probiha pomoci meiotického d€leni, pfi kterém muze
byt délici vieténko organizovano plastidem, poldrnimi organizatory i skrze jaderny obal
(Brown a Lemmon, 2013). Mechy a hleviky maji pouze jeden chloroplast v matetské butice
spor, ktery béhem bunécného déleni slouzi jako MTOC pro vytvoteni mikrotubuli déliciho
vieténka (Brown a Lemmon, 1997). Matetska bunka spor dava béhem déleni vznik Ctyfem
sporam, aniz by doslo k postupnému déleni na dvé spory, z matefské buiiky spor tedy vznikaji
jednim délenim rovnou Ctyii spory. Matetskd buiika spor obsahuje jeden plastid, ktery se
béhem profaze I meiotického déleni rozdéli na Ctyti plastidy. Tyto Ctyfi plastidy se rozmisti
do Ctyt polia buiiky, kde davaji vznik kvadripolarnimu délicimu vieténku (Obr. 8 A, C). Tento
systém se nazyva kvadripolarni mikrotubuldrni systém (QMS; Brown a Lemmon, 1997).

Dalsim konkrétnim MTOC v buiikdch mechorosti je bicentriola tvofend béhem

spermatogeneze (detailn¢ viz kap. 5.2).
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mitéza meioza
jatrovky PO PO, NE, P
mechy NE P
hleviky P P

Tab. 1 Druhy MTOC v buikach prochazejicich mitézou nebo meidézou u jednotlivych skupin kaprad’orostt.

Jatrovky maji v mitotickych buinikach mikrotubuly organizované polarnimi organizatory (PO). V meiotickych
bunkach mohou byt mikrotubuly organizovany PO, MTOC asociovanym s jadernym obalem (NE) nebo
MTOC predstavovanym plastidem (P). Mechy organizuji mikrotubuly v mitotickych buiikich MTOC
asociovanym s jadernym obalem, v bunikdch meiotickych pak MTOC asociovanym s plastidem. Hleviky

béhem mitdzy i meidzy vyuzivaji MTOC asociované s plastidem.

5.1.3 Kaprad’orosty (Pteridophyta)

Mezi kaprad’orosty se fadi plavunég, preslicky a kapradiny. Kaprad'orosty netvori

monofyletickou skupinu rostlin, protoze plavun¢ tvoii samostatnou vyvojovou linii.

Delici vieténka bunék kapradin nejsou nukleovéana konkrétnimi typy MTOC, ale maji

Obr. 8 (A) Schéma bunky prochazejici meidzou, kde je MTOC predstavovano
plastidem. Dochazi ke vzniku kvadripolarniho déliciho vfeténka na étyfech
polech bunky. (B) Polarni organizatory slouzici jako MTOC v mitotickych
bunkach jatrovky. Jadro je znaceno modrfe, plastidy svétlezelené, mikrotubuly
tmavozelené a y-tubulin Cervené. (C) Bunka mechu Entodon seductrix v profazi
meiotického déleni se znacenymi mikrotubuly, které vytvaii kvadripolarni
délici vieténko. (D) Buiika jatrovky v profazi mitotického déleni se znacenymi
mikrotubuly. Mikrotubuly jsou zde nukleovany polarnimi organizatory a
vytvafi astralni acentriolarni d€licim vieténko. (A, B) pfevzato z Shimamura a
kol. (2004), (C, D) pievzato z Brown a Lemmon (2011).
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5.1.4 Cykasy a jinany
Cykasy spolu s jedinym zastupcem jinani tvoii bazalni skupinu nahosemennych
rostlin. Tato skupina stejné¢ jako kapradorosty vytvaii konkrétni MTOC pouze bchem

spermatogeneze (viz kap. 5.2)

5.2 Spermatogeneze u suchozemskych rostlin

Spermatogeneze je proces, pii kterém vznikaji sam¢i pohlavni buiiky - gamety.
Bicikaté sam¢i gamety se nazyvaji spermatozoidy a jsou vytvaieny mechorosty, kaprad’orosty
a primitivnimi nahosemennymi rostlinami. Spermatozoidy téchto rostlin jsou jedinymi
pohyblivymi bunikami v jejich Zivotnim cyklu. Pokrocilejsi nahosemenné rostliny a vSechny
krytosemenné rostliny postradaji bicikaté spermatozoidy a vytvateji nebicikatou spermatickou
buniku, kterd je nepohybliva a k jejimu dopraveni do vajicka byla vyvinuta pylova lacka
(Marc, 1997). Pouze v bicikatych spermatozoidech vySe uvedenych skupin vznikd béhem
spermatogeneze konkrétni MTOC s obsahem centriol, které je schopné organizovat jak
mitotické délici vieténko tak mikrotubuly vytvarejici bicik.

Spermatozoidy se déli dle poctu bicikli na dvoubicikaté a mnohobicikaté s veétSim
poctem bicikd. Spermatozoidy se dvéma biciky, nachéazejici se u fas, Casti mechorostl a
vétSiny plavuni (Obr. 9 A, C), jsou morfologicky jednodussi nez spermatozoidy s vice biciky,
nachazejici se u kapradorosti, cykasu a jinand. Kapradiny obsahuji az sto bi¢iki (Obr. 9 B,
D, E), kolem tisice bi¢ikli maji spermatozoidy jinanu a nejvice bicikl je ve
spermatozoidech cykasti (Obr. 9 F), kde mtze jejich pocet byt az kolem dvaceti péti tisic
(shrnuto v Duckett a Carothers, 1982). Spoleénym znakem vsech spermatozoidi, at’ maji dva
nebo vice bicik1, je jejich spirdlni tvar, existence biCikli a fakt, ze postradaji bunécnou sténu
(Renzaglia a Garbary, 2001).

Proces spermatogeneze zacind v predposlednim bunééném déleni, kdy vzniké
matetska bunka spermatid. V této buiice se vytvari elektrondenzni material, ktery dava vznik
dvéma strukturam, bicentriole nebo blefaroplastu, v zavislosti na poc¢tu biciki v budoucim
spermatozoidu. Tyto struktury jsou vzdy v paru, ktery se béhem mitézy posledniho
bunécéného déleni pred vznikem spermatidy rozdéluje a migruje k opacnym po6lim matetské
bunky spermatid, kde organizuje mikrotubuly dé€liciho vieténka. Po ukonéeni déleni mé kazda
ze dvou spermatid jednu strukturu, jednu bicentriolu nebo jeden blefaroplast z piivodniho
paru. Kazdé z téchto spermatid dozraje a vytvofi se z ni tak pln€¢ zrald samc¢i gameta neboli

spermatozoid. Tato pfeména nezralé spermatidy ve zraly spermatozoid je provazena mnoha
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zménami v morfologii této bunky. Mezi hlavni zmény patii vytvoreni lokomoc¢niho aparatu ze
struktury bicentrioly nebo blefaroplastu (Renzaglia a Garbary, 2001).

Konkrétnim MTOC dvoubicikatych spermatozoidii suchozemskych rostlin je struktura
zvand bicentriola. U vicebicikatych spermatozoidl je touto strukturou blefaroplast. Ob¢ tyto
struktury se podileji na organizaci déliciho vieténka béhem bunécnych déleni predchazejicich
vytvoieni spermatozoidu a také davaji vznik bazadlnim téliskim lokomoc¢niho aparatu
spermatozoidu. Bicentriola i blefaroplast suchozemskych rostlin jsou struktury tvotfené
centriolami, které vznikaji de novo az béhem bunéénych déleni predchazejicich
spermatogenezi. Tyto centrioly se, na rozdil od centriol zivoc¢isného centrozomu, nikdy

neduplikuji a nedédi se do dcetiné buiky. Centrioly tvofici bicentriolu a blefaroplast dévaji

Obr. 9 Bicikaté spermatozoidy suchozemskych rostlin. (A) Spermatozoid mechu Atrichum angustatum se
dvéma biciky. (B) Spermatozoid pieslicky Equisetum arvense s mnoha biciky. (C) Spermatozoid plavuné
Palhinhaea cernua se dvéma bi¢iky. (D) Spermatozoid vodni kapradiny Marsilea s velkym poétem biciku.
(E) Spermatozoid kapradiny Angiopteris evecta s velkym poctem bicikl. (F) Mnohobicikaty spermatozoid
cykasu Zamia integrifolia. (A, B, C, E, F) pfevzato z Renzaglia a Garbary (2001). (D) pfevzato z Mizukami
a Gall (1966).
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vznik bazalnim téliskiim, jedna centriola vzdy jednomu bazalnimu télisku. Jedno bazalni
télisko organizuje jeden bicik, je tedy patrné, Ze pocet centriol v bicentriole nebo blefaroplastu

se rovnd poctu bi¢ika zralého spermatozoidu.

5.2.1 Bicentriola

Bicentriola je struktura tvofend dvéma centriolami, které jsou na sebe orientovany
svymi konci a jsou spojené centralnim vlaknitym jadrem (Obr. 10). Struktura centriol je
podobna struktufe bézné centrioly v eukaryotnich butikach. Bicentriola vznika de novo béhem
poslednich bunéénych déleni pred vytvofenim spermatozoidu z elektrondenzniho materialu
asociované¢ho s jadrem. Na rozdil od zelenych tas (Chlorophyta), které vytvareji dva biciky
organizované dvéma bazalnimi télisky, jez jsou béznou soucasti bunky a duplikuji se béhem
bunécéného déleni (viz kap. 5.1.1), fasy pattici do skupiny Charophyta jiz vytvareji bazalni
téliska de novo a to pomoci bicentrioly (Hodges a kol., 2012). Par bicentriol vznika béhem
spermatogeneze jatrovek, mechl a plavuni v matetfskych buikach spermatid, tedy béhem
piedposledniho bunécného déleni pred vznikem spermatozoidid. U hlevikd vznika par
bicentriol jiz pted timto piedposlednim délenim a jest¢ pfed vznikem matetské buiky
spermatid. V obou piipadech se par bicentriol déli a migruje na opacné pdly buiiky, kde
organizuje mikrotubuly déliciho vieténka (Obr. 11). Po ukonceni mitdzy ziskava kazda

dcefiné spermatida jednu bicentriolu (Shimamura a kol., 2004).
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Obr. 10 Snimky z elektronového mikroskopu zachycujici strukturu bicentrioly. (A) Bicentriola v matei'ské
buiice spermatid mechu Aulacomnium palustre prochazejici profazi bunééného de€leni. Podélny fez
bicentriolou tvofenou dvéma centriolami, které jsou spojené centralnim vlaknitym jadrem (Sipka). (B)
Vyrazné¢ del§i bicentriola v matefské buiice spermatid plavuné Selaginella kraussiana b&hem profaze
bunééného cyklu. Sipka oznaluje spojeni dvou centriol prostfednictvim centralniho vléknitého jadra
(Renzaglia a Garbary, 2001).
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Obr. 11 Konkrétni MTOC matefské buniky spermatid se dvéma biciky. (A) Schématicky nakres dé€liciho

vieténka, jehoz poly jsou tvoiené dvéma centriolami. Pravothlé uspotadani centriol je typické pro zelené

fasy; suchozemské rostliny vytvareji bicentriolu s centriolami spojenymi svymi konci. (B,C) Snimek

z fluorescen¢niho mikroskopu zachycujici buiiku v profazi posledniho bunééného dé€leni pred vytvorenim

spermatid jatrovky Makinoa crispate. (B) Znacené mikrotubuly vybihajici z pélt buiiky, kde je lokalizovano

konkrétni MTOC ptedstavované bicentriolami. (C) Znaceny y-tubulin ukazuje lokalizaci MTOC na polech

deliciho vieténka (Shimamura a kol., 2004).
5.2.2 Blefaroplast

Béhem spermatogeneze cCasti mechorostl, kapradin, pfeslicek a nékterych
nahosemennych rostlin, kdy se vytvaii mnohobicikaté spermatozoidy, vznika velmi slozitd
sférickd struktura nazyvand blefaroplast. Blefaroplast byl poprvé popsan vroce 1901
Webberem v pylovych la¢kach cykasu Zamia jako struktura, podilejici se na vytvoieni biciku
(citovano v Mizukami a Gall, 1966). Blefaroplast vznikd de novo béhem poslednich dvou
déleni pfed vznikem spermatozoidu a davd vznik bazdlnimu télisku a biciku, ktery je
pritomny pouze v této fazi rostlinného vyvoje . Jak je patrné, blefaroplast neni ve skutecnosti
bazalni télisko, 1 kdyz je tak n€kdy v literatufe oznacovan. Blefaroplast stejn€ jako bicentriola
vznikd v paru v mateiské bunce spermatid. Pokud blefaroplast nékterych kapradin vznikne
jesté pred vytvorenim matefské bunky spermatid, tedy jesté pred predposlednim bunéénym
délenim, zaniké po rozdéleni jadra a znovu se vytvafi az pred zavérecnou mitézou (Renzaglia
a Garbary, 2001).
Blefaroplast ve spermatogennich bunkdch kapradiny Marsilea je plnd struktura

v priméru dosahujici 1 mikrometru prodéravélda mnoha ,kanaly* (Obr. 12 A), které maji
shodny primér jako struktura vozového kola v procentriole. Mizukami a Gall (1966)
vypocitali, ze pocet téchto ,.kanalti* (kolem 100-150) je shodny s poctem bicika ve zralych
spermatozoidech. Blefaroplast této vodni kapradiny umoziuje de novo vznik procentriol,
které maji strukturu podobnou ne vSak shodnou se strukturou centriol. Tyto procentrioly méti
v priméru méné nez bézné centrioly a neni zde patrné typické uspoiadani deviti triplett,

ackoliv jsou tyto procentrioly rozdéleny na devét podjednotek (Mizukami a Gall, 1966).
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Blefaroplast kapradiny Marsilea se béhem zéavérecnych dvou déleni dvakrat duplikuje
(Hepler, 1976). V matei'ské bunice spermatid se nachéazi zpravidla dva blefaroplasty, které se
v metafazi posledniho bunécného déleni pied vytvorenim zralych spermatozoidii méni v duté
struktury, tvofené radidlné uspofddanymi procentriolami. Dva blefaroplasty se pfesouvaji na
poly déliciho vieténka, kde plni funkci MTOC. Po poslednim bunééném déleni se blefaroplast
rozpadd na samostatné procentrioly. Ty se pobliz jaderného obalu vyrovnavaji do tady,
prodluzuji se a nasledné dozraji v centrioly, které se piesunou k periferii buiiky, pfeméni se
v bazalni téliska a daji tak vznik bi¢iku (Obr. 13). Vytvoieni centriol v mladych spermatidach
kapradiny Marsilea je déno pfidanim singletovych nebo dubletovych mikrotubulii ke
struktuie procentrioly, kterd je tvofend singletovymi mikortubuly (Myles a Hepler, 1977,
Mizukami a Gall, 1966).

Ve spermatozoidech
kapradiny  Ceratopteris ~ vznika
blefaroplast (Obr. 12 B) de novo
béhem poslednich dvou bunécénych
délenich pred vytvotfenim
spermatozoidi.  V téchto  dvou
délenich  organizuje  interfazové

mikrotubuly a délici vieténko. Pired

kazdym z téchto délenti se

Obr. 13 Schéma fizi premény blefaroplastu kapradiny  blefaroplast duplikuje, putuje na poly
Marsilea na bazalni téliska. Faze 1 je predstavovana plnym ., ., . i

blefaroplastem. Ve fazi 2 je blefaroplast duty a tvofeny vieténka a slouzi zde jako misto
radidln¢ usporfadanymi procentriolami. Faze 3 je typicka
rozpadem blefaroplast na vice procentriol. Ve fazi 4 dochazi
k vyrovnani procentriol do fady, jejich elongaci a vytvoreni
centriol, které¢ se pfeméni na bazalni téliska a daji tak vznik

bi¢ikiim. Pfevzato z Mizukami a Gall (1966). kapradiny Ceratopteris, stejné jako

organizace mikrotubulll vieténka. Po

vytvoteni spermatozoidl blefaroplast

blefaroplast vodni kapradiny
Marsilea, dava vznik bazéalnim téliskiim, kterd organizujici mikrotubuly bic¢ika (Vaughn a
Bowling, 2008).

Pro spermatogenesi cykasu je typicky obrovsky blefaroplast v priméru velky nékolik
desitek mikrometrii, ktery dava vznik az nékolika tisicim bicikd, jejichz pocet je nejvyssi
v celé rostlinné tisi. Blefaroplast matefské bunky spermatid organizuje mikrotubuly déliciho
vieténka v bunéénych délenich pfed vznikem spermatidy. Po vzniku spermatidy a béhem
jejiho zrani dava vznik centriolam, které se méni na bazalni tcliska, kterd organizuji biciky.

Blefaroplast cykasu Zamia je v praméru velky 10 mikrometrt. (Mizukami a Gall, 1966).
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Jinan dvoulalo¢ny (Ginkgo biloba) je poslednim zastupcem jinanti, skupiny rostlin,
které¢ dosahly svého vrcholu v kfid€. Jinan stejné jako kapradorosty a cykasy béhem
spermatogeneze vytvaii strukturu zvanou blefaroplast (Obr. 12 C). V prvnich fazich
spermatogeneze vznikd dvojity blefaroplast rozdéleny na dvé polokoule centralni deskou.
Tyto dvé polokoule se odd¢li, putuji k polim déliciho vieténka a zvétsi se na velikost kolem 4
mikrometri (Gifford a Larson, 1980). Na periferii téchto struktur je uspofddano okolo tisic
procentriol, kazda s centralni strukturou kola u vozu a tvofend singletovymi, dubletovymi
nebo tripletovymi mikrotubuly. Blefaroplast se rozdéli rovhomémé do kazdé spermatidy
(Gifford a Larson, 1980). U cykast ani jinanu nebyly nalezeny ,kanaly” ve struktuie

blefaroplastu, jak je tomu u kaprad’orostii (Duckett a Carothers, 1982).

Obr. 12 Snimky z elektronového mikroskopu zachycujici blefaroplasty suchozemskych rostlin. Blefaroplast,
konkrétni MTOC organizujici mikrotubuly délictho vieténka a davajici vznik bazalnim téliskim
lokomo¢niho aparatu, se vyskytuje v bunkach prochazejicich spermatogenezi. Tato struktura dava
vznik centrioldm a mize v riznych druzich dosahovat riznych velikosti. (A) Blefaroplast vodni kapradiny
Marsilea tvofeny mnoha procentriolami, jejichz pocet se stejné jako u ostatnich druhti rovna poctu budoucich
bic¢ikt zralého spermatozoidu. (B) Blefaroplast kapradiny Ceratopteris richardii méa dobie patrné vznikajici
procentrioly. (C) Blefaroplast jinanu Ginkgo biloba, jehoz centrioly uspofadané na povrchu blefaroplastu
davaji vznik bazalnim téliskiim organizujicim nékolik tisic bi¢ikl. Svétla mista znacena Sipkami predstavuji
specifickd mista pro nukleaci mikrotubulti. V téchto mistech se jiz miize ojedinéle nachazet zralé bazalni
télisko (BB). (A) ptevzato z Mizukami a Gall (1966). (B a C) pfevzato z Renzaglia a Garbary (2001).

5.2.3 Lokomoc¢ni aparat

Poté, co dojde k vytvoreni spermatid z mateiské buiky spermatid, je nutné vytvofit
lokomoc¢ni aparat budouciho zralého spermatozoidu. Lokomocni aparat spermatozoidi
suchozemskych rostlin se sklada z tzv. vicevrstevné struktury (multilayered structure, MLS),
bazélnich télisek a bicikd, jejichz mikrotubuly organizuji. Jako konkrétni MTOC struktury
tedy ve zralém spermatozoidu slouzi bazalni téliska a ¢ast MLS zvana lamelarni pasek (viz
dale).

Vznik lokomoc¢niho aparétu je synchronizovany s pfeménou centriol bicentrioly nebo

blefaroplastu na bazalni téliska. Ve dvoubicikatych spermatozoidech se dvé centrioly tvotici
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bicentriolu separuji a v mladé spermatidé rotuji, dokud se neusadi paraleln¢ vedle sebe ve
formé¢ dvou bazalnich télisek. Ve vicebiCikatych spermatozoidech dochazi k rozpadu
blefaroplastu na jednotlivé centrioly, ty se vyrovnaji do fady a pfeméni na bazélni téliska.
Bazalni téliska se uspotadavaji do fady podél MLS, jejiz tvorba je synchronizovéana s tvorbou
bazalnich télisek, a také zanikem blefaroplastu ¢i bicentriol, zjejichz materidlu
pravdépodobné vznikd. Bazalni téliska ukotvend v MLS mohou byt k sobé orientovana
paralelné nebo protistojné, tim je pak ddna i orientace biCikli spermatozoidu (Renzaglia a
Garbary, 2001).

MLS je struktura, kterd se nachéazi u charofytnich tas i suchozemskych rostlin, které
béhem spermatogeneze vytvari bicikaté spermatozoidy. Organizace jednotlivych slozek MLS
je specifickd pro jednotlivé skupiny rostlin, proto slouzi jako vyborny znak pro uréovani
jednotlivych taxoni. MLS je odvozena ze struktury bicentrioly nebo z blefaroplastu a podili
se na organizaci bi¢ikového aparatu. MLS se sklddd z horni vrstvy svazku mikrotubuld
nazyvané ,,spline” neboli v ptekladu mikrotubuly zaktiveni (pro slovo ,,spline jsem nenalezla
v zadné literatufe Cesky ekvivalent) a spodni casti vertikalné diferencovanych desek, tzv.
lamelarniho pasku (lamellar strip, LS), ktery je rozdélen centralni deskou (central plate, CP)
(Obr. 14 A, B). Mikrotubuly zaktiveni jsou nukleovany pomoci LS, jenz slouzi jako konkrétni
MTOC, a ve své délce LS casto presahuji a pod plazmatickou membranou mohou obkruzovat
bunku. LS je tvofen destickami z centrinu, proteinu asociované¢ho s MTOC zivocichl, hub i
rostlin. Tvar MLS vzdy kopiruje charakteristicky spirdlovity tvar spermatozoidi
suchozemskych rostlin (jak je patrné napt. u spermatozoidu cykasti; Obr.14 D, E). Mezi
hlavni funkce MLS patii ukotveni bazélnich télisek bicikti v buiice (Obr. 14 C) a udavani
tvaru spermatozoidu. Mikrotubuly zaktiveni a LS pravdépodobné dale zpeviiuji buiiku
spermatozoidu a udavaji mu tvar, nebot’ spermatozoidy postradaji bunécnou sténu (Renzaglia

a Garbary, 2001).
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Obr. 14 Lokomo¢ni aparat spermatozoidli suchozemskych rostlin se sklada z vicevrstevné struktury (MLS),
bazélnich télisek (BB) a bi¢ikt. (A) Snimek z elektronového mikroskopu zachycujici pficny fez vicevrstevnou
strukturou (MLS) ve spermatozoidu kapradiny Psilotum nudum. MLS je tvofena svazkem mikrotubuld
zvanym mikrotubuly zakfiveni (angl. spline, S), pod kterym se nachazi lamelarni pasek (LS). Lamelarni pasek
je protat centralni deskou (CP), kterda ho rozdéluje na dvé casti. MLS je vzdy v blizkosti tzv. predni
mitochondrie (AM). (B) MLS ve spermatozoidu hleviku Phaeoceros laevis tvoreny mikrotubuly zakfiveni (S)
a lamelarnim paskem (LS). Pod MLS se nachazi tzv. pfedni mitochondrie (AM), nad MLS lezi paralelné
vedle sebe bazalni téliska. (C) Bazalni téliska (BB) organizujici bi¢iky spermatozoidu plavuné Phylloglossum
drummondii. (D) Spermatozoid cykasu Zamia integrifolia s dobfe patrnym lokomocnim aparatem,
sestavajicim z MLS a elongovanych bazalnich télisek (BB). (E) Podélny fez spermatozoidem cykasu Zamia
integrifolia, kde je spiralni struktura lokomoc¢niho aparatu zachycena v pficném fezu. (A) pievzato z
Renzaglia a kol. (2001). (B-E) pfevzato z Renzaglia a Garbary (2001).
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6. Nukleace mikrotubularnich struktur u vysSich rostlin

U vyssich rostlin existuje pét typickych mikrotubularnich systéma, které se stiidaji
béhem bunécéného cyklu bunky (Hepler a kol., 1993; Lambert, 1993). Béhem interfaze jsou
hlavni mikrotubularni strukturou kortikalni mikrotubuly (Obr. 15 A). Dalsi strukturou,
vznikajicim béhem G2 faze bunécného cyklu je predprofazovy prstenec (Obr. 15 B), ktery
zanika rozpadem jaderné obalky v profazi. V profazi se zacinaji formovat mikrotubuly do
podoby déliciho vieténka (Obr. 15 C), které je pfitomno do ukonceni segregace
chromosomii. Délici vieténko vyssich rostlin je na rozdil od dé€liciho vieténka v bunkach
obsahujicich centrozom, typicky nekoncentrované na pdlech, je vsak striktné bipolarni i bez
pritomnosti konkrétniho MTOC. Po vzniku dcefinych jader se vytvofi mezi t€émito jadry

fragmoplast (Obr. 15 D) a dava vznik nové bunééné sténé, kterd jadra oddéli. Posledni

mikrotubularni strukturou jsou radidlni mikrotubuly (RMS), které¢ jsou nukleovany
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z jaderné obalky smérem k periferii bunky (Obr. 15 E) a objevuji se ve chvili, kdy je bunka
pripravena ukoncit cytokinezi.
Mazia  (1984) navrhl

hypotézu, ze pfesun materidlu
nukleujiciho mikrotubuly béhem
bunécného cyklu a tedy existence

péti odlisnych mikrotubularnich

J

struktur v rostlinnych buiikach

\ mize byt vysvétlen pomoci

. : E flexibilniho  centrozomu. Po
Obr. 15 Mikrotubularni systémy bcéhem bunééného deleni

v buiikach vyssich rostlin. (A) Buiika v interfazi obsahuje systtm  objevu  rostlinného  y-tubulinu
kortikalnich mikrotubuli (cMT). (B) Preprofaze bunééného déleni

je charakteristickd preprofazovym prstencem (PPB). (C) Polarni (Liu a kol., 1993), konzervované
struktura déliciho vieténka pretrvavajiciho v bufice od jeho
vytvofeni v profazi do ukonceni segregace chromosomi. (D)
Vytvoreni fragmoplastu v telofazi a vznik nové bunééné desky.
(E) Radialni mikrotubuly se §iii z jaderné obalky k periferii bunky.
Pfevzato a upraveno z Wasteneys (2002). v priibéhu bun&éného cyklu, a Ze

soucasti MTOC, bylo prokédzano,

ze jeho lokalizace se méni

rostlinny y-tubulin se vdze podél
celych mikrotubuld (Panteris a kol., 2000). Brown a Lemmon (2007), podobn¢ jako Mazia
(1984) navrhuji koncepci rostlinnych MTOC jako pleomorfni a migrujici entity.

6.1 Mikrotubularni struktury rostlinné burnky

6.1.1 Kortikalni mikrotubuly

Kortikalni mikrotubuly (cortical microtubules, c¢cMT) je struktura pfitomna v
interfazovych rostlinnych buiikdch véetné bunck zelenych tas. Kortikdlni mikrotubuly poprvé
popsali Ledbetter a Porter v roce 1963 (Ledbetter a Porter, 1963) jako unikatni strukturu
nachazejici se pouze v buiikach rostlin.

Kortikalni mikrotubuly jsou svazky mikrotubuli lokalizované pod plazmatickou
membranou a regulace funkce kortikdlnich mikrotubulii byla studovana ptedevSim u
suchozemskych rostlin. Jejich orientace v butice se lisi podle typt bunck (Obr. 16). V rychle
rostoucich buiikach kofeni a etiolovanych hypokotylech, u nichz dochdzi k rychlé elongaci
bunék, jsou kortikalni mikrotubuly orientovany paralelné na sebe a pficné¢ na hlavni osu
bunééného déleni. Naopak v pokozkovych bunkdch listu jsou kortikdlni mikrotubuly
usporddany viceméné ndhodné, nikoliv paralelné (Smith, 2003). Orientace kortikdlnich

mikrotubuld souvisi s jejich funkci v orientaci syntézy celul6zovych mikrofibril. Celulézové
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mikrofibrily jsou zékladni slozkou bunécné stény rostlinnych bunék a jsou to pevné provazce
tvofené¢ celulézou neschopné se natahovat. Proto je jejich orientace zasadnim faktorem
urcujicim smér rustu bunék, nebot tento riist je mozny pouze prostiednictvim oddalovani
mikrofibril od sebe ne jejich natahovanim. Celul6zové mikrofibrily jsou syntetizovany na
plazmatické membran¢ pomoci proteinového komplexu celuléza syntazy, ktera se sklada
zrozet. Rozety se pohybuji podél kortikdlnich mikrotubult a tim uddvaji orientaci
celulézovych mikrofibril. Tento proces pohybu celuldza syntdzovych rozet podél mikrotubulii
byl poprvé pozorovan v buitkkdch tasy Closterium (Giddings a Staehelin, 1988). Vztah
depozice bunécné stény a orientace mikrotubuli byl zkouman také v buiikach vyssich rostlin,
kde bylo prokdzéano, ze mikrotubuly jsou schopné kontrolovat orientaci celuldozy v bunécéné
stén¢ (Hasezawa a Nozaki, 1999; Paredez a kol., 2006; DeBolt a kol., 2007; Desprez a kol.,
2007; Gutierrez a kol., 2009).

Kortikalni mikrotubuly jsou dynamicka struktura. V epidermdlnich buikach
Arabidopsis thaliana mikrotubuly migruji podél kortexu buiiky pomoci mechanismu béziciho
pasu (treadmilling mechanism). Tento pohyb je dan pomalou ptferuSovanou depolymeraci
kortikalnich mikrotubuld na jejich minus konci a polymeracni nestabilitou na plus konci
mikrotubuld (Shaw a kol., 2003). Z toho vyplyva, ze dynamické nestabilita mikrotubuld v
interfazovych bunkach Arabidopsis thaliana je hlavnim mechanismem dynamického
uspotadani kortikalnich mikrotubuld.

y-tubulin je béhem interfaze lokalizovan v cytoplazmé a v kortexu builky. Byla
navrzena myslenka, Ze y-tubulin méni svou lokalizaci a migruje z cytoplasmy na periferii
buiiky (Erhardt a kol., 2002). V kortexu buiky se y-tubulin vaze na existujici kortikalni
mikrotubuly, nukleuje rast dalSich mikrotubull a umoziuje tak jejich vétveni. Tento
mechanismus nukleace mikrotubuly zavisly na mikrotubulech je prevladajicim zplisobem

nukleace mikrotubulli pod plasmatickou membranou (Murata a kol., 2005).

Z X et Al ) L WA\
Obr. 16 Kortikalni mikrotubuly v odli$nych bunkach Arabidopsis thaliana.
(A) Pricné uspotadané mikrotubuly v rychle se prodluzujicich buiikach epidermis hypokotylu.
(B) Podélna orientace mikrotubulii v epidermalnich bunikach hypokotylu, ktery ukonéil svij
rust. (C) Paralelni a pfi¢né uspotadani kortikalnich mikrotubulii ve svéracich bunikach pruduchu.
Pfevzato z Ehrhardt a Shaw (20006).
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6.1.2 Piredprofazovy prstenec

Jak bunka ptfechazi zinterfaize do mitdzy, jsou kortikdlni mikrotubuly nahrazeny
ptedprofazovym prstencem (preprophase band, PPB). PPB vznika i zanikd pfed zahdjenim
mitdzy a jeho funkci je oznaceni mista vzniku budouci bunécné stény. Toto oznaceni vzniku
budouci bunééné stény probiha s pomoci proteinu TANGLED (TAN). Tento protein se béhem
vzniku PPB nachazi v kortikdlni casti budouciho mista déleni, kde kolokalizuje s PPB a
v tomto misté zustava i po zdniku PPB. TAN oznacuje toto misto vzniku budouci bunécné

stény a pretrvava zde az do konce bunécného cyklu (Walker a kol., 2007).

6.1.3 Délici vireténko

V profazi jadern¢ho déleni v somatickych bunkach je pifedprofazovy prstenec
nahrazen dé€licim vieténkem . Acentriolarni délici vieténko vyssich rostlin ovSem na rozdil od
délicitho vieténka centrozomalniho nevytvari astralni strukturu, jde tedy o acentrioldrni
anastralni délici vieténko. Poly vieténka jsou Siroké, tvorené mikrotubuly organizovanymi
z vice mist (Obr. 17) (Baskin a Cande, 1990). Béhem profaze je y-tubulin soustfedén na
jaderném obalu. Postupné se ovSem presouva na opacné poly, kde vytvoii polarni ¢epicky. Po
rozpadu jaderné obalky nésleduje vznik profazového déliciho vieténka z polarnich Cepicek.
V této fazi je y-tubulin siln¢ lokalizovan v oblasti kinetochor, méné je ho na polérnich
mikrotubulech vybihajicich k ekvatorialni roviné€ buiiky (Liu a kol., 1993).

Pro uplnost zde jesté¢ uvadim, Ze astralni acentriolarni délici vieténko s pdly tvofenymi
konkrétnim typem MTOC - polarnim organizatorem - vytvaieji béhem profize mitdzy a
meidzy jatrovky (kap. 5.2). Centriolarni délici vieténko muize byt potom vytvareno béhem
posledniho mitotického déleni pfed vznikem spermatozoidu u mechorosti, kaprad’orosti,

cykasorostil a jinant (kap. 5.2).

Obr. 17 Acentriolarni délici vieténko s Sirokymi poly v bunikach endospermu Coronopus didymus.
(A) Vizualizace mikrotubulti déliciho vieténka v telofazi jaderného déleni. (B) Lokalizace y-tubulinu na
pélech vieténka. (C) Chromosomy v telofazi jaderného déleni (Brown a Lemmon, 2007).
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6.1.4 Fragmoplast

Fragmoplast se v ekvatoridlni roviné bunky sklada ze dvou sad vzajemné propojenych
antiparalelnich mikrotubulli, jejichz plus konce sméfuji k bunééné desce. Fragmoplast je
tvofen nejprve tyCovitou strukturou, ktera je nasledné¢ nahrazena prstencovou strukturou.
Prstenec fragmoplastu roste centrifugalné, tedy od stfedu k periferii bunky. Lokalizace y-
tubulinu se méni spolu s rozsifovanim fragmoplastu. Fragmoplast mize vznikat nejen mezi
sesterskymi jadry ale i mezi dvéma nesesterskymi jadry. S fragmoplastem je asociovano velké
mnozstvi vackl, které jsou po mikrotubulech dopravovany do stiedu fragmoplastu, kde

z jejich obsahu vznik4 novéa bunééna sténa (Goddard a kol., 1994).

6.1.5 Radialni mikrotubuly

Radidlni mikrotubuldrni systém (RMS) se objevuje v rostlinné buiice kratce poté, co
byla dokoncena cytokineze a nové dcefiné bunky v pletivu znovu vytvotily kortikalni sit’
mikrotubuld pod plasmatickou membranou. Radidlni mikrotubuly vybihaji z jadra smérem do
cytoplasmy a jsou nukleovany na jaderné membrané. RMS je krom¢ toho také hlavnim
usporadanim mikrotubulll u bunék, jez nejsou soucasti propojenych bunék v pletivu, jako jsou
sporogenni a syncitialni buiiky (Brown a Lemmon, 2007).

Naptiklad u mechorosti je vytvafen v meiotickych bunkach prochazejicich
sporogenezi, kde se podili na sprdvném prabéhu cytokineze, zajiStujici rovnomérné
rozmisténi cytoplasmy a spravnou tvorbu fragmoplastu (Brown a Lemmon, 1988). Matetska
buitka spor se déli jednim bunécnym d€lenim rovnou na Ctyfi spory. V jedné buiice tedy
dochazi k vytvoreni Ctyt jader, kterd od sebe musi byt oddélena bunéénou sténou. Depozice
bunécné stény je ovSem vtomto neobvyklém ptipadé slozitou zalezitosti. V telofazi II
bunééného déleni proto vznikd RMS, jehoZz mikrotubuly vybihajici z jddra smérem do bunky
ustavuji hranice budoucich ¢tyf spor. Tam kde se stykaji RMS sousednich jader budoucich

spor vznika fragmoplast a dale nova buné¢na sténa (Shimamura a kol., 2004).

6.2 Nukleace mikrotubulii v rostlinné buiice
Vétsina semennych rostlin postrada konkrétni MTOC. Vyvstava proto otdzka, jak jsou

mikrotubuly v bunikach téchto rostlin nukleovany.

6.2.1 Jaderny obal
Jiz v prvnich studiich zkoumajicich rostlinné mikrotubuly se objevuje myslenka, Ze

hlavnim nuklea¢nim mistem mikrotubulii je jaderny obal. V téchto studiich byla pomoci
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imunofluorescen¢nich nebo elektronovych mikroskopti vizualizovana distribuce tubulinu,
potazmo tedy i mikrotubulli, v rostlinnych bunkéch. Jednou z metod bylo vyuziti lidskych
protilatek, rozpoznévajicich pericentriolarni material, hlavni nuklea¢ni komponentu
centrozomu. Epitopy rozeznavané témito protilatkami byly nalezeny na periferii jadra a na
polech d¢liciho vieténka (Clayton a kol.,, 1985). V dalsich studiich zabyvajicich se
problematikou neptitomnosti konkrétniho MTOC u rostlin byly vyuzity heterologni protilatky
rozeznavajici zivocisny y-tubulin jako dikaz mikrotubuly nukleac¢ni aktivity jadra v buikach
vyssich rostlin (Lambert,1980; Vantard a kol., 1990; Zhang a kol., 1990). Lambertova (1993)
povazovala samotny jaderny obal za centrum organizujici mikortubuly (Lambert, 1993), ale
dnes je znamé, ze schopnost nukleace mikrotubuli maji proteiny tvofici y-tubulinové
komplexy lokalizované na jaderném obalu (Stoppin a kol., 1994).

Stejné jako v bunikach zivocichl a hub i v rostlinnych buiikach je hlavni komponentou
MTOC y-tubulin. Zatimco u zivocisnych bunék je lokalizovan v centrozomu, u rostlinnych
bun¢k je y-tubulin disperzné¢ rozmistén podél mikrotubult (Liu a kol., 1994, 1993).
Homologni protein proteinu Spc98, ktery je jednou ze slozek y-tubulinového prstencového
komplexu v bunikdch Zivocichii a hub, byl lokalizovan i na jaderném povrchu bunék tabaku
(Erhardt a kol., 2002). Tento objev naznacuje, ze jaderny obal ma obdobné vlastnosti jako

centrozom.

6.2.2 y-tubulin

Protein y-tubulin byl objeven a identifikovén jako tfeti ¢len rodiny tubulint v buiikdch
vieckovytrusné houby Aspergillus nidulans (Oakley a Oakley, 1989). Dalsi prace prokazaly,
ze je y-tubulin lokalizovan v MTOC zivoc€icht (Stearns a kol., 1991; Zheng a kol., 1991) i
hub (Horio a kol., 1991; Oakley a kol., 1990). Vzhledem k tomu, Ze byla potvrzena asociace
y-tubulinu s MTOC a zaroveil s ostatnimi tubuliny, byla navrzena myslenka, Ze je y-tubulin
schopny nukleace mikrotubull a ukotveni jejich minus konce v MTOC (Oakley a kol., 1990).
Liu a kol. (1993) s vyuzitim y-tubulinovych protilatek v buitkach cibule, s6ji, tabaku a
husenicku potvrdili, Ze se y-tubulin nachéazi i v rozptyleném MTOC rostlin a to ve vSech
fazich rostlinného bunécného cyklu, 1 kdyz se jeho lokalizace v bunice méni (Liu a kol., 1993,
1994). Ve vyzkumu rostlinného rozptyleného MTOC se objev y-tubulinu stal dilezitym
meznikem, nebot’ je tento protein hlavnim markerem MTOC, které je v rostlinnych buiikach
diky svému rozptylenému charakteru tézko lokalizovatelné. Protilatky pro y-tubulin usnadnily

vizualizaci rozptylenych MTOC v rostlinnych butikach.
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Je patrné, ze protein y-tubulin je univerzdlnim proteinem schopnym nukleovat
mikrotubuly, nebot” se nachazi v eukaryotnich MTOC rozptylenych 1 konkrétnich. y-tubulin je
pfitomny v bazalnich téliscich bi¢ikového aparatu (Liang a kol., 1996), SPB kvasinkovych
bunék (Horio a kol., 1991; Oakley a kol., 1990), centrozomu zivoc¢isnych bunék (Stearns a
kol., 1991; Zheng a kol., 1991), ve vSech mikrotubularnich strukturdch nizsich i vyssich
rostlin jako jsou QMS, polarni organizatory, centriolarni i acentriolarni délici vieténko, RMS
(shrnuto v Shimamura a kol., 2004), elektrondenzni materidl blefaroplastu (Vaughn a
Bowling, 2008), kortikalni mikrotubuly, PPB a fragmoplast (Liu a kol., 1993, 1994).

y-tubulin je v builkkdch rostlin lokalizovan podél mikrotubuld a ve vSech
mikrotubularnich strukturach (Obr. 18). OvSem jen malo y-tubulinu je volné v cytosolu,
vétSina je vdzand na membrany organel, na plasmatickou membranu nebo na jaderny obal

(Stoppin-Mellet a kol., 2000).

Obr. 18 Lokalizace y-tubulinu a B-tubulinu ve v§ech mikrotubularnich strukturach bunék vyssich rostlin.

(A) Mikrotubuly PPB v proféazi jaderného déleni. (B) Polarni cepicky vznikajiciho déliciho vieténka. (C) y-
tubulin je v metafdzi jaderného déleni lokalizovan na kinetochorech. (D) Pozdni anafaze jaderného déleni.
(E) Lokalizace y-tubulinu ve vznikajicim fragmoplastu. (F) Pozdni fragmoplast. Pfevzato z Liu a kol. (1994)
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V rostlinnych buikach jsou mikrotubuly nukleovany pomoci komplexu obsahujiciho
y-tubulin (Stoppin a kol., 1994; Binarova a kol., 2006; Murata a Hasebe, 2007), ktery je
obdobny y-TuSC kvasinek a Zivocichll. Tento komplex je dan interakcemi mezi y-tubulinem a
proteiny gamma-tubulinového komplexu (gamma-tubulin complex proteins, GCP). Mezi GCP
patii dva proteiny, které jsou schopné vazat y-tubulin a jsou ortologni ke kvasinkovym
proteinim Spc98 a Spc97. Témito proteiny jsou AtGCP3 ortologni protein Spc98 (Erhardt a
kol., 2002) a AtGCP2 ortologni protein Spc97. AtGCP3 byl v rostlinnych buikéach
lokalizovéan na jaderném obalu (Erhardt a kol., 2002) i v kortexu buiiky (Schmit a kol., 2003),
coz naznacuje jeho roli nukleace radidlnich mikrotubult i kortikdlnich mikrotubult.
V AtGCP3 1 AtGCP2 byla nalezena sekvence pro cileni téchto proteini na jaderny obal (NE
targetting sequence) (Seltzer a kol., 2007), coz by naznafovalo, jak probiha proces pfesunu

komplexu obsahujiciho y-tubulin na jadro, odkud nukleuje radialni mikrotubuly.

7. Zavér

Vyssi rostliny, které béhem celého zivotniho cyklu postradaji konkrétni MTOC, jenz
je u nich nahrazeno rozptylenym MTOC, jsou nazyvany acentrozomalnimi organismy. Ztrata
konkrétniho MTOC v buiikach vyssich rostlin souvisi s piechodem na fotosynteticky zplisob
vyzivy a existenci bunééné stény. Pravé bunécna sténa je hlavnim faktorem, ktery vedl ke
vzniku novych mikrotubularnich struktur, které jsou zodpoveédné za jeji organizaci.

Ztrata konkrétniho MTOC ovSem neprobéhla u vSech rostlin a ve vSech fazich jejich
zivotniho cyklu. Nékteré suchozemské rostliny vytvaii béhem urcitych fazi zivotniho cyklu
konkrétni MTOC, které je predstavované mnoha morfologicky odliSnymi strukturami, které
jsou vSak shodné svou funkci. V ramci mechorostli existuje nejvétsi variabilita vyskytu
konkrétniho MTOC, nebot’ mitotickd a meiotickd délici vieténka jsou v nékterych fazich
zivota organizovana konkrétnim MTOC (astralni acentriolarni vieténka). Nejlépe
prostudovanym piikladem tvorby konkrétniho MTOC u suchozemskych rostlin je v§ak tvorba
bi¢ikatého spermatozoidu v bunkéach prochazejicich spermatogenezi. Lokomo¢ni aparat u
téchto bungk se vytvaii béhem zrani spermatidy na zaklad¢ konkrétnich MTOC, vzniklych de
novo béhem poslednich déleni pfed vznikem spermatidy. Tato konkrétni MTOC vymizela se
vznikem pylové lacky.

Studium fascinujicich struktur de novo a docasné vytvarenych konkrétnich MTOC u
vysSich rostlin poskytuje dilezité informace o evoluci nejen nukleace mikrotubuld, ale i o

funkci mikrotubuli samotnych. Komplikovana struktura lokomoc¢niho aparatu pohyblivych

34



gamet, jez je dobfe popsdna na ultrastrukturdlni Grovni, stile c¢ekd na podrobny popis na

urovni molekularniho slozeni a regulace vyvoje a funkce celého aparatu.
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