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Seznam pouzitych zkratek
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aktinova filamenta
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GmbH
ER
GFP
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K
KGd
MAP
MBD
MDA
MT
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PAL
PEP
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PLD
PM
SOD
WAKI1

Ca®*-dependent protein kinase, na Ca’* zavislé kinaza

cation exchange capacity, kapacita vymény kationtl

distal transition zone, distalni ptechodova zéna

Golgiho aparat

pusobeni gadolinia (1 hodinu) s naslednym ptisobenim AP
pusobeni gadolinia (1 hodinu) s naslednym piisobenim glutamatu
pusobeni gadolinia (1 hodinu) s naslednym ptsobenim sniZzeného pH (4,3)
Gesselschaft mit beschrénkter Haftung, spole¢nost s ru¢enim omezenym
endoplazmatické retikulum

green fluorescent protein, zeleny fluorescenéni protein

pusobeni glutamétu

kontrola

kontrola ptisobeni gadolinia

microtubule associated protein, protein asociujici s mikrotubuly
microtubule binding domain, doména vazajici se na mikrotubuly
malondialdehyd

mikrotubuly

mikrotubuly organizujici centrum

fosfatovy pufr

fenylalaninamoniumlyaza

fosfoenolpyruvat

varianta se snizenym pH (4,3)

fosfolipaza D
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wall associated kinase 1
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1 Predmluva
Hlinik je kov pfirozené se v pfirodé vyskytujici. Za normalnich okolnosti je

pfitomen v pudé v nerozpustné formé v podobé hlinitokfemiditanti, Zivea ¢i jila. Jeho
rozpustnost se oviem velmi zvy$uje v kyselém prostiedi, kdy dochazi k jeho vyplavovani
v podobé toxickych iontl zmateiné horniny. lonty AP’* jsou toxické pro rostlinné
iZivo€isné systémy. Jejich toxické pilsobeni je spojovano s projevem mnoha
neurologickych i jinych onemocnéni ¢lovéka. Hlinik sice neni fazen mezi téZké kovy, ale
jeho chovani v pidé a G¢inek na rostliny vykazuje typické znaky pusobeni tézkych kovi
(Prochazka et al., 1998). Toxicita Al** je navic faktor, ktery ovliviluje i vyskyt rostlinnych
druhti.

Je zifejmé, Ze kromé piirozené kyselych ptid se na Zemi vyskytuji i pudy, které se
kyselymi staly aZ v souvislosti s éinnosti élovéka. Pti¢iny lze vysledovat jiz ve vzdalen&;si
minulosti — zména ekonomického mysleni a nastup podnikani v 15. a 16. stoleti vedouci ve
svém dusledku k primyslové revoluci ve stoleti osmnéictém, nasledna industrializace
krajiny, zacatek t&zby a spalovani zpoc¢atku uhli, posléze i ostatnich fosilnich paliv, to vse
vyustilo v obrovské zmény Zivotniho prostiedi ve stoleti dvacatém. Puda samoziejmé
nebyla vyjimkou, a tak, vystavena pisobeni kyselych destt, se stala zaroven i mistem
toxického plsobeni hlinitych ionth. Neni tedy divu, Ze vzhledem k negativnimu aspektu na
produkci kulturnich plodin, stile se zvySujicimu podilu kyselych pid a rostouci lidskou
populaci zajem o problematiku hliniku stoupa.

U rostlin je za psobeni hlinitych iontd b&hem kratké doby zastaven rust kofene.
Prvotni pfifina tohoto jevu v3ak stile neni znama. Jedna z hypotéz ptedpoklada, Ze se
zastavenim rastu kofend souvisi poSkozeni Kkortikalnich mikrotubult. Kortikélni
mikrotubuly jsou skuteéné jednim z prvnich cild toxického puisobeni hlinitych iontl, nebot’
jejich dezorganizace nastavéa b&hem prvnich minut pisobeni AI’* (Sivaguru et al., 2003b).
Vzhledem k tomu, Ze k reakci kortikalnich mikrotubuli dochazi velmi zahy, miiZeme se

’. v . . ) . . v w . ’ o ’ 3+
domnivat, Ze reorganizace mikrotubuld hraje roli téZ v pfenosu signalu o pisobeni Al™".

Cile diplomové prace spodivaly v:
soptimalizaci kultivaéni metody Arabidopsis jako pouZivaného rostlinného
materialu a hodnoceni ristu jejich kofeni za pisobeni médii o rizném sloZeni

soptimalizaci metody imunolokalizace mikrotubult v kofenech Arabidopsis



estudiu reorganizace mikrotubuli v kofenech Arabidopsis vreakci na stres
vyvolany AI** pomoci metody imunofluorescenéniho znadeni mikrotubuli a pomoci
pozorovani in vivo u rostlin exprimujicich GFP-tubulin

stestovani role MAP65-1 v reorganizaci mikrotubult pfi jejich odpovédi na stres

hlinitych iontd

Obr. 1.1 Kofenova $pi¢ka GFP-tubulin exprimujfci Arabidopsis



2 Literarni avod
2.1 Vliv AF* na rostliny

2.1.1 Hlinik
Hlinik je stfibroleskly mékky kov, je fazen do III.A skupiny periodické soustavy

prvki, jeho relativni atomova hmotnost je 26,98154. Dobie vede teplo a elektricky proud,
je odolny vi¢i korozi. V zemské kufe je zastoupen asi 7%. Je amfoterni, tvofi pfevazné
kovalentni vazby, n€kdy i iontové. V pfirodé se vyskytuje jako nerozpustny
v hlinitokfemi&itanech, oxidech, hydroxidech nebo je vazan v pidé na organické ¢i
anorganické ligandy — organické kyseliny, proteiny, lipidy, fosfore€nany, sirany a fluoridy
(shrnuti viz Delhaize a Ryan, 1995; Matsumoto, 2000). Uvolfiovani Al ionti se vSak
dramaticky zvy$uje se sniZzujicim se pH (viz Obr. 2.1). Koncentrace volného hliniku
v pidnim roztoku je tedy dana mnoZstvim Al iontii uvolnénych rozpusténim sloucenin
s obsahem hliniku v prostfedi s nizkym pH a pfitomnosti vazebnych ligandi (Huang,
1988).

Mezi ostatnimi potencialné toxickymi kovy (Pb, Cd, Zn, Hg, Cu, Cr, Fe, Mn, Ni) je
Al vzemské kife nejhojnéjsi. Zajem o vysoké koncentrace Al v kyselych vodach
souvisejici s piisobenim kyselych desta se zvysil poté, kdy A" zakal byt spojovan
s n€kterymi patologickymi stavy ¢lovéka. Spolupodili se na vzniku mnoha neurologickych
i jinych onemocnéni (Macdonald a Martin, 1988). V Zivych systémech se Al vaze na citrat

a dalsi organické kyseliny, polyfosfity (napf. i nukleosidtrifosfaty) a anorganické fosfaty.

w Reverzibiln€¢ se vaZe téZ na proteiny,

80] glykosidy a polynukleotidy. Silnou
g oo: vazbou se poji s fosforylovanymi
% ‘o: proteiny asociovanymi s DNA.

Toxicky vliv Al zavisi na pH

roztoku (Delhaize a Ryan, 1995). Ve

vodnych roztocich s pH<5,0 existuje

Obr. 2.1 Zastoupeni jednotlivych forem hliniku ve form& Al(H,0)s’" (osmisténny
v zdvislosti na pH roztoku (Furrer, 1993) .

hexahydrat), kterd se povazuje za

nejvice toxickou a je Casto zkracené nazyvana A**. Hodnota pH zméfena v kyselych

pudach se pohybuje okolo pH=4,7. Pti tomto pH je koncentrace A" tedy asi 107 mol.I"

(viz Obr. 2.1). Pokud pH vzroste, hexahydrét deprotonuje a tvofi se AI(OH)** a AI(OH),"

(Matsumoto, 2002). Kinraide a Parker (1989) popfeli pfedchozi domnénku, Ze i1 formy



Al(OH)** a AI(OH)," jsou toxické. PHi neutralnim pH se vytvafi forma Al(OH); a pii pH>7
Al(OH)*, formy, které jsou podle testii provad&nych na pienici a jeteli netoxické. Velmi
toxicka je forma polynuklearni - AlO4Al;3(OH)4(H,0)12"" (Alys polymer). Vznika za
specidlnich podminek: jeji vznik zavisi na poméru AI/OH v roztoku, celkovém mnoZstvi

Al a dal$ich faktorech. Jeji pfirozeny vyskyt viak nebyl prokazan (Delhaize a Ryan, 1995).

2.1.2 AP inhibuje rust kofene
Prvotnim projevem Al-toxicity u rostlin je inhibice prodluZovani kofent, ke které

dochazi ¢asto jiz béhem nékolika minut za pisobeni mikromolarnich koncentraci hlinitych
ionti (Delhaize a Ryan, 1995; Kollmeier et al., 2000). JizZ po 30 minutich se projevuji
inhibi¢éni u€inky na rist u senzitivniho kultivaru kukufice v roztoku obsahujicim 50uM
AICl; (Llugany et al., 1995). U tolerantnich kultivarti a napf. i u bunéénych linii tabaku
BY-2 je toxicka koncentrace stanovena na 90, potazmo 100 uM (Kollmeier et al., 2000;

Schwarzerova et al., 2002). Primarni mechanizmy inhibice ristu kofenti pii Al stresu

nejsou zZname.

Nejcitlivejdi ¢asti kofene je kofenova $picka.
K inhibici ristu kofene u kukufice stadi aplikace AI**
na prvni 2-3 mm od $pi¢ky (Ryan et al., 1993).

Vramci kofenové 3picky je u kukufice
nejcitlivéj§i distalni prechodova zéna (DTZ, distal
transition zone, 1-2 mm od S3$picky). DTZ je

nejcitlivgj§i  Casti  kofene kriznym faktorim

prostiedi. V této zoné se buriky piestavaji délit
Obr. 2.2 Rostliny péstované

v Zivném roztoku bez (vlevo) a
s (vpravo) hlinitymi ionty.

R. Gardner, 2003,
www.sbs.auckland.ac.nz v prodluZovaci zoné, av3ak pfi aplikaci Al pouze do

a pfipravuji se na intenzivni rist. Aplikace AI** pouze

v oblasti DTZ zpisobuje vyrazné sniZeni riistu bunék

oblasti prodluZovaci zony nebyl zji$tén Zadny vliv na rist kofene (Kollmeier et al., 2000).
U kukufice je DTZ nejaktivn&jsi oblasti pijmu AI**. Vy33i tolerance k AI** se u kukufice
projevila sniZenou inhibici prodluZovani kofene v oblasti DTZ, mensi akumulaci Al a nizsi
Al-indukovanou syntézou kaldzy v této zon€. V bunéénych sténach této zony byl Al zjistén
jiz po n&kolika minutach. Meristematicka z6na je méné citliva k AP*, nebot’ aplikace AP
v této oblasti neindukovala u kukufice Zadnou inhibici rastu (Kollmeier et al., 2000).
Kollmeier et al. (2000) pfedpokladaji, Ze primarni mechanizmy Al-rezistence jsou

u kukufice lokalizovany v oblasti DTZ. Autofi ptedkladaji hypotézu, Ze signalem



zprostfedkovavajicim zastaveni ristu bunék prodluZzovaci zoény je pravdépodobné
bazipetalni transport auxinii. Nicméné& piesné vysvétleni, kde a jak Al** v buiikach piisobi,

autofi nepodavaji.

2.1.3 Inhibice bunééného déleni
Mezi daldi akinky AP* patfi inhibice buné&ného déleni (Clarkson, 1965).

Al-indukované zmény déleni bun€k jsou viak pozorovatelné az po 24 hodinach plsobeni
AP (EliaSova, 2000). Silva et al. (2000) ukazali, Ze Al vstupuje jiZ béhem 30 minut do
bun¢k Al-senzitivniho kultivaru séji a je akumulovan v jadrech meristematické zony
kofenové 3picky. AI** poskozuje DNA (Meriga et al., 2004) a svou vazbou na ni ji ¢ini
rigidné&;jsi a zabrariuje replikaci (Rengel a Zhang, 2003).

Zaporny vliv AP** na rist kofent bychom tedy mohli vysvétlit tfemi zpisoby. Je
mozné, ze AI** ovliviiuje pouze dlouzivy rust bunék v kofeni, pfi¢emz na bunééné déleni
nema vliv. Druhou moZnosti je samotnd inhibice dé&leni bunék. Tietim,

nejpravdépodobngjsim vysvétlenim, je, e AI** ma vliv na ob& slozky ristu kofene.

2.1.4 Morfologické zmény kofene za puisobeni AI**

Kofeny rostlin rostoucich v prostfedi, kde dochazi k dlouhodobému toxickému
pisobeni AI’*, vykazuji charakteristické morfologické zmény. Nejposkozené€j$imi ¢astmi
kofene jsou ty, které jsou Al stresu vystaveny nejdfive, tzn. buriky kofenové &epicky,
epidermis a vnéj$i vrstvy primarni kiry. U nich dochdzi béhem 24 hodin k vakuolizaci,
tloustnuti bunéénych stén a po dlouhodobgj$im plsobeni i k degradaci celého bunééného
obsahu (de Lima a Copeland, 1994; Ciamporova, 2002). Kofeny rostouci v médiu s AP
pozastavuji vyvoj, nepravidelné¢ se zakfivuji (viz Obr. 2.3), tloustnou améni barvu
(Hlidkova, 1997). Tloustnuti kofene pozorovala Raimanova (2001) po tfitydenni kultivaci
v740uM AP** i u zblochanu (Glyceria maxima). Natékani kofenii souvisi s inhibici
dlouzivého ristu bun€k 2. a 3. vrstvy kortexu a indukci jejich tloustnuti (Raimanova,
2001).

Rist hlavniho kofene i vyvoj kofenii postrannich je vyrazné omezen, lateralni
koteny se ¢asto vyvijeji v tésné blizkosti kofenové $picky (Clune a Copeland, 1999), coz
souvisi s rychlejsi diferenciaci viech pletiv blize meristému (Votrubova et al., 1997).
Postranni kofeny jsou ihned po proniknuti na povrch inhibovany v ristu, ¢imz vytvafri
drobné ,koralky* na povrchu primarniho kofene (Andersson a Brunet, 1993, Votrubova et
al.,, 1997). U trav je pisobenim hliniku stimulovano zakladani nodalnich kofent, které

vSak rovnéZ maji omezenou schopnost rustu. Méni se cela architektura kofenového



systému. Zakrnély kofenovy systém neni schopen vyuzit dostate¢né velky objem pudy, aby
zajistil dostateény pfijem Zivin a vod (Andersson, 1993).

Na povrchu kotfenového apexu se objevuji napadné trhliny vznikajici dezintegraci
a postupnym odumiranim buné€k epidermis a vnéjsich vrstev primarni ktry (Votrubova et
al., 1997, Matsumoto, 2000). Toxické koncentrace Al vyvolavaji tvorbu prasklin na
povrchu kofene pSenice jizZ béhem 4-8 hodin (de Lima a Copeland, 1994). Praskliny jsou
bunék epidermis a moZzna vlivem tlaku
vyvijeného nateklymi (ztloustlymi) burikami 2.
a 3. vrstvy kortexu (Matsumoto, 2002). Toto
povrchové poskozeni se objevuje v zOné
kofenové $picky mezi 0,5-15 mm, v oblasti, kde

epidermalni buriky jiZ nejsou kryty kofenovou

Cepickou.
Obr. 2.3 Vliv 5uM koncentrace AI** po 4 Kofenové vlasky se v zavislosti na
dnech na povrch kofenové $pitky Al- e ! . . cous . .
tolerantnfho (vlevo) a Al-citlivého citlivosti rostliny tvofi v niZ§im poétu nebo je

(vpravo) kultivaru pSenice (Triticum

aestivum L.) (Delhaize a Ryan, 1995) jejich tvorba upln& inhibovana (Ciamporova,

2002). Pfi uvadéni vzdalenosti je nutné si
uvédomit, Ze vzdalenosti na kofeni jsou relativni vzhledem jeho celkové mensi délce
zpusobené inhibici ristu. Logicky je taktéZ kofen diferencovan bliZe $picce.

I** narugeni koncentrického

Raimanova (2001) pozorovala za piasobeni A
uspofadani bunék kortexu u rdkosu (Phragmites australis) a zblochanu, tloustnuti
bunéénych stén a tvorbu U-ztlustlin v endodermis blize u baze kofene zblochanu.
Ciamporova et al. (1995) pozorovali sniZeni poétu cév &asného i pozdniho metaxylému
utrav Nardus stricta a Deschampsia cespitosa a zmenSeni jejich plochy. Raimanova

(2001) naopak ukazuje zvy3eni po&tu cév u zblochanu za piisobeni A",

2.1.5 Ultrastrukturalni zmény v kofeni za pusobeni AI**
Al-indukované zmény v ultrastruktufe bun¢k rhizodermis kukufice béhem 24 hodin

zahrnuji zvySenou vakuolizaci bunék, rozvolnéni mitochondridlnich krist, zvySené
ukladani latek do bunééné stény (BS), akumulaci Skrobu v plastidech, tvorbu
membranovych seskupeni vzniklych zendoplazmatického retikula (ER) a vakuol,
poskozeni plazmatické membrany (PM), jeji odlu¢ovani od BS a naslednou bunéénou smrt
(de Lima a Copeland, 1994; Budikova, 2001).



AP naruSuje ¢innost Golgiho aparatu (GA), tim klesa produkce slizu v perifernich
burikach epitky, omezuje se jeji ochranna funkce a periferni buriky Eepi€ky rychleji
odumiraji. 'V centrdlnich buiikdch &epitky klesa pocet mitochondrii a ER
a v amyloplastech je &asto pozorovana mobilizace $krobu. Po 24 hodinovém pusobeni
75uM A" na kofenovou $pi¢ku plenice jiZ nebyl patrny Zadny Skrob, doslo
k dezorganizaci cytoplazmy a mohutné vakuolizaci bunék (de Lima a Copeland, 1994).
U brukve vyvolala 60 pM koncentrace Al** sniZeni poCtu a velikosti bun€k kofenové
¢epicky (Clune a Copeland, 1999).

Po prodlouZeni doby ptisobeni se vliv Al** projevuje také na buitkich
meristematické zény. ZvétSuji se mezibuné&né prostory a objevuji se pogkozeni v BS,
jadro i dalsi organely viak zlistavaji zachovany (de Lima a Copeland, 1994). U p3enice
doslo k ucpani sitkovych elementi protofloému. Bylo pozorovano nihodné uspotadani

tracheid v okoli kofenovych primordii (Hlidkova, 1997).

2.1.6 Bunéé&na sténa a pusobeni AI**
Do apoplastu vstupuje Al snadno a rychle. VaZe se na pektinové zbytky,

xyloglukany, extensin, enzymy ¢&i proteiny v BS. Z proteinti BS ma nejvyssi schopnost
vazat Al extensin. Vazbou na rizné komponenty BS Al samozfejmé ovliviiuje jeji
vlastnosti — integritu, pruznost a propustnost (Delhaize a Ryan, 1995; Horst et al., 1999;
Ma et al., 2004). Mize dale dojit k vyt&snéni jinych ionti (hlavng Ca®*) z vazebnych mist
v BS a PM a naru$eni pfijmu Zivin (Delhaize a Ryan, 1995; Matsumoto, 2000). AP se
silng vaze na pektinové zbytky v BS, a vytsstiuje tim Ca®*, zarovei ale vyt&siiuje svou
vazbou i protony H' (Postma et al., 2005). Bun&né kultury kukufice se zvySenym
obsahem pektinii byly citlivéjsi k pisobeni AI** (Schmohl a Horst, 2000). V souladu
s touto hypotézou je poznatek, Ze toxicita hlinitych ionti mize byt zmirnéna dodanim Ca**
iontu (Kinraide a Parker, 1987).

Béhem piisobeni Al** byly pozorovany zmény v mocnosti i sloZeni bun&énych stén.
Byla indukovana exprese genu pro receptorovou kindzu asociovanou s bunécnou sténou
(WAK1, wall associated kinase 1). Tento protein by mohl byt soucasti BS-PM-
cytoskeletalniho kontinua a plnit v ném specifickou funkci (Sivaguru et al., 2003a). Déle
byl u pSenice zaznamenan zvy$eny obsah pektini a hemiceluldz. Vyraznéjsi zvyseni
nastalo u senzitivniho kultivaru (Zakir Hossain et al., 2006) U tykve Cucurbita maxima
byla za pilsobeni N pozorovana piednostni produkce hemiceluléz (Van et al., 1994). Po

aplikaci AI’* stoupa obsah fenolickych kyselin (ferulové a kumarové piedevsim). Tyto



slou¢eniny mohou pfispivat k rigidit¢ BS a poklesu jeji roztaZznosti, jsouce prekurzory
syntézy ligninu ¢i tvofice diferulatové mustky. Pozorovany nartst peroxidazové aktivity
muze byt spojen s lignifikaci stejné jako s tvorbou jiz zminénych mustkd (Hlidkova et al.,
2001; Zakir Hossain et al., 2006). Klesa tak podil pektinovych vazebnych mist pro AI**
(Horst et al, 1999). K lignifikaci indukované AI’* jonty dochézi v blizkosti kofenové
Cepicky, tedy v oblasti nejvétSiho poskozeni (Ezaki et al., 2005). U citliv&j$ich kultivart
bunééné stény a sniZeni rustu kofene (Zakir Hossain et al., 2006).

Je zfejmé, Ze mira pronikéni Al do vnitinich vrstev kofene zavisi na sloZeni BS.
U jednodéloZznych rostlin s niZ$im obsahem pektini v BS pronika dale nez u rostlin
dvoudéloznych (Ahn et al., 2002). Bez ohledu na rostlinny druh se nejvét$i mnoZstvi Al
hromadi v bunéénych sté€nach v apikalni c&asti kofene. Nejaktivngj$i oblasti pi{jmu
a akumulace je DTZ (Kollmeier et al., 2000). Smérem k béazi kofene, kde se u starSich
bunék do BS uklada lignin, suberin a jiné fenolické latky, rychlost pfijmu a ukladani Al
rychle klesa.

Jak jiz bylo fe€eno, zfejmé dochézi ke zvyseni rigidity BS vazbou AI** na vazebna
mista Ca®*. Je mozné, Ze pravé tyto zmény ve vlastnostech BS jsou pfi¢inou inhibice riistu
kofene (Rout ef al., 2001; Rengel a Zhang, 2003). Vytésiiovani Ca’* z jeho vazebnych mist
v apoplastu ale ziejmé nebude primérni pfi¢inou Al toxicity. V médiu obsahujicim kromé
A" a Ca®* i dalii ionty (Mg®*, Sr**, Na®) se riist kofend zvysil, pfestoze akumulace Ca®*
v apoplastu byla vyrazné sniZena. Nebyla tedy prokazana korelace mezi zvy$enou
akumulaci Ca’* a ristem kofeni. Toto zjisténi popira hypotézu o vyt&siiovani Ca®*
hlinitymi ionty jako jediné pti¢in€ zastaveni rustu. Zmiméni Al toxicity pfidanim ostatnich
iontl souviselo i se sniZenou akumulaci Al v kofenovych $pi¢kach. Je proto nasnadé, ze
i pfitomnost jinych iontii nez Ca®* miZe zmirnit toxické piisobeni AI** (Kinraide er al.,

1992; Ryan et al., 1997).

2.1.6.1 Hlinik a kaloza

Akumulace kalézy je daldi z citlivych a rychlych reakci kofenti na toxicitu Al**.
Polysacharid kaléza (B-1,3-D-glukan) se vrostliné pfirozené¢ vyskytuje v okoli
plazmodezmu, kde je ukladdna za u€elem regulace jejich propustnosti, pfi virové infekci
jeji ukladani do plazmodezmi zabrariuje S$ifeni viru. Je pfitomna téz ve floému
na sitkovych polickach v okoli sitkovych poérd. Jeji tvorba se zvySuje béhem obranné

reakce rostlinného organizmu na pronikani patogennich hub do bunééné stény. Uklada se



v misté pronikani houby mezi PM a BS a vypliiuje buiiky v okoli infikovaného mista,
jelikozZ je velmi odolna vi¢i houbovym hydrolazam. Za pusobeni AI** je ukladana do BS,
ktera nasledné tloustne (Ciamporova, 2002). Produkce kaldzy je zavisla na depolarizaci
PM a zvy3ené hlading Ca®* v cytosolu. Oba tyto jevy nastavaji za piisobeni Al** (Sivaguru
et al., 2005). Zvy$ena koncentrace Ca®* v cytosolu sama o sob& nestadi k indukei syntézy
kalézy (Bhuja et al., 2004). Syntéza kalézy pozitivné koreluje s koncentraci Al uvnitf
buriky a negativné koreluje s prodluZovanim kofene (Massot et al., 1999). Tento zavér
viak neplati vSeobecné. U Cucurbita pepo Ahn et al. (2002) zjistili, Ze syntéza kalozy
s akumulaci Al a inhibici ristu kofene nekoreluji. Tyto odli$nosti lze ziejmé pfipsat
rozdilim mezi jednodéloZznymi a dvoudéloZnymi rostlinami.

Ukladani kalézy do BS je nejintenzivnéj$i v kofenové Spi¢ce a byva omezeno jen
na vné&j$i vrstvy primarni kiry (Kollmeier et al., 2000; Sivaguru et al., 2000). V ramci
kofenové Spi¢ky je nejvice kalozy syntetizovano v DTZ, coz souvisi s naristem obsahu
pektint a tim s nardstem obsahu akumulovaného Al (Horst ef al., 1999; Kollmeier et al.,
2000; Sivaguru et al., 2000). Budikova (2001) uvadi, Ze indukce syntézy kaldzy nesouvisi
s ochranou rhizodermalnich bunék béhem stresu.

Dal$im zajimavym vysledkem pasobeni A" bylo ukladéni kalézy na
plazmodezmech. Byla tak naru$ena komunikace mezi buitkami a symplasticky transport.
S misty ukladani kalézy na plazmodezmech souvisi i vyskyt neobvyklého myozinu VIII
a Ca-vazajiciho kalretikulinu. Nadmérna exprese kalretikulinu i myozinu VIII koreluje téZ

se zvysenou hladinou Ca** (Sivaguru et al., 2000).

2.1.7 Pasobeni AI** v symplastu
Agkoliv nebylo dlouho jasné, zda AI** viibec vstupuje do symplastu bunék, je podle

sou¢asnych nazorii jeho toxicita spojena se vstupem do bunééné cytoplazmy. U sdji byl
hlinik v symplastu detekovan v nezanedbatelném mnoZstvi jiZ po 30 minutach plisobeni
(Lazof et al., 1994). Vyssi obsah hliniku byl zji$tén v symplastu senzitivniho kultivaru
pienice nez v symplastu tolerantniho kultivaru (Tice ef al., 1992). Neni jasné, jak AI** do
symplastu vstupuje. Vzhledem ke svému naboji pronika AP** zfejm& pomaleji. MuZe
vstupovat do buriky pfes plazmatickou membranu diky vazbé na membranové proteiny,
Ca™ a Mg** kanaliim, endocytézou nebo ve formé neutralnich ligandd (Delhaize a Ryan,
1995).

V burice je udrzovéana nizka koncentrace Al’* iontd diky vy$&imu pH cytoplazmy

(6,8), a tedy tvorbé netoxickych forem Al a diky dostatku moZnych ligandi, s nimiZ hlinik



rychle vytvaii komplexy. Tyto komplexy mohou byt transportovany pies tonoplast do
vakuol, kde mohou byt skladovany i v pomérné vysokych koncentracich (Delhaize a Ryan,
1995). Nicméné Al ionty pravé vazbou na rizné proteiny mohou interferovat
s metabolickymi procesy v buiice.

Interakci se specifickymi lipidy cytoplazmatické membrany vstupuji do signélni
fosfoinozitolové drahy (Delhaize a Ryan, 1995). AP* specificky inhibuje aktivitu
fosfolipazy C a sniZuje hladinu inozitol 1,4,5-trifosfatu (Jones a Kochian, 1995). Dale AI**
ovliviiuje hladiny Ca®" a Mg?* v cytosolu, mize regulovat fosforylaci a defosforylaci
proteind, nahrazuje Mg?" napf. v jeho vazb& na ATP a GTP. Vazba AI** je v tomto pFipadé
aZ 10’x pevn&ji neZ pfirozena vazba Mg** (Delhaize a Ryan, 1995; Landino a Macdonald,
1997)

In vitro se AI’** vaze na vyznamnou signalni molekulu kalmodulin (o kalmodulinu
viz kap. 2.2.4), pozmétiuje jeho strukturu a blokuje jeho signélni funkci. Kalmodulin byl
pokladan za hlavni a prvotni cil pisobeni Al (Siegel a Haug, 1983). Pozdé¢ji bylo toto
tvrzeni vyvraceno pokusy provadénymi in vivo. Zablokovani funkce kalmodulinu jeho
inhibitorem trifluoperazinem sice mélo za nasledek zastaveni ristu kofeni, coz je efekt
stejny jako za pisobeni Al**, ale na samotny kalmodulin se AI’* nevazal (Jorge ef al.,
2001).

Je popisovan vliv AI** na funkci enzymi. Byl zaznamenan vliv AP na aktivitu
nitratreduktazy ¢i enzymu zapojenych do metabolizmu cukrii (Delhaize a Ryan, 1995).
Aktivita nitratreduktazy se za plisobeni Al sniZzuje (Sharma a Dubey, 2005). AI** zvysuje
aktivitu kliCovych enzyma Calvinova cyklu v listech, v&etné Rubisca, NADP-
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenazy, fosforibulokinazy, fruktéza-1,6-bisfosfatazy
aenzymu syntézy Skrobu ADP-glukézapyrofosforylazy (Chen et al, 2005). Byl
zaznamenan zvySeny obsah glukézy, arabinézy a xylozy v kofenech v souvislosti se
zvySenym ukladanim hemiceluléz do bunééné stény (Zakir Hossain et al., 2006).
U rezistentniho kultivaru pSenice byl zji§tén nartist koncentrace i dalSich cukri
v cytoplazmé. Kromé gluk6zy to byla fruktéza a v mens$i mife i sachar6za. Tento nartst
byl doprovazen poklesem osmotického potencidlu a nezménénym piijmem vody do buriky.
Dle autorti zlstdvd u rezistentniho kultivaru vlivem akumulace rozpustnych cukri
osmoticky potencial bunék kofene nizky, a tim bufikdm umoziluje pfijimat vodu a rist
i pfes tlak zpisobovany zpeviiovanim BS za Al stresu (Tabuchi et al., 2004)

Al stres vyvolal dale vzestup aktivity alkoholdehydrogenazy v kofenech p3enice.

Totéz bylo pozorovano u sacharézasyntazy a laktatdehydrogenazy, coZ naznacuje piechod
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k anaerobnimu metabolizmu jako &asny vliv AP**. PH exudaci organickych kyselin po
aplikaci  AP** stoupla in vitro aktivita citratsyntazy, malatdehydrogenazy
a PEPkarboxylazy, zaroven klesa respirace v butikach kofene (Ligaba er al., 2004).
Pasobenim A" se u pSenice zvySuje aktivita fenylalaninamoniumlyazy (PAL),
a v disledku i obsah kumarové a ferulové kyseliny (Zakir Hossain et al., 2006). Zaroveii je
i indukovand exprese genu wali4 (wheat aluminium induced), jenz kdduje
fenylalaninamoniumlyazu (Snowden a Gardner, 1993).

Al ionty zapfi€inily po del$im pusobeni vzestup peroxidace membranovych lipidi.
Peroxidace lipidd je vSak ziejmé aZz sekundarnim efektem, nasledkem primarniho
poSkozeni za Al stresu (Rengel a Zhang, 2003; Boscolo et al., 2003; Meriga ef al., 2004).
Vystaveni rostlin Al stresu vede k tvorbé kyslikovych radikali (Jones et al., 2006), jeZ se
nasledné mohou vazat na PM a proteiny (Boscolo et al, 2003). Byla pozorovana
i apoptéza v butikach kofenové ¥pi¢ky za pusobeni Al** a oxidativniho stresu v senzitivni
kukufi¢né linii (Boscolo et al., 2003). AI** indukuje i expresi nékterych gend spojenych
s oxidativnim stresem (peroxidéaza, glutathion-S-transferaza a superoxiddismutazy) (Ezaki
et al., 2000). ZvySuje se aktivita peroxidazy, superoxiddismutazy (SOD) a koncentrace
malondialdehydu (MDA), indiké4toru peroxidace lipidti v kofenech fepky a kukufice (Basu
et al., 2001; Boscolo et al., 2003). Inhibice ristu, koncentrace MDA a syntéza kal6zy byla
niZ3i v transgennich rostlinach fepky se zvy$enou expresi superoxiddismutazy (WMnSOD,
wheat MnSOD) z pSenice (Basu et al., 2001; Meriga et al., 2004). U transgennich rostlin
Arabidopsis se zvy$enou expresi Al indukovanych gent (gen blue-copper binding proteinu
z Arabidopsis, glutathion-S- transferazy z N.tabacum, inhibitoru GDP-disociace z N.
tabacum a gen peroxidazy z N. tabacum) bylo sniZeno toxické pisobeni AI** (Ezaki et al.,
2000).

Za pusobeni AI’* se snizuje aktivita H'ATP4zy i jeji vyskyt v buitkach pokozky
i primarni kiry u Cucurbita pepo (Ahn et al., 2001). Je tak ovlivnén transport H' ven
z buiky. Zaroveti se méni i tok H' iontd do buiiky i (Ahn et al., 2002). Pavlovkin a Mistrik
(2001) tvrdi, Ze Al v kratkodobém plisobeni nema vliv na napétové zavislou H'ATP4zu

v PM.

2.1.7.1 Vliv AP’* na cytoskelet

Existuje hypotéza, Ze mechanizmus pusobeni hliniku na prodluZzovani koiene

spocdiva v jeho pfimém vlivu na cytoskelet bunék kofeni. Tim, Ze piisobi na mikrotubularni
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i aktinovou sit’, nasledné ovliviiuje rust kotfene (Grabski a Schindler, 1995; Blancaflor et
al., 1998; Frantzios et al., 2000).

AP" zvySuje tuhost sité aktinovych filament (AF) u bunéénych kultur soji
pochazejicich z kofene. ZvySena tuhost AF miZe mit pfimy vliv na sniZeni rustu
kofenovych bun¢k (Grabski a Schindler, 1995). Autofi se domnivaji, Ze naruSeni kinetiky
polymerace a depolymerace F-aktinu by déle mohlo byt pfi€inou dezorganizace
asociovanych cytoskeletalnich struktur a zmén v expresi cytoskeletalnich proteint.

Vliv A" na AF byl zjistén i u kofend kukufice. V distalni prechodové zéné
dochézelo po pisobeni AP* k rozpadu sité AF (Sivaguru et al, 1999a), zatimco
v prodluZovaci zon¢ kofene dochazelo k tvorbé svazku a reorientaci AF (Blancaflor et al.,
1998). Bé¢hem 2 hodin ptisobeni 50-1000uM AICl; na interfazové meristematické buiky
Triticum turgidum svazky AF tloustly a mnoZstvi AF se o 25-30% zvysilo oproti kontrolni
varianté. Po del$im puisobeni (4 hodiny) byla AF dezorganizovana, tvofily se shluky aktinu

ve tvaru zrn (Frantzios et al., 2005).

2.1.7.1.1 Mikrotubuly a AP*
Vétsina studii vlivu AI** na cytoskelet je zamé&fena na jeho pulsobeni na

mikrotubuly. Mechanizmus pusobeni hliniku na prodluZzovani kofene muze spocivat
v pfimém vlivu AP na cytoskelet bun¢k kofent, na mikrotubularmi i aktinovou sit’,
a v nasledném ovlivnéni rastu kofene (Grabski a Schindler, 1995; Blancaflor et al., 1998;
Frantzios et al., 2000).

V souvislosti s toxicitou AI** jontd je zvySena pozornost vénovana mikrotubultim.
Zda se totiz, Ze jsou jednim z prvnich cild jejich pusobeni. Dlouhodoby efekt AI** na
mikrotubuly je jiZ po dlouhou dobu zkouman a popsan v literatufe. Nicméné zmény
v uspofadéni kortikalnich mikrotubulli jsou pozorovatelné jiZ béhem nékolika malo minut
pisobeni AP*. MuZeme se dokonce domnivat, Z¢ mikrotubuly a jejich tranzientni
reorganizace hraje za ptisobeni AP vyznamnou ulohu v bun&éné signalizaci.

Jiz vroce 1987 bylo ukazano, ze AP* se na GTP-vazebna mista tubulinu vaZe
107krat rychleji nez Mg?*, zabrariuje tak hydrolyze GTP a podporuje polymeraci tubulinu

(Macdonald et al., 1987). AI** mize tedy ptimo v buiice vyznamng ovlivnit dynamiku MT.
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Reakce kortikalnich MT na AI** se li§i v zavislosti na vyvojovém stadiu bungk.

AP* v50 pM koncentraci zpisobuje po 6-12 hodinich piisobeni depolymeraci MT
azmény v uspofadani u BY-2 vexponencialni fazi ristu. Tyto zmény ziejmé souvisi
sinhibici rGstu. Oproti tomu ve stacionarni fazi rustu byla za stejného pusobeni
pozorovana stabilizace kortikalnich MT. Depolymerace u stacionarnich bunék nastala az
po zvy3eni koncentrace AI** (Sivaguru et al., 1999b). Tyto vysledky odpovidaji i pokusim
na urovni celého kofene. Hlinik ma na uspofadani cytoskeletu zna€ny vliv zejména
v burikdch kofenové S$pi¢ky. Nejnapadnéj$i odchylky ve struktufe mikrotubuli (MT)
zpisobené Al ionty se u kukufice projevily ve vnéjsi vrstvé bunék distalni pfechodové
zény (DTZ). Bylo prokazano, Ze cytoskelet bunék DTZ u kukufice je velmi citlivy na AP
(Sivaguru et al., 1999a). Reakci na jednohodinové pusobeni 90 pM AICl;.6H,O u Al-
senzitivniho kultivaru kukufice bylo zmizeni MT v burikach vnéjsi kortikalni vrstvy DTZ,
zatimco v ostatnich
burikach DTZ
a v burikach epidermis
byly MT zachovény.
y Az delsi aplikace
"~ AP*(6  hod) vedla
k rozsahle)§im
- poskozenim MT

vepidermis a  2-3

* vné&jSich  kortikalnich

Obr. 2.4 Vliv Al iontid po 1 hod aplikace AL(90 mM) na MT DTZ  vyrstevy bunék.
(A,B,C) a elongalni zény (D, E). A a D jsou kontroly. C je DIC

zobrazeni B. Vnéj$i kortikalni buiiky DTZ jsou nejcitliv&jsi, ztratily V prodluZovaci  z6n¢
veSkeré MTB. Zadny vliv v8ak nebyl pozorovan v elonga&ni zén&. i
Extrémné& husté endoplasmatické perinuklearni MT byly pozorovany nebyly  zaznamenany
po 1 hod pisobeni Al v apikdlnim meristému (F). e, epidermis; oc,
vnéj3i kortex. M&Fitko = 8 pm od A do E a 6 pm pro F.Sivaguru et al,

1999a. v uspofadani

Zadné napadné zmény

kortikalnich MT, nicméné prodluZovani bylo silné inhibovano, ziejmé diky stabilizaci MT
v této zoné (viz Obr 2.7, Blancaflor, 1998; Sivaguru et al., 1999a). V3echny tyto zmény ve
struktufe byly pfedznamenany ¢&i doprovazeny Al-indukovanou depolarizaci PM
a syntézou kalozy, zvlasté v burikach vnéjsi kortikalni vrstvy DTZ (Sivaguru ef al., 1999a).
AP* zpisobuje depolymeraci MT a depolarizuje PM u Arabidopsis jiz béhem 30 minut
(Sivaguru et al., 2003b).
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U bunéénych kultur tabdku BY-2 se béhem prvnich hodin ptlisobeni AP zvysil
pocet mikrotubularnich svazkd za jejich soufasného ztenCeni. Polet svazkil se zvysil
0 20-25% oproti kontrole. Pocet jednotlivych mikrotubulti ve svazku se snizil z ptivodnich
12 kusti v kontrole na méné nez 8 ve varianté oSetfené AI’*. Soucasn& stoupla hladina
a-tubulinu, tyrozinylovaného a-tubulinu a CCTe (podjednotka tubulin skladajiciho
komplexu CCT). Tyto jevy nastaly dlouho pfedtim, neZ se u bunééné kultury snizila
viabilita. Naopak delsi pusobeni AP’* jontd mélo za nasledek znatelnou dezorganizaci
kortikalnich MT asniZzeni hladin a-tubulinu, tyrozinylovaného a-tubulinu a CCTe
(Schwarzerova et al., 2002).

Je znamo, Ze AI** interaguje pfimo &i nepfimo s faktory ovliviiujicimi organizaci
cytoskeletu. Ovliviiuje hladiny Ca®" (Jones ef al., 1998) a Mg”" iontt (Miller et al., 1989;
Rengel, 1990). Vzhledem k témto faktim a k tomu, Ze AI** zptsobuje depolymeraci
azmény v uspofadani kortikalnich mikrotubuli velmi zahy (Schwarzerova et al., 2002;
Sivaguru et al., 2003b), se miizeme domnivat, Ze kortikalni mikrotubuly hraji za ptisobeni
AI** jontii vyznamnou roli. Tato role miZe spo&ivat v prostém znieni mikrotubuld vlivem
AP’ nebo zablokovani n&kterych jejich vlastnosti, nasledkem &ehoz je inhibovan dlouZivy
rust kofene. Vysledky Sivagurua et al. (2003b) v8ak naznacuji také jinou moznost, a to tu,
e mikrotubuly mohou alespori v prvnich fazich pasobeni AP’ hrat roli v pfenosu signalu
pisobeni AI**. Mikrotubuly by se mohly této kaskady w¢astnit pravé rychlou, ptechodnou
a ¢asteCnou depolymeraci v kortikalni vrstvé, kterd vyvolava dal$i jevy. Podle této
hypotézy signalni dréha zahrnuje ligandem regulované Ca’* kanaly, kde regulujicim
ligandem je glutamat. Za puasobeni AI** na aniontové kanaly (dosud neidentifikované) se
glutamat vylije zbunék kofene, navaZe se na jim fizené Ca’* kanaly, zpiisobi jejich
otevieni a nasledné zvyseni hladiny cytosolického Ca®*, a tim depolymeraci mikrotubul
a depolarizaci plazmatické membrany. Depolymerace MT a depolarizace plazmatické
membrany nenastanou, pokud se glutamatovy receptor zablokuje specifickym inhibitorem
téchto kandl, gadoliniem. Na konci této, stale hypotetické kaskady, potom muze stat
spousténi déju vedoucich k zastavé ristu kofene a aktivaci obrannych systému rostlin.

Pro vyse popsanou hypotézu svédéi i skutednost, Ze tranzientni depolymerace byla
pozorovana i za pusobeni chladu (Abdrakhamanova et al.,, 2003). Tranzientni
depolymerace mikrotubulii je zfejmé spojena s vzriistem cytosolické koncentrace Ca®*, a je
tak souéasti signalnich drah v rostlinné butice (Wasteneys, 2004). Samotny Ca** zptsobuje
také depolymeraci MT (Breviario a Nick, 2000, Sivaguru et al., 2003b). Samoziejmé je

mozné, Ze do signalizace jsou zahrnuty i proteiny asociované s mikrotubuly.
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Signalni draha spousténa pasobenim AI** iontl, jeZ zahrnuje téZ kortikalni MT,
byla navrZena Sivaguruem et al. (2003b). Podle této hypotézy signalni draha zahrnuje
ligandem regulované Ca®* kanaly, kde onim regulujicim ligandem je glutamat. Za
plisobeni AI** se glutamat vylije z bungk kofene, navaZe se na jim fizené Ca?* kanaly,
zpiisobi jejich otevieni a nasledné zvyseni hladiny cytosolického Ca®*, a tim depolymeraci
mikrotubuld a depolarizaci plazmatické membrany. Depolymerace MT a depolarizace
plazmatické membrany nenastanou, pokud se glutamatovy receptor zablokuje specifickym

inhibitorem téchto kanald, gadoliniem (Sivaguru et al., 2003b).

2.1.8 Hlinik a cytoplazmaticka membrana
PM je jednim z prvnich cili AI**, jelikoz ma vysoky obsah fosfati ve fosfolipidech

a tim znany negativni naboj na povrchu membrany. AI** ma daleko vy3si afinitu k PM nez
Ca®* (Matsumoto, 2000). Fosfatidylinozitol-4,5-bisfosfat ma z membranovych lipida
nejvyssi afinitu k AI>* (Jones a Kochian, 1997). A" takeé ovliviiuje konformaci
membranovych proteini, narusuje transport ionti pfes membranu a ovliviiuje hladiny Ca**

(Matsumoto, 2000).

2.1.8.1 Hlinik a membranovy potencial
Mnoho abiotickych i biotickych podnétd =z vnéjsiho prostiedi zptisobuje

depolarizaci plazmatické membrany. Dochazi k ni za pisobeni modré oblasti viditelného
zéafeni, hypoosmotického stresu, chladového stresu, Nod faktori a riznych elicitort.
Takté? za pritomnosti AI’* se méni transmembranovy potencial. AI** zpusobuje
depolarizaci PM spojenou s inhibici H'ATPazy (Sivaguru et al., 1999a; Rengel a Zhang,
2003). Vzhledem k tomu, Ze v pfitomnosti AI** depolarizace nastava velmi rychle, mohla
by pravé ona spustit kaskadu udalosti vedoucich k reorganizaci cytoskeletu (Sivaguru et
al.,1999a). Stejné tak inhibice ¢i stimulace aktivit kanali v membrané by mohla byt
pfi€inou hyperpolarizace ¢i depolarizace diky zménam v tocich ostatnich iontd, které se
spolu s H vyznamné podileji na udrzovani membranového potencialu (Miyasaka et al.,
1989; Pifieros a Kochian, 2001; Ahn et al., 2002). Sivaguru et al. (2003b) ukézali, Ze
béhem pusobeni AP’ dochazi k depolarizaci membrany, ale po zablokovani glutamatem
fizenych Ca®* kanalt v PM depolarizace za pisobeni Al**nenastava. Z téchto vysledkd

o v . ~ 7 17 - : 7 o 3 +
muizeme usoudit, Ze Ca®* kanaly se podili na pfenosu signalu za piisobeni AP,
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2.1.9 HlIinik, ovlivnéni pH v koreni, iontové kanaly
Kofen ma na svém povrchu charakteristicky profil pH. Na $pi¢ce je pH niz$i nez

v DTZ, kde u kukufice dosahuje hodnot 5,3, a za DTZ opét klesa. Aplikace AI** zpisobuje
vyrovnani hodnot podél kofene (Kollmeier et al., 2000). Schopnost kofene udrZovat
zvySené pH v rhizosféfe byla navrZzena jako jeden z mechanizmi rezistence k AP
(Miyasaka et al., 1989).

Pusobenim Al iontt dochazi k vyraznému poklesu aktivity H'ATPazy na PM,
anasledné¢ klesd pH v cytosolu (Lindberg a Strid, 1997). Tolerantni rostliny jsou
pravdépodobné schopny udrovat pH v cytoplazmé aktivaci H® pumpy tonoplastu
(Matsumoto, 2000).

Nescetné studie se tykaji vlivu AI** na K* kanaly. Vlivem AI** byl inhibovan K*
kanal v kofenovych vlascich bobu a kotenech kukutice zajistujici pohyb K* do cytoplazmy
(Liu a Luan, 2001; Pifieros a Kochian, 2001). Liu a Luan (2001) ukazali, Ze tento kanal je
hlinikem blokovan pouze z vnitini, cytoplazmatické strany buriky. U s6ji a pSenice byl
taktéZ zji§tén nizZ$i obsah K v kofenovych $pi¢kach v dusledku ptsobeni AP** (Pavlovkin
a Mistrik, 2001; Miyasaka et al., 1989). Aktivita K" kanald je v3ak zavisla na koncentraci
AP**. PH vyssich koncentracich (80 puM AICl;) jsou u protoplasti z kofenové &epicky
fazolu inhibovany, pfi niZSich koncentracich (10uM AICl3) jsou naopak K' kanaly
aktivovany a tok K* je mohutngjsi (Etherton et al., 2004).

AP aktivuje aniontovy Cl" kandl, a zpusobuje tak vyliti ClI" z buiiky (Piifieros
a Kochian, 2001).

Tim, Ze AP’ ovliviiuje iontové kandly a inhibuje piijem kationtd, narusuje

rovnovahu Zivin v rostlinach (Lidon ef al., 1998).

2.1.10 Vztah AI** a Ca*

AP’ naruiuje tok mnoha ionti ptes PM, jednim z nejdiskutovanéjsich témat viak
ztstava vliv AP’* na tok Ca®* iontd. Existuje hypotéza, podle které by veskeré zmény
vyvolané AP’* mély byt nasledkem porusené homeostize Ca’* v rostlinné cytoplazmé.
Vzhledem k velkému vyznamu Ca®* v rostlinnych signalnich drahach (viz kap. 2.2.5) mize
mit ovlivnéni jeho hladin vinou AI** dalekosahlé dopady. Jednim z dopadi muiiZe byt
i blokovani funkce kalmodulinu, vyznamné signalni molekuly, a naru$eni signéalnich
kaskad, ve kterych kalmodulin vykonava svou funkci (viz vys).

1t

Na jedné strané vysledky naznaluji, e za puasobeni AI** hladina Ca** v cytosolu

dlouhodobé klesa a jsou blokovany Ca?* propustné kanaly na PM (Jones et al., 1998).
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U Al-senzitivniho kultivaru p3enice byl pfijem Ca®* blokovan pfi niZich koncentracich
AP’* nez u Al-tolerantniho kultivaru (Huang er al., 1992). A’ inhibuje tok Ca®* do
rostlinnych bunék, protoplastd i vezikuld. Stejné tak je inhibovan hlinitymi ionty
i transport Ca>* z apikalni &asti kofene dale do rostliny (Huang e al., 1993).

Na druhé stran& bylo pozorovano i zvyseni Ca’* v cytoplazm& v busikach kotent
pSenice (Bhuja et al., 2004), protoplastech z kofenovych $pi¢ek pSenice (Lindberg a Strid,
1997) a bunéénych kulturach tabaku (Sivaguru et al., 2005). Zhang et al. (2001) zjistili
vy3$3i cytosolickou koncentraci Ca>* v buiikach kofenového apexu u citlivéjsiho kultivaru
pSenice (ES8) nez u tolerantniho (ET8). Hlinikem vyvolany vzestup cytosolické
koncentrace Ca”* koreloval s inhibici riistu kofene.

Zvysené hladiny Ca v cytosolu mohou navic souviset s jiz diskutovanym jevem
ukladani kalézy. Proces ukladani kalézy, béZné pozorované jako reakce na Al pusobeni,
totiz vyzaduje zvysenou hladinu Ca?* (Sivaguru et al., 2005).

VEtsi &ast Ca” se v kofenech pfirozené nachézi v apoplastu, kde je potiebny ke
stabilizaci plazmatické membrany a bun&né stény. AI** vytésiuje Ca®* z jeho vazebnych

mist v apoplastu (Delhaize a Ryan, 1995) (viz vys).

2.1.11 Hlinik a transport auxinu

Pisobenim AI** dodlo u kukufice k inhibici bazipetalniho transportu auxini
a k akumulaci auxind v buitkdch meristematické a pfechodové zony, ¢imz bylo negativné
ovlivnéno prodluZzovani bunék elonga¢ni zony a potladena gravitropicka rekce (Kollmeier
et al., 2000). Také u smrku byl pozorovan vyrazny narust hladiny auxini v kofenech
(Cizkova, 1995).

Inhibice bazipetalniho transportu auxinu zpisobuje natékani kofenovych Spicek
z diivodu nekontrolovaného periklinalniho déleni. Tyto u¢inky se velmi podobaji zménam
v kotenech vystavenych pisobeni AI** (Ruegger et al., 1997). Je tedy mozné, Ze primarnim
tinkem toxického pisobeni AI’* je inhibice transportu auxini? Mozné vysvétleni
poskytuje prace Sivagurua et al. (2000). Autofi navrhuji, Ze indukce tvorby kaldzy

v disledku pisobeni AI’* muZe zapfidinit poruchy v transportu auxinovych molekul

a naslednou inhibici rustu kofent.

2.1.12 Benefiéni vliv APP*

A¢ se o hliniku mluvi a pi§e vétSinou v zaporném smyslu, je dokéazano, Ze
v nékterych ptipadech i na kulturni plodiny ma vliv pozitivni. Je to pfedevsim &ajovnik,

u kterého ma AP’ v nizkych koncentracich kladny vliv na jeho rist (Matsumoto et al.,
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1976). Rist semenackd v pfitomnosti vysokych koncentraci AP’* byl zaznamenan

i u Melastoma malabathricum (Watanabe a Osaki, 2001; Watanabe et al., 2004).

2.1.13 Hlinik a rostlina-citlivost ¢i tolerance
Citlivost ¢i tolerance je geneticky dana a lisi se jednak mezi jednotlivymi druhy

rostlin (Malkanthi et al., 1995), jednak mezi jednotlivymi kultivary (Llugany et al., 1995,
Votrubova et al., 1997) ¢i dokonce klony pochazejicimi z riznych mist (Kidd a Proctor,
2000). Mezi citlivé druhy patfi napt. jeCmen (Hordeum vulgare), pSenice (Triticum
aestivum), ¢irok (Sorghum bicolor), svetep (Bromus benekenii) a lipnice (Poa pratensis).
Mezi stfedné citlivé druhy patfi napt. kukufice (Zea mays), hrach (Pisum sativum), Zito
(Secale cereale), Leucaena leucocephala, Ischaemum barbatum a pohanka (Fagopyrum
aesculentum). Mezi tolerantni druhy fadime napf. ryZzi (Oryza sativa), metlici
(Deschampsia flexuosa), smilku (Nardus stricta), stovik (Rumex acetosella), btizu (Betula
pendula) a ajovnik (Camellia sinensis), dale napt. Melastoma malabathricum, Melaleuca
cajuputi a Miconia albicans (Andersson a Brunet, 1993, Kidd a Proctor, 2000, Watanabe
a Osaki, 2001). Smrk (Picea abies) je téz vici AP’ relativné tolerantni, nebot’ snasi
koncentrace AI** 0,3mM bez poskozeni (Heim et al., 1999).

Al-tolerantni druhy rostlin, tedy takové druhy, které jsou schopné rist i na piidach
s vy$§imi koncentracemi AI**, se obecn adaptovaly dv€ma zpusoby (Watanabe a Osaki,
2002):

a) Rostliny ukladaji hlinik v ne$kodné formé& do vakuol, a zabranuji tak jeho
interakci s cytosolickymi slozkami (tzv. aluminium accumulators). Rostliny, které takto
hlinik pfijimaji, jej akumuluji v butikdch kofent (Vaccinium macrocarpon, Brachiaria
ruziziensis, Polygonum sachalinense) nebo v nadzemni biomase (Rumex acetosella,
Festuca rubra) ¢i v buiikkach celého téla (Camellia sinensis, Fagopyrum aesculentum,
Hydrangea macrophylla). U rostlin akumulujicich Al dochazi k Al-indukované syntéze
ruznych Al vazajicich polypeptidd (thioniny, fytochelatiny), organickych kyselin
a transportnich proteinti (ABC transportéry) (Ciamporova a Mistrik, 2001).

b) Buriky kofent aktivné vylu€uji samotny hlinik diky zménam v pH rhizosféry,
redukci CEC (cation exchange capacity, kapacita vazby kationtd) BS a toku AI’* ven
z bunék pres PM. Dalsi mozZnosti, jak se rostlina méize vyhnout toxickému piisobeni Al**,
je vyluCovani organickych kyselin, které vazi Al ionty pfimo v rhizosféte (tzv. aluminium
excluders, napt. Oryza sativa, Melaleuca cajuputi, Acacia mangium). S vylu¢ovanymi

kyselinami tvofi hlinik netoxické komplexy, a tim je zabranéno jeho dal§imu ptisobeni.
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Organické kyseliny se schopnosti chelatovat Al ionty hraji vyznamnou roli
v detoxikaci AI** vné i uvnitf buriky (Ma, 2000). Zabrariuji navazani AP’" na vazebna mista
v bunééné sté€né€ a plazmatické membrané a tim udrZuji jejich normalni funkci (Delhaize
aRyan, 1995). Pfidani organickych kyselin do Zivného roztoku zmirni toxicitu
Al3+(Tesfaye etal.,2001).

Vylugovani organickych kyselin nastava specificky za pasobeni Al**, jiné ionty nez

Al ji  nevyvolavaji. Misto sekrece
Al-tolerant

organickych slou€enin odpovidda mistu, kde
AP** nejvice pusobi, tedy kofenové 3pitce
(Ma, 2000).

Byly popsiny 2 typy vylu¢ovani.
Béhem prvniho jsou ziejmé aktivovany
aniontové kanaly a nastava ihned po dodani
AP**. U druhého typu nastava vylu€ovani az
po c&asové prodlevé, jsou ziejmé& nejprve

Obr. 2.5 VyluEovéni organickfch kyselin exprimovany geny nutné pro vyluovani
i:::'(\)vf::::lctest':':sgif:::f::'t?clle;/toxicity_m/'l’o- organickych kyselin (Ma, 2000). Riizné druhy
lerance.htm rostlin vyluduji odliné organické Kkyseliny.
Naptiklad sdja, fazol, Cassia tora a senzitivni kultivar kukufice vyluéuji kyselinu
citrénovou (Silva et al., 2001; Miyasaka et al., 1991; Yang et al., 2006, Kollmeier ef al.,
2001) pohanka kyselinu $tavelovou (Zheng et al., 1998; Ma a Hiradate, 2000). U Zita
aryze byla zaznamenana exkrece jak malatu, tak citratu (Li et al., 2000, Macédo et al.,
2001). Vylu¢ovani malatu v souvislosti s Al stresem zkofenové $piCky se objevuje
u pSenice (Triticum aestivum L.) a u tolerantniho kultivaru kukufice (Li et al., 2000;
Kollmeier et al., 2001). Malat se vyskytuje jako dvojmocny aniont v cytoplazmé a jeho
pohyb z buné€k kofene je pasivni proces (Zhang et al., 2001).
Aktivita enzymi (PEPkarboxylazy, malatdehydrogenazy
a izocitratdehydrogenazy), které se Wcastni jejich syntézy, vSak oproti senzitivnim
kultivarim zistdvd nezménéna (Li et al., 2000). Rozdil je tedy spiSe ve schopnosti
transportovat je pfes membranu (Delhaize a Ryan, 1995; Li et al., 2000). AP spousti
otevirani malatovych kanali a kanalG pro kationty v membrané. Senzitivni a tolerantni
kultivary se li§i v mnozstvi AI**, které uZ je schopno malat-propustny kanal aktivovat.

Také se 1i8i vdobg, po kterou je kanal otevien, a v mnozZstvi vyloucené kyseliny.
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Tolerantni kultivary vylucuji vice organické kyseliny po del§i dobu. Exkrece malatového
aniontu je doprovéazena vydejem K* u tolerantniho kultivaru p3enice (Zhang et al., 2001).

U smrku jsou moZznymi ligandy hliniku fenolické slouceniny a fosfaty. Neni zde
vyuzivana exudace rozpustnych organickych kyselin. Oviem po aplikaci A" klesa
mnoZstvi fenolickych sloucenin, které jsou za normalnich okolnosti pfitomny pouze
v mikromolarnich koncentracich. Ztejmé tedy nejsou soucasti obranného mechanizmu
u smrku. Smrk je viigi Al** relativng tolerantni, snese koncentrace 0,3mM bez poskozeni.
Letalni koncentrace jsou az 30x vy$$i. Je mozné, Ze tu pozitivni roli hraje mykorhiza
(zadrZovani Al v kofenech stoupa po inokulaci smrku s Paxillus involutus) (Heim et al.,
1999).

2.2 Cytoskelet

Zakladnimi komponentami rostlinného cytoskeletu jsou aktinova filamenta
(mikrofilamenta) a mikrotubuly (Goddard et al., 1994). Pro buiiku je cytoskelet velmi
ddlezity. Ma strukturni a stavebni, pohybovou a dopravni, ale i informa¢ni a signalni
funkci (Wasteneys, 2004; Breviario a Nick, 2000).

2.2.1 Aktinova mikrofilamenta
Aktin je jednim z péti nej€astéjSich proteinid u eukaryot. Se svym sekven¢nim

rozdilem ne vétSim nez 15% od fas aZz po <¢lovéka je =zarovenn jednim
z nejkonzervovanéj$ich proteind. Je kédovan skupinou gent, jejichz pocet a rozloZeni
v genomu je vysoce proménlivé. Rostliny maji zpravidla vysoky pocet genli pro aktin.
Skoro vSechny ¢leny genové rodiny jsou exprimovany. Mechanizmy exprese aktinovych
genu a funkéni rozdily mezi aktinovymi izoformami nejsou dosud znamé.

Globularni monomer aktinu (G-aktin) je tvofen 375 aminokyselinami, ma
molekulovou hmotnost 43 kDa a je schopny vazat ATP. Sestavenim trimeru vznika jadro
pro nasledujici polymeraci. Polymeraci aktinu za sou¢asného $tépeni ATP vznikaji fetézce
s vlaknitou Sroubovicovou strukturou, mikrofilamenta, nazyvana téZ F-aktin. V buiice
ptevladaji aktinova filamenta, monomery se vyskytuji pouze v komplexech s jinymi
regulatnimi proteiny zabrafujicimi polymeraci. Mikrofilamenta jsou polarni polymery
o priméru 7 nm. Kazdé aktinové vlakno ma (+) a (-)konec. Volny ATP-aktin se pfednostné
vaze na jeho (+)konec. Nasledkem vazby hydrolyzuje ATP na ADP, ¢imZ se zeslabi
vazebna sila k sousedicim molekuldm aktinu. ADP-aktin disociuje na (-)konci, z této

strany je tedy aktinové vldkno zkracovano.
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Je znamo asi 70 proteinl asociovanych s aktinem. N&které se vyskytuji na koncich
filament a zabrariuji nebo podporuji jejich prodluZovani ¢i odbouravani. Jiné zabratiuji i
podporuji polymeraci G-aktinu nebo zplsobuji rozpad F-aktinu. Pfikladem je protein
kofilin, ktery podporuje disociaci aktinu z (-)konce. Naproti tomu profilin podporuje
zabudovavani aktinu na (+)konci. Dalsi asociované proteiny zprostfedkuji bo¢ni interakce
filament (napf. fimbrin, a-aktinin), jiné je spojuji s plazmatickou membranou (spektrin,
vinkulin). Zvlastni skupinou jsou molekulové motory (myoziny) zajist'ujici transport
nakladu po aktinovych filamentech za sou¢asného §tépeni ATP.

Aktinova filamenta prostupuji cytoplazmu, kromé kortikalni  vrstvy
a cytoplazmatickych provazcu se vyskytuji v okoli jaderné membrany, kde tvofi aktinovy
koSicek. V rostlinnych buiikdch plni mnoho dileZitych funkci. Cyklus jejich rozpadu
zodpovida za zmény ve viskozité cytoplazmy, u€astni se pfesunu organel v buiice, spolu
s mikrotubuly kontroluji vytvoteni déliciho vieténka. V pylové lagce se u€astni transportu
a fuze vezikull, pfi prodluZovani vrcholové &asti pfesunuji organely, generativni buiiku

a vegetativni jadro. V plazmodezmech se podileji na regulaci propojeni symplastu.

2.2.2 Mikrotubuly

Z3akladni stavebni jednotkou mikrotubuli je vysoce konzervovany tubulin, protein
0o 450 aminokyselindich a molekulové hmotnosti asi 100kDa. Je sloZzen ze dvou
globularnich podjednotek spojenych nekovalentni vazbou, a (65kDa) a P-tubulinu
(54 kDa). a-tubulin i B-tubulin maji vazebné misto pro GTP. V a-tubulinu je GTP
pfitomno neustale, u B-tubulinu mize GTP hydrolyzovat na GDP.

C-konec tubulinového dimeru (B-tubulin) je tvofen a-helixy s kyselymi
aminokyselinami, které jsou vramci mikrotubulu vystaveny na povrch. N-konec
(a-tubulin) je bohaty na glycin a ma charakter B-skladaného listu.

U Arabidopsis je v genomu kodovano 6 genti pro a-tubulin a 9 gend pro B-tubulin
(Goddard et al, 1994). Tyto dvé rodiny se oddélily brzy vevoluci od jednoho
B-tubulinového ptedka a dvou odlisnych prekurzord a-tubulinovych gent. Tubuliny tvofi
rizné izoformy, pfiCemz rozdily se nachazeji pfevazn€é na C-konci. Poslednich
15 aminokyselin je nejvariabilngjSich a zodpovida za 75% vSech rozdild. I jeden
mikrotubul miZze byt tvofen n€kolika riznymi tubuliny (Breviario a Nick, 2000).
Samoziejmé mohou byt tubuliny, pfedev§im vSak a-tubuliny, posttransla¢né modifikovany

glykozylaci, tyrozinaci, fosforylaci, acetylaci (Smertenko et al., 1997). Modifikace mohou
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nasledné ménit vlastnosti svazku mikrotubuli, napf. sniZovat jeho dynamiku nebo odolnost
vici chladu (Breviario a Nick, 2000).

Mikrotubuly jsou duté vélce o vn&j$im priméru 25 nm a vnitfnim priméru 14 nm.
Heterodimery o a P-tubulinu nasedaji na sebe v orientaci hlava-ocas a tvofi linearni
protofilamenta, ktera asociuji laterdlné a davaji vznik levoto¢ivé Sroubovici. Jeden zavit
mikrotubulu je tvofen 13 protofilamenty. Jednotlivé mikrotubuly jsou dale spojeny pomoci
proteinti asociujicich s mikrotubuly (MAP) v mohutnéjsi svazky (viz niZe). Tvorba svazkt
je dilezZitou vlastnosti interfAzovych kortikalnich mikrotubulti a preprofazového prstence
(Dixit a Cyr, 2004).

Skladani a odbourdvani MT vyZaduje vazbu a hydrolyzu GTP. Mikrotubuly
vznikaji polymeraci tubulinovych podjednotek obsahujicich GTP, k hydrolyze GTP na
GDP vsak dochazi aZ po uréité ¢asové prodlevé. Tubulin s GTP tak vytvaii na (+)konci
MT c¢epi€ku. Velikost GTP ¢epicky miZe vést k riiznorodosti (+)konci z hlediska ristu
mikrotubulu. V ptipad€, Ze hydrolyza GTP pfesahne polymeraci tubulinu a dojde ke ztraté |
GTP ¢&epic¢ky, mikrotubul se stava nestabilnim a rychle depolymeruje (depolymerace MT je
tak rychly a dramaticky jev, Ze je pro néj zaveden termin ,katastrofa mikrotubulu®).
Rychlost zmén je u riznych MT odli$na. Polo¢as rozpadu mikrotubulu mtze byt v fadu
n€kolika minut i méné€ (Goddard er al., 1994). U rostlin jsou interfazové mikrotubuly
U rostlinnych MT dochazi méné casto k repolymeraci MT po jejich depolymeraci.
Rostlinné MT maji tedy rychlejsi turnover polymerti (Dhonukshe a Gadella, 2003).

V ramci mikrotubulu je P-tubulinovy konec rychleji rostouci a vice dynamicky
(H)konec, a- tubulinovy konec (-)konec roste pomaleji a je méné dynamicky. V pfipadé&, Ze
je (-)konec ukotven, je dynamicky pouze (+)konec a vykazuje periody ristu a zkracovani
se stochastickymi pfechody mezi témito stavy. Za uréitych podminek miiZze dochézet
k jednosmémému ristu a tim i posouvani mikrotubulu (treadmilling) v prostoru (Goddard
et al., 1994; Dixit a Cyr, 2004) V ptipadé€, Ze jsou oba konce volné pfistupné tubulinovym
podjednotkam, odpovid4 dynamika ¢isté polymeraci na plus konci a €isté depolymeraci na
minus konci. Ke zkracovani dochazi v ptipadé€, Ze disociace dimert od (-)konce pfesidhne
polymeraci na (+)konci. Frekvence vymén zavisi na asociovanych proteinech, které ji
mohou zvysit ¢i sniZit (Breviario a Nick, 2000).

U rostlin rist mikrotubulu zaéina na specifickych mistech v buiice, tzv. MTOC

(mikrotubuly organizujici centrum), pfi€emZ mikrotubul je svym (-)koncem asociovan
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s MTOC. Pfi nukleaci mirotubulu hraje roli y-tubulin, vzdéaleny pfibuzny a- a B-tubulinu,
jenz zaklada prstenec prvnich 13 dimeri. Po nukleaci a polymeraci tubulinu jsou
mikrotubuly u (-)konce zMTOC uvolnény, ziejm& za pomoci AtKSS (Arabidopsis
thaliana katanin-like protein small subunit, homolog p60 podjednotky kataninu),
mikrotubuly $tépiciho proteinu (McClinton et al., 2001; Dixit a Cyr, 2004). Nové&jsi prace
naznacuji, Ze prstencovy y-tubulinovy komplex je transportovan podél mikrotubulu pomoci
kinezinu smétujiciho k (+)konci, a v uréitém whlu k pfedchozimu mize za¢it polymerovat
dal$i mikrotubul (Murata et al., 2005).

Délici vieténko je mikrotubularni utvar vyskytujici se u vSech eukaryotnich
organizmi. Rostliny maji navic 3 unikatni mikrotubularni struktury G¢astnici se v bunééné
morfogenezi, které nemaji ekvivalentni struktury u bunék Zivodisnych. Je to interfazové
uspofadani mikrotubularnich svazki do kortikdlni vrstvy, které zfejmé urluje smér
bunééné expanze (Smertenko et al., 2000). Svazky kortikalnich mikrotubulti maji rizné
orientované (+)konce mikrotubuli (Dhonukshe a Gadella, 2003). Dalsimi typicky
rostlinnymi strukturami jsou ptedprofazovy prstenec ur€ujici rovinu déleni buriky
a fragmoplast, ktery sméruje vaéky se sténovym materidlem na misto bunééné desky
(Smertenko et al., 2000; Breviaro a Nick, 2000).

Dlouho byla pfijimana hypotéza, Ze kortikdlni mikrotubuly naviguji celulézo-
syntazovy komplex v plazmatické membrané¢ a urfuji tak orientaci celulézovych
mikrofibril v bunééné sté€né. Mladsi burniky s mikrofibrilami uspofadanymi rtizn€ rostou do
vSech smért v prostoru. Buriky starsi, u kterych jiz nastalo prodluZovani, rostou jen jednim
smérem, ponévadZ jsou omezeny jednosmérnou spirdlovitou orientaci celulézovych
mikrofibril. Celulézové mikrofibrily pisobi jako obruce, které burice nedovoli se
roz$ifovat. Burika tak miiZze zvétSovat sviij objem pouze ve sméru kolmém na mikrofibrily.

Dalsi studium ovSem odhalilo problemati¢nost tohoto tvrzeni. Ukézalo se, Ze
naru$eni kortikalnich mikrotubulti vede k radidlnimu natékani bunék, ne vzdy ale ke zméné
v uspotfadani celul6zovych mikrofibril. Stejné tak naruseni mikrofibril v ur€itych buiikéch
vede kjejich zpétnému transverzilnimu uspofadani i za absence transverzalniho
usporadani kortikalnich mikrotubuli (Himmelspach et al., 2003; Wasteneys, 2004). Roli
mikrotubull a uspofadani celul6znich mikrofibril v ristu bunék bude tudiz tieba jesté 1épe

objasnit.
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2.2.3 Proteiny asociované s mikrotubuly (MAP)
Rostlinné MAP jsou dileZité pro modulaci funkce mikrotubularniho cytoskeletu.

PiestoZe jich bylo jiZ popsano mnoho, bezpochyby jesté dalsi ¢ekaji na objeveni vzhledem
ke komplexité rostlinného mikrotubularniho cytoskeletu a jeho odpovédim na podnéty
z vnitiniho 1 vné&j$iho prosttedi rostliny (Gardiner a Marc, 2003). Na zaklad¢ databazového
vyhledavani bylo v Arabidopsis thaliana zjisténo 14 homologli modelovych MAP
z ostatnich taxonu, pfi¢emZz homologni domény byly z 57,1-97,0% homologni
s modelovou MAP sekvenci, z 22,5-72,8% byly aminokyselinové zbytky identické a ze
76,3-96,2% si proteiny zachovavaly stejnou sekundarni strukturu v homologni doméné
(Gardiner a Marc, 2003).

Tyto proteiny jsou ucastniky mnoha dé&ju, v€etn€ spravného utvafeni trojrozmérné
struktury tubulinu, nukleace mikrotubulii, dynamiky polymerace, dale se podili na
ukotveni mikrotubulll v plazmatické membrang, interakcich s proteinovymi komplexy PM
a dalSimi proteiny, vytvafeni spojniki mezi mikrotubuly, kontroly bunééného cyklu
v zavislosti na mikrotubulech (Gardiner a Marc, 2003; Hussey et al., 2002).

Z MAP, které byly identifikovany, jmenujme TANGLEDI1, SPIRALI, cytosolicky
chaperonin obsahujici komplex (cytosolic chaperonin-containing complex (CCT)),
homolog podjednotky p60 kataninu AtKTN1, dale heat shock protein 90, protein vazajici
se ke koncim MT AtEBla a elonga¢ni faktor la. Z tabaku, mrkve a huseni¢ku bylo
izolovano mnoho kinezint (Asada et al., 1997; Oppenheimer et al., 1997; Barroso et al.,
2000). Nedavno byly u rostlin identifikovany téz dyneiny. Tobacco virus movement
protein (TMV) taktéZ asociuje s mikrotubuly (Heinlein et al., 1995). Fosfolipaza D (90kD)
se vaze na mikrotubuly i plazmatickou membranu, k membrané je uchycena nezavisle na
MT. Teoreticky by mohla zprostfedkovavat signaly hormondlni i z vnéj$iho prostiedi
mikrotubulim (Gardiner et al., 2001) .

Strukturalni MAP podporuji polymeraci a depolymeraci, spojuji MT s AF, svazuji
mikrotubuly v paralelni svazky a tyto svazky spojuji s membranami, vezikuly a ER
(Hussey et al., 2002). Jsou to napi. MAP65, MAP120, MAP190, microtubule organization
1 (MORY1) a elonga¢ni faktor l1a. Byly izolovany napt. z BY-2 a mrkve (Jiang a Sonobe,
1993; Chan et al., 1999).

MAP mohou byt regulovany posttranslaénimi modifikacemi, napt. fosforylaci,
v zavislosti na niZ se méni afinita MAP k MT, a mizZe tak zplsobit zmény v jejich

dynamice a uspofadani (Preuss et al., 1995; Jiang et al., 1998; Hussey et al., 2002).
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Nyni se kratce vrat'me k nejdulezitéj$im proteinim asociovanym s mikrotubuly.

Vysoce zasadity mikrotubuly vazajici protein TANGLED1 (TAN1) se vyskytuje
v délicich se burikach, kde hraje kli¢ovou roli v determinaci roviny déleni. Je nezbytny jak
pro uspofadani cytoskeletalnich svazki uréujicich roviny déleni béhem profaze, tak pro
navigaci rostoucich fragmoplastd k pfeduréenym mistim dé&leni v cytokinezi. Jeho
nepfitomnost vede u kukufice ke S$patné orientaci fragmoplastu a Spatnym pozicim
bunéénych stén (Cleary a Smith, 1998; Smith ef al., 2001; Miiller ef al., 2006).

TANI1 interaguje s kineziny, jeZ sdili homologii s dvéma geny pro kinezin-12:
fragmoplast orientujici kinezin 1 a 2 (POK1, POK?2) (phragmoplast orienting kinesin 1 and
2). Autofi navrhuji, Ze POK1 a POK2 se udastni kontroly prostorového uspofadani

cytokineze zfejme diky interakci s proteinem TAN1 (Miiller ef al., 2006).

Protein SPIRAL1 (SPR1) je maly (12kDa) protein specificky pro rostliny, ktery se
ziejmé podili na kontrole anizotropniho ristu rostlinnych bun€k diky svym obéma
konzervovanym termindlnim doménam (N- i C-). Patfi do Sesti¢lenné genové rodiny
v Arabidopsis. Kolokalizuje s Kkortikalnimi mikrotubuly, preprofizovym prstencem,
fragmoplastem i mitotickym vieténkem. Diky SPRI1:GFP fuzi byla odhalena jeho
prednostni pfitomnost na rostoucich koncich mikrotubult. Za stavu, kdy se mikrotubuly
zkracovaly, se SPR1 od nich oddélil (Nakajima et al., 2004; Sedbrook et al., 2004)

Silna exprese SPR1 byla zaznamenana v pletivech srychle se prodluzujicimi
burikami. Rostliny s nadmérou expresi SPR1 byly odolnéjsi viéi mikrotubularnim
drogam a mély del$i hypokotyly. Naopak spr! mutantni Arabidopsis staci své koteny
a hypokotyly do pravotoivé spirdly. SPR1 je tedy ziejmé nezbytny pro udrZeni
anizotropie v rychle se prodluzujicich burikach (Nakajima et al., 2004).

Mutanty spiral2/tortifolial (spr2/torl) také vykazuji pravotoivost, ktera souvisi
s reorientaci kortikalnich mikrotubulti. Analyza proteinu TOR1 ukazala, Ze se jedna
o ¢lena nové rodiny proteini specifickych pro rostliny. Proteiny této rodiny obsahuji
N-terminalni HEAT repetici. Rekombinantni TOR1 kolokalizuje s kortikalnimi
mikrotubuly a pfimo se na né€ vaZe in vitro. Z poznatki vyplyva, Ze TOR1 je novy, pro
rostliny specificky protein asociujici s mikrotubuly (MAP), jenZz reguluje orientaci

kortikalnich mikrotubuli a smér ristu rostlinnych organi (Buschmann et al., 2004).
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Protein se specifickou funkci $tépeni mikrotubuld je AtKTNI1 (Arabidopsis
thaliana katanin), nékdy nazyvany FRA2. U mutanti fra2 (fragile fiber) se v souladu
s jeho funkci opozd'uje mizeni perinuklearnich mikrotubularnich svazki a ustanoveni
transverzalnich kortikalnich mikrotubuld béhem interfaze v prodluzujicich se buiikach. Je
tak naruSeno prodluZovani bunék a kortikalni mikrotubuly vykazuji naru$enou orientaci
(Burk et al., 2001; Burk a Ye, 2002).

Jednim z dalSich MAP je protein vazajici se ke koncim mikrotubuld AtEBla
(microtubule end binding protein 1a). B&hem interfaze je lokalizovan jak u (+), tak
u (-)konct, které jsou v buiice pohyblivé. Béhem cytokineze uZ nebyl zaznamenan tento
roztrouSeny vyskyt, nybrz plus konce byly asociovdny sjadernou membrinou. Signal
AtEB1a-GFP pfipominal kometu a zna¢eny material na povrchu jadra se posléze rozdélil
do dvou polarnich ¢epi¢ek kolmo na preprofazovy prstenec. Ziejmé hraje dilezitou roli pii

rychlém rustu (+)konce mikrotubulu (Chan et al., 2003; Chan et al., 2005).

Elongaéni faktor la (EF-la) (elongation factor-la) ma molekulovou hmotnost
50kDa. Jeho homolog je pfitomen ve vSech organizmech a je nezbytny pro translaci
proteini. EF-1a véZe, svazkuje, stabilizuje a podporuje polymeraci MT in vitro. Aktivita
svazkovani MT je ovliviiovana Ca?*/kalmodulinem (Durso a Cyr, 1994).

Byly identifikovany dvé domény zodpovidajici za vazbu s mikrotubuly. Jedna
v N-terminalni doméné¢ I, druhd v C-termindlni doméné III. Doména III stabilizuje
kortikalni MT, které jsou v jeji pfitomnosti odolné i viéi oryzalinu. Doména I zfejmé

negativné ovliviiuje vazbu celého EF-1a na MT in vivo (Moore a Cyr, 2000).

Kineziny, rodina molekularnich motor, vyuZivaji mikrotubuly jako dopravni
stezky pro jednosmémy transport rozliéného nakladu (napf. vacki, organel, RNA nebo
proteinovych komplexl) v ramci buiiky. Z tohoto diivodu hraji vyznamnou ulohu v mitéze,
meidze, kontrole dynamiky MT a pfenaSeni signalu. Energie potfebna k transportu vznika
$tépenim ATP. VSechny kineziny obsahuji vysoce konzervovanou MT vazebnou
motorovou doménu ¢itajici zhruba 350 aminokyselin. Motorova doména miiZe byt
nejcastéji umisténa na N-konci, popfipadé na C-konci nebo interné v proteinu. Kineziny
s motorovou doménou na C-konci piepravuji ndklad smérem k minus konci MT, kineziny
s motorovou doménou na N-konci pfepravuji naklad smérem k plus konci MT. Kratky

kréek ptilehly k motorové doméné proteinu vétSinou skryva specifické vlastnosti rodiny.
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Mnoho kinezind ma dale méné konzervovanou coiled-coil strukturu, jez je dalezita pro
dimerizaci, a nekonzervovany ocas, ktery je zodpovédny za interakci s nakladem.

Je znamo 14 rodin kinezinu, pfi¢emZ u vyssich rostlin se nepfedpoklada pfitomnost
viech rodin, 3-4 ziejm& chybi. Analyzy genomu Arabidopsis odhalily pFitomnost
aumoznily identifikovat 61 kinezini. Nejméné 23 se jich u€astni procesti spojenych
s mitézou. Nékteré kineziny jsou pfitomny ve fragmoplastu a kontroluji dynamiku tvorby
bunécné desky. Piekvapivé malo kinezini je asociovano s mitotickym vfeténkem
a preprofazovym prstencem (Reddy a Day, 2001; Richardson et al., 2006; Vanstraelen et
al., 2006).

Kineziny byly poprvé u rostlin identifikovany v pylovych lac¢kach (pollen kinesin
homologue, PKH) a fragmoplastu tabaku (tobacco kinesin related protein, NtKRP125).
Déle byly charakterizovany kineziny v Arabidopsis, bramboru, mrkvi, ryzi a kukufici.
Ptikladem je kinezin AtPAKRPI1. Tento kinezin se zatal akumulovat podél mikrotubuli
smérem ke stfedni rovin¢ vieténka béhem pozdni anafaze a pietrval béhem telofaze
a cytokineze. Ve chvili, kdy byl pfitomny fragmoplast, se kinezin soustiedil na MT v misté
budouci bunééné desky (Lee a Liu, 2000).

Neékteré dalsi kineziny maji specifické funkce, napf. jsou vyznamné pro spravné
ukladani celul6zovych mikrofibril (AtFRA1) nebo hraji roli v morfogenezi trichomi
(ZWI) (Oppenheimer et al., 1997). GhKCHI, ¢len rodiny kinezini 14 z baviny, ma
z hlediska budouciho vyzkumu slibnou vlastnost. Jedna se o kinezin zprostfedkujici

dynamickou interakci mezi mikrofilamenty a mikrotubuly (Preuss ef al., 2004).

Protein MORI1 (microtubule organization) o relativni molekulové hmotnosti
217,000 byl identifikovan v Arabidopsis thaliana. Jevi sekven¢ni podobnost s lidskym
TOGp’ a MAP215 z drapatky (Xenopus). Obsahuje nejméng deset HEAT repetici, které se
ucastni pii interakcich proteini (Whittington et al., 2001). Homolog MOR1/XMAP215
o molekulové hmotnosti 200 kDa (TMBP200) byl také izolovan z bunééné kultury tabiku
BY-2 (Hamada et al., 2004). MORI1 reguluje organizaci a funkci kortikalnich mikrotubuld.
Tvofi komplexy s tubulinem, podporuje jeho polymeraci a zvysuje pocet i délku
mikrotubuli. Béhem bunééného cyklu kolokalizuje s mikrotubularnimi strukturami véetné
interfazovych kortikalnich MT, preprofazového prstence, vieténka i fragmoplastu. Zaroven
je pfitomen i v mistech bez MT. Mor-1 mutanty Arabidopsis thaliana mély naruSené
preprofazové prstence, délici vieténka a fragmoplasty, v polovin€ bunék nebyl

ptedprofazovy prstenec viibec nalezen. Vieténko i fragmoplast byly kratsi, zfeymé vinou

27



krasich MT, nebyly normaln€ uspofadané a pietrvavaly v burikdach déle nez u divokého
typu. Tyto zmény vedly k nespravnému rozdéleni chromozomi, 3patné utvofenym ¢i
neuplnym bunéénym deskam a mnohojadernym buiikam (Hamada et al., 2004, Kawamura

et al., 2006).

2.2.3.1 MAPGS a jejich role v rostlinné burce
Rodina proteintt MAP6S5 plni v rostlindch velmi dulezitou funkci. Tyto proteiny se

vaZzou a tvofi mustky mezi jednotlivymi mikrotubuly. Spojuji je tak do silngjSich,
mohutnéjsich svazkd. Pomoci imunofluorescence byli ¢lenové rodiny MAP65 nalezeni na
vSech mikrotubulech v burice (Jiang a Sonobe, 1993). MiZeme se domnivat, Ze proteiny
MAP65 rodiny hraji vyznamnou tlohu za pusobeni AI’** znékolika divodid. Jednak
vzhledem ktomu, Ze po 1 hoding pusobeni AP* iontd bylo zjidténo ztentovani
mikrotubularnich svazki za souasného zvysSeni jejich poétu (Schwarzerova et al., 2002),
jednak zéroverti existuje studie o vyrazném efektu AP na mikrotubuly vazebnou doménu
(MBD, microtubule binding domain) lidského MAP4 proteinu. Tato doména flizovana
s GFP proteinem a exprimovana v Arabidopsis thaliana jevila za pisobeni Al**vyraznou
reorganizaci. Za normalnich podminek se signal MBD velmi podobal uspofadani
kortikalnich mikrotubulé, oproti tomu po 30 minutich pisobeni AP** dochazelo
k fragmentaci signalu. Autofi jev interpretuji jako doklad o depolymeraci mikrotubuli
(Sivaguru et al., 2003b). Na zakladé téchto predpokladi jsme pro své experimenty zvolili
protein MAP65-1, jelikoZz se vaZe mj. na interfazové kortikalni mikrotubuly a svymi

dimery je spojuje v mohutné;si svazky.

Rodina proteini asociovanych s mikrotubuly nazvanda MAP65 (dle pfiblizné
molekulové hmotnosti) je unikatni u rostlin (Wasteneys, 2002) a zaroveii je u nich rodinou
nejhojn€j§ich MAP (Smertenko et al., 2004). Odvozena aminokyselinova sekvence
MAPG65 gend nevykazuje signifikantni identitu s ostatnimi zndmymi MAP. Vykazuje
ovSéem homologii s nékterymi jinymi proteiny. Asel ze Saccharomyces cerevisiae
(anaphase spindle elongation factor; Pellman et al., 1995) a protein regulujici cytokinezi
u obratlovcti (PRC1, protein regulating cytokinesis 1; Jiang et al., 1998) ukazuji 16-18%
identitu s NtMAP65-1 (Hussey et al., 2002).

U Arabidopsis je rodina MAP65 tvofena 9 MAP65 geny (AtMAP65-1 do
AtMAP65-9). Jejich predpokladana molekulova hmotnost je 54-80 kDa (Smertenko et al.,
2004).
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Proteiny MAPG65 plni v rostlinné buiice rizné specifické funkce (Mao et al., 2005).
Unikatni role byla napfiklad odhalena u proteinu AtMAP65-3/PLEIADE, kdyZz zdména
Val za Ala420 zabranila cytokinezi vinou zmény uspofadani mikrotubulti ve fragmoplastu
(Miiller et al, 2004). AtMAP65-4 asociuje s pfeuspofadanymi mikrotubuly na pdlech
buriky, v mistech, kde se bude tvofit mitotické vieténko. Také jeho exprese byla nejvétsi
v mitéze, coz doklada, Ze se podili na tvorbé mitotického vieténka (Van Damme et al.,
2004)

In vitro byla také ukazana odli$nad funkce AtMAP65-6 a AtMAP65-1. Ackoli se
oba vazi na mikrotubuly, AtMAP65-6 nevykazuje Zadnou podpurnou aktivitu v polymeraci
tubulinu a stabilizaci nové vzniklych tubulid. Za pfitomnosti AtMAP65-6 tvofily
mikrotubuly velmi hustou sit’ s rizné orientovanymi jednotlivymi mikrotubuly. Netvofily
se jejich svazky a spojovaci mistky mezi mikrotubuly se objevily pouze lokaln€. Navic se
po pouZiti protilatky ukazalo, Ze AtMAP65-6 je asociovany s mitochondriemi a umoziiuje

jejich interakci s mikrotubuly (Mao et al., 2005).

2.2.3.1.1 MAP65-1
AtMAP65-1 vykazuje 86% podobnost s MAP65-1 ztabaku (NtMAP65-1)

(Smertenko et al., 2000). Pfedpovidany ¢teci ramec koduje 587 aminokyselinovy protein
o molekularni hmotnosti 65,8 kDa.
Smertenko et al. (2004) ukazali, Ze homodimery AtMAP65-1 tvofi 25nm mistky
mezi
jednotlivymi
paralelnimi
mikrotubuly
po celé jejich

délce,

Obr. 2.6 MAP65-1 tvoFi 25nm spojniky mezi mikrotubuly (Smertenko ef al., a spojuji je tak

2004) v mohutné

svazky (itajici vice nez 12 mikrotubultt (Smertenko et al., 2004; Mao et al., 2005).
Neurychluje ani nezabrafiuje katastrofé MT (Smertenko er al., 2004). Na zaklad¢
pozorovani mizeni signalu proteinii po pusobeni laserového svételného paprsku laseru
u GFP exprimujicich linii bylo po zji§téno rychlejsi obnoveni MAP65-1 neZ tubulinu. Jeho
turnover je 4-5x rychlejsi neZ ,treadmilling“ MT (13 s oproti 56s) (Chang et al., 2005).
Neni na ném zavisly, je to samostatny proces. Dle Maa et al. (2005) AtMAP65-1 navic
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podporuje polymeraci mikrotubulil in vitro (ackoli Smertenko et al. (2004) tvrdi opak),
zvy$uje nukleaci mikrotubulil a sniZuje kritickou koncentraci tubulinu pro jeho polymeraci
(Mao et al., 2005). MAP65-1 ma vazebné misto pro mikrotubuly na C-konci, na N-konci
se nachazi vazebné misto pro druhy monomer MAP65-1. Pouze antiparalelni uspofadani
umoziiuje spojovat mikrotubuly (Smertenko ef al., 2004). Esencidlni pro interakci
mikrotubuly jsou Ala409 a Ala 420. Ala420 je v ramci rodiny AtMAP65 konzervovana
aminokyselina. Jeji mutace na Val
umutanty pleiade-4 (viz vys) je
pii¢inou chybné cytokineze (Miiller et
al., 2004; Smertenko et al., 2004).
AtMAP65-1 je exprimovan ve vsech

Obr. 2.7 Kolokalizaccf mik.rotubl.llﬁ s AtMAP65-1 rostlinnych pletivech a organech
v protoplastech Arabidopsis thaliana (Smertenko et
al., 2004) s vyjimkou kali$nich listki a prasnika

(Smertenko et al., 2004). AtMAP65-1 se vaZze na mikrotubuly pouze v uréitych fazich
bunééného cyklu, jeho aktivita je tedy nejspi§ kontrolovana posttranskripéné. Béhem
interfaize se vaze na kortikalni MT. Dale je lokalizovan na preprofazovém prstenci, na
anafaznim vieténku v misté ptekryvajicich se MT a ve stfedni zoné€ fragmoplastu, kam MT
dopravuji vacky s materidlem pro bunéénou desku (Smertenko et al., 2004).

U tabaku rodinu NtMAP65-1 tvoii tfi podobné proteiny, NtMAP65-1a,
NtMAP65-1b, NtMAP65-1c. NtMAP65-1 se nevaZze na poruSené a fragmentované
mikrotubuly, ovSem po jejich zpétném obnoveni s nimi opét asociuje. Nepodporuje tedy

zahajeni jejich polymerace (Smertenko et al., 2000).

2.2.4 Signalizace v bunce-obecny prehled

Signalni drahy v burice funguji jako fada molekulovych pfepinaci, mezi nimiz je
signal pfendsen formou signalni molekuly. Signalni molekula po vazbé na svij specificky
receptor zméni jeho konformaci, diky €emuz mulzZe receptor generovat dalsi signaly
v burice. Koncentrace signalnich molekul je velice nizka, ale jejich vazba na receptor
velice rychla a silna. Receptorovy protein na povrchu buriky pfevadi extracelularni signal
na intracelularni, pficemz zahajuje signalni kaskadu. Tato kaskada signal cestou zesili
arozdéli do rGznych sméri (napf. na zmény v cytoskeletu, regulaci genové exprese
aregulaci metabolické drahy). Rada krokt takové kaskady muZe byt ovlivnéna jinymi

pochody v burice.
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Na povrchu rostlinnych bun€k se vyskytuji pfevazné dva typy receptort. V prvni
fadé jsou to receptory spojené siontovymi kandly, ve druhé pak receptory spojené
s G-proteiny. Li3i se mezi sebou podstatou signalu, ktery vytvareji uvnitf buiiky. Receptory

B spojené s iontovymi
kandly po  navazani
signalni molekuly

> @@= > Fosfoinozitidy ‘ ‘

Receptor G-protein Mastné Vakuola prevadgji chemicky

Py kyseliny \
Fosfolipaza . o
Kinaza " Ca* transportér signal na  elektricky,

/ %\_/ nebot se zménou své
( % ) &~ konformace oteviraji ¢i
\—/./ Druhy posel Ca**

N zaviraji kanal pro pritok
’ , . N 2‘ . ’ . o w
Efektorové proteiny - Cilové proteiny pro Ca specifickych iontt pfes
Kalmodulin br
Cytoskeletalni proteiny gg::g: lt:c:xsl?'lztyazy memoranu.
LD varicioo 3
.\xg::go‘uaczkagfgfu;my Tontové transportéry Receptory
Tontoveé transportéry Cytoskeletalni proteiny . .
Lipazy spojené s G-proteiny po

navazani signalni
Obr. 2.8 Zjednodulené schéma signalnich drah zahrnujicich . o 4 s
receptory spojené s G-proteiny v rostlinnych bulikich. PFevzato molekuly nejprve pfedaj
z Bushe, 1993

signal GTP-vazajicimu
proteinu (G-proteinu), ktery se spoji s receptorem a dojde k vyméné GDP za GTP v jeho
a-podjednotce. To zpisobi rozdéleni G-proteinu na aktivovanou a-podjednotku
a samostatny komplex Py. Obé& aktivované ¢asti G-proteinu mohou difundovat v roviné
plazmatické membrany a vyvolavat kaskadu dalSich pochodl. Nékteré G-proteiny reguluji
iontové kandly, jiné aktivuji enzymy vazané v membrané. Nej€astéj$im cilovym enzymem
G-proteind je fosfolipaza C. Plsobi na membranovy inozitolovy fosfolipid (fosfatidyl
inozitol-4,5-bisfosfat) a vytvafi dvé ruzné mediatorové molekuly. Odstépuje
inozitol-1,4,5-trisfosfat (IP3;), zatimco lipidovy konec diacylglycerol (DAG) zistava
zanofeny v plazmatické membrané. IP; putuje cytosolem a po dosaZeni endoplazmatického
retikula & vakuoly otevira Ca®* kanaly v membrang, potazmo tonoplastu. ZvySuje se tak
vyrazné koncentrace Ca’*v cytosolu. DAG v plazmatické membrané mezitim spolu s Ca®*
aktivuje proteinkinazu C. Proteinkinaza C fosforyluje aminokyseliny Ser a Thr v souboru
intracelularnich proteint, které jsou zapojeny do regulace transkripce.

Zvysena hladina Ca®* v cytosolu rostlin miiZe byt generovana jednak IPs, jednak
cyklickou ADPrib6zou (cADPR), ktera otevira Ca®" kanaly na tonoplastu a membrané ER
(Reddy, 2001) a je odpovédi na mnoho riznych signélii, nejen na ty, které plsobi
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prostiednictvim G-proteinti. Uginky Ca®* jsou vétsinou zprostfedkovany Ca®*-vézajicimi
proteiny. NejdileZitéj$im je kalmodulin, mald 17kDa molekula s celkem ¢&tyfmi
CaZ*-vazebnymi misty na svych dvou globularnich koncich. Po navazani &ty Ca®* méni
kalmodulin svou konformaci, a miiZe se tudiZ vazat na fadu cilovych proteind zahrnutych
ve fyziologickych procesech a ménit jejich aktivitu. Pfikladem jsou na kalmodulinu zavislé
proteinkinazy (CaM-kinazy), které nasledn€ ovliviiuji fadu bunéfnych déju fosforylaci
v serinovych a threoninovych postrannich fetézcich proteint.

Kalmodulin se podili na Ca®* zavislych odpovédich za piisobeni rtiznych stresori,
napf. pfi pusobeni téZkych kovi. Déale se vaze i na fadu proteini spojenych
s fosfolipidovou signalizaci, reorganizaci cytoskeletu a bunéénym délenim. Jeho rizné
izoformy pifenaseji specifické vyvojové signaly i signaly z vné&jsiho prostfedi. Ruzné
podnéty z vnéjsiho prostfedi zvySuji expresi jeho riznych izoforem (White a Broadley,

2003).

2.2.5 Role vapniku v rostlinach coby prenasece signalu
Na Ca® v rostlinné buiice je tfeba se zaméFit hned z nékolika divodi. Ca®* je

vyznamny druhy posel v signalnich drahéach u rostlin, v€etné drah ovliviiujicich cytoskelet.
Zmény v jeho cytosolické koncentraci jsou zptisobeny mj. i AI** jonty (Zhang a Rengel,
1999). Navic samotny Ca®" destabilizuje mikrotubuly (Breviario a Nick, 2000) a pisobi
ziejmé i na proteiny asociované s mikrotubuly. Sivaguru et al. (2003b) ukazali jeho vliv na
doménu asociovanou s mikrotubuly (MBD) z lidského MAP4. Za normalnich okolnosti
tato doména kolokalizovala s kortikalnimi mikrotubuly, po aplikaci Ca>* se jeji signal stal
fragmentovanym a svym vzhledem napodoboval depolymeraci mikrotubuld. Je mozné, Ze
AI** vstupuje v rostlinné butice do signalnich drah Ca’* a narusuje jejich spravny pribéh &i

prubéh viibec.

Krom& Ca®' funguji jako pfenaSete v rostlinnych signélnich drahach lipidy, pH
a cyklické GMP (cGMP). Nicméné volné cytosolické Ca®* jsou bezesporu nejdilezits;jsi
anejvice vyuzivané (Sanders et al., 1999). Transportni systémy na odstrafiovani Ca®*
z cytosolu jsou pfitomny ve vSech burikach za u¢elem udrZet jeho cytosolickou koncentraci
na stalych submikromolarnich hodnotach. Vysoka cytosolicka koncentrace Ca®* je pro
buriku toxickd, souvisi s apoptézou béhem normalniho vyvoje rostlinného organizmu
(White a Broadley, 2003). Koncentrace volnych Ca®" je v cytosolu nizk4 jiz z toho divodu,

7e vétsina Ca®* vstupujiciho pH signalizaci do cytosolu je velmi rychle vazana diky své
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vysoké afinit¢ k fadé¢ vazebnych proteini. Nejvyznamnéj$i z vazebnych proteind je
kalmodulin, ktery slouzZi jako pfenaSe¢ signalu, protoZe se dale vaZze na jiné molekuly
(Sanders et al., 1999). Nadbytedny Ca>* musi byt z cytosolu odstranén bud’ do vakuoly,
endoplazmatického retikula, mitochondrii, a dokonce i chloroplastii (Bush, 1993), nebo se
transportuje ptes PM do apoplastu. Tim vznika rozdil elektrochemickych potencialii na
membranach. Pomér koncentraci Ca®* uvnitf a vn& buriky je v fadu 10 (Sanders et al.,
1999). Transport z cytosolu zaji§t'uji pumpy pohanéné hydrolyzou ATP nebo protonovym
gradientem. Tyto pumpy mohou byt aktivovany kromé jinych cytoplazmatickych signali
ptimo Ca’* nebo kalmodulinem. Pasivni vstup Ca?* do cytosolu je zprostiedkovan
iontovymi kanaly (Sanders et al., 1999). Hlavni funkce Ca’* kanalii v plazmatické
membrané spo¢iva v bunééné signalizaci (White, 1998). Kanaly mizeme roz¢lenit na
kanaly nezavislé na napéti, hyperpolarizaci aktivovatelné kanaly a depolarizaci
aktivovatelné kanaly (White, 2000, White a Broadley, 2003). Predpoklada se, Ze
depolarizaci aktivovatelné kandly jsou zahrnuty vSeobecné do signalizace spojené se
stresem, jelikoZ depolarizace je béZna reakce na mnoho podnétii a zptisobuje na buné¢éné
periferii zvy$eni cytosolické koncentrace Ca®* (White, 1998). K depolarizaci membrany
dochazi jiz béhem jedné minuty ptisobeni podnétu (Sanders et al., 1999). Predpoklada se,
Ze je spojena s prvotni aktivaci aniontovych kanalii (Cho a Spalding, 1996; White, 1998).
Vysledny vzrist aktivity Ca®* kanali miZe usnadnit zvy3eni koncentrace cytosolickych
Ca®*. Ztejmé jsou ale pro spusténi signalu potieba jesté dalsi regulatory. Napfiklad &innost
dominantnich depolarizaci aktivovanych kanald v protoplastech mrkve je fizena pfimymi
¢i nepiimymi interakcemi s mikrotubuly. Za normaélniho stavu mikrotubularni sité je
¢innost vapenatych kanali potlaena. Za pulsobeni oryzalinu, ktery depolymeruje
mikrotubuly, stoupa v poloviénim &ase aktivita vapenatych kanalt Sestkrat aZ desetkrat.
Pasobeni taxolu, mikrotubuly stabilizujici drogy, nema na aktivitu kanald Zadny vliv
(Thion et al., 1996).

Typ, buné&éna lokalizace a hustota kanalti ovliviluje prostorovy charakter zmén
vyvolanych Ca®*. Otevieni Ca?* kanalu zpiisobi mistni zvySeni koncentrace Ca®*
v cytosolu ([Ca2+]cy1), které ovSem rychle zmizi poté, co se kanal zavte. Tak jsou ovlivnény
biochemické procesy na specifickém misté v bufice. Zmény v [Ca’*]e,y musi mit bud’
nizkou amplitudu, nebo musi byt doc¢asné, tranzientni (White a Broadley, 2003). Tento stav
ma totiZ pro bufiku uplné jiny vyznam nez vy$e zminéna neustile zvySena cytotoxicka
[Ca®*)epr. Tranzientni zvyseni [Ca®*]e,y miiZe byt jednoduché, dvojité nebo miize vykazovat

oscilaci (Evans ef al., 2001). Doba trvani, periodicita a amplituda [Ca2+]cyt oscilaci je velmi
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variabilni a jejich forma je ¢asto zavisla na sile a kombinaci specifickych stimulta (Evans et
al., 2001). Rozné stresory zpisobuji tedy rizné podoby Ca’* signalu. Lidi se i misto
v burice, kde se zacne [Ca2+]cyl ménit (Sanders et al., 1999). Rostlina ma tak Sanci
rozpoznat, co na ni pasobi, a specificky reagovat. Specifické [Ca2+]cyt signalizace maji
specifické biochemické i genetické nasledky (White a Broadley, 2003).

b 413

Aby rostlina ,,odpovédéla spravné“ na specifickou zménu [Ca2+]cyt, musi aktivovat
jedinetnou kombinaci Ca®* vazebnych proteind. Tyto senzory [Ca’']e: zahrnuji
kalmodulin, kalmodulinu podobné proteiny (CaM-like proteins) a na Ca®* zavislé kinazy
(Ca**-dependent protein kinases, CDPKs). Po navazéani Ca®* se méni jejich vlastnosti
a mohou tak reagovat s dal§imi ¢i cilovymi proteiny. Fyziologicka odpovéd’ tedy zavisi
nejen na charakteru zmény [Ca2+]cyt, ale i na expresi Ca®* vazebnych proteini, jejich afinité
k Ca®* a k cilovym proteiniim a na hustot& a aktivit& cilovych proteind (White a Broadley,
2003).

Mnoho CDPK je funkéné asociovano s cytoskeletem a miZe fosforylovat cilové
proteiny, mj. i cytoskeletalni (Reddy, 2001; Sanders et al., 2002).

Také PLD, ktera je zahrnuta do mnoha bunéénych signalnich drah, je schopna vazat
pfimo Ca’' a jeji aktivita je regulovana [Ca2+]cyt (Wang et al., 2000; White a Broadley,
2003).

Je vid&t, Ze rostlinny systém signalizace pomoci Ca®* je velmi spletity.

2.2.6 Mikrotubuly a signalizace v bunce
Mikrotubuly jsou pro rostlinu vyznamné nejen z hlediska morfogenetického, ale

castni se i odpovédi na bioticky a abioticky stres (Breviario a Nick, 2000). Rada
intracelularnich, extracelularnich, hormonalnich signali a signalti z vné&j$iho prostredi
indukuje reorganizaci cytoskeletu (Wasteneys a Yang, 2004). Reorganizace cytoskeletu je
zahrnuta mezi rané reakce na abiotickj" a bioticky stres spolu se zménami membranového
potencialu a cytosolické koncentrace druhych posli (Thion et al.,, 1996). Reorganizace
nebo depolymerace miZe znamenat, Ze proteiny asociované na povrchu MT jsou uvolnény,
moZna aktivovany a puasobi tak na jiné cilové molekuly. V zavislosti na sile signalu se
mohou aktivovat pienaSece ¢i represory signalu a spustit tak odpovidajici metabolickou
odpovéd’ (Wasteneys, 2004).

Napfiklad chladovy stres zptisobuje depolymeraci MT. Zda se, Ze signélni fetézec
v tomto pfipadé zahrnuje kalmodulin a Ca®" (Nick, 2000; Breviario a Nick, 2000). Zaroven

bylo zjist€éno, Ze u tolerantniho kultivaru pSenice (Triticum aestivum L.) piedchazela
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obnoveni ristu kofene a tvorb& mikrotubulti odolnych vi¢i chladu jejich rychla, ale
tranzientni a sou¢asné ¢asteéna depolymerace. Byla-li tranzientni depolymerace zptisobena
uméle antimikrotubularnim herbicidem pronaminem, ziskaly rostliny taktéZ odolnost viici
chladu (Abdrakhamanova et al., 2003).

Tranzientni depolymerace mikrotubuld je zfejmé spojena s vzristem cytosolické
koncentrace Ca’*, a je tak soudasti signalnich drah v rostlinné bufice. Kinezinu podobny
protein vazajici kalmodulin (KCBP, kinesin-like calmodulin binding protein) je ptikladem
mozného prostiednika mezi MT ovlivnénymi Ca’* a regulaci transkripce (Wasteneys,
2004).

Reorganizace mikrotubuld souvisi téZ s aktivitou fosfolipazy D (PLD), ktera je
spojuje s plazmatickou membranou. Za ptsobeni aktivatorti PLD, napf. n-butanolu, NaCl,
mastoparanu, xylanazy a hypoosmotického stresu, byly kortikalni mikrotubuly uvolnény
z vazby s PM a Caste¢né depolymerovaly. Izomery n-butanolu, které neaktivovaly PLD,
nemély ani vliv na organizaci kortikalnich mikrotubul (Dhonukshe et al., 2003). Je
mozné, Ze aktivace PLD taktéz reguluje aktivitu ur¢itych proteind asociovanych
s mikrotubuly (MAP), které kontroluji stabilitu a organizaci kortikdlnich mikrotubuli.
V kazdém piipadé, PLD mize byt zprostfedkovatelem reorganizace kortikalnich

mikrotubultl v odpovédi na rizné vyvojové nebo vnéjsi stimuly (Dixit a Cyr, 2004).
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3 Materialy a metody

3.1 Rostlinny material
Jako rostlinny material jsem pouZila rostliny Arabidopsis thaliana. Pro ristové

analyzy a imunofluorescenci byly pouZity divoké rostliny, pro pozorovani in vivo
poslouzila GFP-tubulin exprimujici linie Arabidopsis thaliana (Ueda et al., 1999), laskavé
poskytnuta prof. Hashimotem, a GFP-MAP65-1 exprimujici linie Arabidopsis thaliana
(Chang et al., 2005), laskavé poskytnuta Dr. A. Smertenkem.

3.2 Sterilizace semen
Semena bylo nutné pied sazenim o3etfit tak, aby bylo zabranéno kontaminacim

a aby bylo pfi kultivaci docileno stejnomérného rastu. Nejprve byla rychle omyta 70%
etanolem, poté ponechana na 10 minut vroztoku 50% SAVA. Nasledovalo dikladné
promyti sterilni destilovanou vodou (zhruba 5 cykll), aby byla semena zbavena zbytki
SAVA. Semena byla ponechana po dobu 2-3 dni ve 4°C. VSechny prace byly provadény

ve sterilnich podminkach.

3.3 Kultivace v hydroponii

Semena byla sterilné nasazena na skli¢ka specialné sestavena a upravena k tomuto
ucelu (viz Obr. 3.1), modifikovano dle Koyama et al., 1995). K sestaveni skli¢ek byla
pouzita nit a agar (7g/litr vody). Jednotliva sklicka byla umisténa do prihledné sklenéné

barvici vanicky,

jejich pohybu bylo

Agar zabranéno
Kulicka r w1t v
umisténim sklenéné

Kryci sklicko . .
i kulicky do drazky

§——Podloni skli¢ko .,

stojanku. Do
Obr. 3.1 vani¢ky se skli¢ky

bylo nalito kultivaéni médium ptiblizn¢ 3mm pod Groveii seminek. Vi¢ko bylo jesté po
ptiklopeni s vani¢kou spojeno parafilmem. Tak bylo zabranéno pronikani spor a negistot.
Cela souprava byla umisténa do kultivaéni mistnosti. Rostliny zde byly péstovany po dobu
4-11 dnt pfi teploté 21°C a svételné period€16 hodin.

Tento zpusob kultivace je sice pracny, ale ma nesporné vyhody. U rostlin lze
steriln€é a pfimo na sklicku méfit rizné parametry. Neméné dileZité pro posuzovani

pusobeni latek v médiu je schopnost pronikéni téchto latek do kofene ze viech stran, coz
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pii kultivaci na agaru nemtiZeme zajistit, latky obsaZené v médiu zde plisobi pouze z jedné
strany kofene.

Jako kultivaéni roztok slouZilo sterilni %2 Murashige a Skoog médium o hodnoté¢ pH
5,8 zhotovené ze smési zakladnich soli MS (Sigma, M5524) obohacené pyridoxinem
(Sigma), kyselinou nikotinovou (Sigma), thiaminem (Sigma), myo-inozitolem (Sigma)

a 1% sachardzou.

Rozpis na ptipravu 11 média:

MS (Sigma) 2,15g
sacharéza 10g
myo-inozitol 50mg
pyridoxin 0,5mg
kyselina nikotinova 0,5mg
thiamin Smg

3.4 Analyza rustu korenu

3.4.1 Rostlinny material
Arabidopsis thaliana p&stovana v 2 MS s 1% sachardzou v kultivaéni mistnosti po

dobu tii dnui.

3.4.2 Kultivaéni média

Vysterilizovand seminka byla nasazena do 2 MS s 1% sacharézou, kde kli¢ila
a semenalky znich rostly prvni tféi dny. Poté byla cela sklicka s tfidennimi rostlinami
sterilné pfenesena do rtuznych kultiva¢nich médii dle provadéného pokusu a ponechéna
v nich po stanovenou dobu. V prib&hu pokusu byla skla s rostlinami steriln¢ vyjimana
z rustového roztoku, kofeny byly snimany a skla s rostlinami byla vracena zpét do

pokusného média.
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SloZeni kultivaénich médii pro analyzu rustu kofenu:
Zikladni rustova analyza kofeni:
1) Kontrola: /2 MS s 1% sacharézou, pH 5,8
2) 100 puM AICIl3-6H,0 (Sigma), 100 uM CaCl,, 1% sachar6za, pH 4,3
3) 100 uM AICl3-6H,0 (Sigma), 1% sacharéza, pH 4,3
4) 100 pM CaCl,, 1% sacharoéza, pH 4,3
5) 1% sachardza, pH 4,3
V tomto pfipadé jsem sledovala jednak kratkodobé efekty médii na rist kofent
(kofeny byly méfeny po 0, 6, 12 a 24 hodinéch), jednak dlouhodobé efekty médii (délka

kofenti byla zjist'ovana po 0 a 4 dnech kultivace).

Vliv AI**, glutamétu a taxolu na rist kofeni:
1) Kontrola: 2 MS s 1% sachar6zou, pH 5,8
2) 100 uM AICI3-6H,0 (Sigma), 1% sachardza, pH 4,3
3) SmM glutamat, (monohydrat glutaméatu draselného,
CsHsKNO4 'H,0) (Fluka), 1% sacharéza, pH 6,0
4) 100uM AICl;3-6H,0 (Sigma), 1uM taxol, 1% sachar6za, pH 4,3
5) 1uM taxol, 1% sacharo6za, pH 5,5
Zde jsem sledovala dlouhodoby u¢inek jednotlivych médii na rist kofend. Délky

kofenu byly méfeny po 0 a 4 dnech plsobeni.

Vliv AI**, taxolu a AI** s pfedchozim piisobenim taxolu na rist kofeni:
1) Kontrola: 2 MS s 1% sachar6zou, pH 5,8
2) 100 uM AICI3-6H,0 (Sigma), 1% sachardza, pH 4,3
3) 1pM taxol (v 1% sacharoze, pH 4,3) ptsobil po dobu 30 minut,
teprve nasledn€ byly rostlinky pfeneseny do roztoku 100uM
AlCl;3-6H,0 (Sigma), 1uM taxolu, 1% sacharozy, pH 4,3
4) 1uM taxol, 1% sachardza, pH 4,3

Sledovala jsem délky koteni po 0, 1 a 2 dnech kultivace.
Vliv AP, oryzalinu a AP’* s pfedchozim piisobenim oryzalinu na rist kofent

1) Kontrola: /2 MS s 1% sacharézou, pH 5,8
2) 550nM oryzalin, 1% sachardza, pH 4,3
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3) 200nM oryzalin 200nM, 1% sachardza, pH 4,3

4) 550nM oryzalin (v 1% sachar6ze, pH 4,3) po dobu 30min, nasledné
pteneseno do 550nM oryzalinu s 100 uM AICl3:6H,0 (Sigma), 1%
sacharézou, pH 4,3

5) 200nM oryzalin (v 1% sacharéze, pH 4,3) po dobu 30min, nasledné
pteneseno do 200nM oryzalinu s 100 pM AlCl;3-6H,0 (Sigma), 1%
sachar6zou, pH 4,3

6) 100 uM AICl;3-6H,0 (Sigma), 1% sachardza, pH 4,3

Sledovala jsem délky kofent po 0, 1 a 2 dnech kultivace.

3.4.3 Snimani, méieni a hodnoceni délek korenu
Sklicka s rostlinkami byla snimana pomoci HITACHI HV-C20 CCD kamery,

meéfeni jednotlivych kofinkG byla provadéna pomoci programu Lucia. Kofen byl vzdy
méfen od hypokotylu po $pi€ku. Abych dosahla jednoznaénosti a vyhnula se $patné
interpretaci vysledkt, bylo nutné hodnotit vZdy vétsi soubor rostlin. Kazdy pokus byl
nejméné dvakrat opakovan, pro piehlednost jsou vsak uvedeny vzdy vysledky jednoho ze
dvou pokusu.

Vysledky jsem zpracovala do grafti v programu Sigma Plot 8,0.

Statistické hodnoceni dat jsem provedla v programu NCSS97 jednosmérnou
analyzou rozptylu (One Way ANOVA). Vzhledem k tomu, Ze data neméla normalni
rozdéleni, pro rozhodovani o signifikantnich rozdilech jsem pouzila Kruskal-Wallistv
Z-test mnohonasobného srovnavani. Vysledné hodnoceni rozdild mezi variantami jsem

zanesla do tabulek v programu Microsoft Excel.

3.5 Vizualizace mikrotubult pomoci imunofluorescence
Na imunofluorescen¢éni barveni mikrotubuli jsem pouzivala 3-5denni rostlinky.

Mezi jednotlivymi kroky byly rostlinky pfenaseny v ko$i¢kach se sitovitym propustnym
dnem. Kosi€ky byly zhotoveny z laboratornich $pi€ek tak, aby je bylo moZné pfi inkubaci
v protilatkach umistit do 2ml mikrocentrifuga¢nich zkumavek. Postup barveni byl pievzat

ze Sugimota et al. (2000) a upraven do nasledujici podoby:

Pouzité roztoky:
Mikrotubuly stabilizujici pufr (MTSB):

39



50mM PIPES (MP Biomedicals, LLC), SmM EGTA, 5mM MgS04-2H,0; 0,1%
Triton-X100, pH 7,0

fixaz:

4% paraformaldehyd (PFA, Serva) v MTSB

Enzymova lazen:
0,05% pektolyaza Y-23; 0,4 M manitol v MTSB, pfidany inhibitory proteaz 0,3mM
PMSF, 10uM Leupeptin a 1,25uM Pepstatin

fosfatovy pufr (PBS):
NaCl 8g/1; KCl1 0,2 g/I; KH,PO4 0,158 g/1; NaHPO4-12 H,0 2,31 g/l

Protilatky:
Primarni: monoklonalni my3i anti-a tubulin, klon DM1a, fedéni 1: 1000 (Sigma)
Sekundarni: anti-mysi Ig-TRITC (Sigma), fedéni 1:300

Postup:

[

Fixace ve 4%PFA v MTSB, 2,5 hod., sniZzeny tlak 400-500hPa
Rostliny pfemistit do ko8i¢kt s propustnym dnem

Promyt v MTSB 3x10 min

Inkubovat v enzymové lazni, 20 min

Promyt v MTSB 3x10 min

Inkubovat v metanolu v —20°C, 15 min

Zavodnit v PBS, 10 min

Blokovat v 2,0% BSA v PBS, 30 min

X ® N o kAW Dd

Inkubovat v primarni protilatce v PBS pies noc ve 4°C
. Promyt v PBS 3x5 min
. Inkubovat v sekundarni protilatce v PBS, 3 hod. ve 37°C
. Promyt v PBS 5x5 min

e e e )
W N = O

. Zhotovit preparat za pouZiti 50% glycerolu
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3.6 Pozorovani mikrotubuli a MAP65-1 in vivo
Pro pozorovani in vivo jsem pouzivala ¢tyfdenni rostlinky GFP-tubulin exprimujici

linie 4. thaliana. U GFP-MAP65-1 exprimujici linie jsem pouZivala rostlinky starsi,

nejlépe jedenactidenni.

Pfi imunofluorescenénim znaeni mikrotubuld jsem nejprve jednotlivé rostliny
Setrné prenesla hodinafskou pinzetou do malych Petriho misek s pfisluSnymi roztoky.
Roztoky AICl;, glutaméatu a samotné sacharozy se snizenym pH na 4,3 jsem nechala
pusobit po dobu jedné, patnacti a tficeti minut. Vzhledem k tomu, Ze gadolinium blokuje
nekteré Ca®* propustné kanaly, byly rostliny variant, kde byl testovan vliv gadolinia,
minimalné 1 hodinu pfed dalS§im oSetfenim vystaveny plsobeni média s obsahem
gadolinia. Nésledné jsem nechala pisobit roztoky AlCl;-6H,0, glutamatu a sacharézou se
snizenym pH na 4,3 po dobu 1, 15 a 30 minut. Nasledovalo samotné imunofluorescencni

znaceni dle postupu popsaného vyse.

V ptipad€¢ pozorovani GFP-tubulin a GFP-MAP65-1 exprimuyjicich rostlinek jsem
roztoky aplikovala pfimo na rostlinky umisténé v komiirce na konfokalnim mikroskopu.
Rostlinka byla nejprve poloZena do kapky média v oteviené komirce, kofenové $picky
byly zakryty krycim sklickem a nasnimany pfed samotnym pisobenim. Nasledné byly
zjedné strany skli¢ka promyty za pomoci kapatka nejméné 500ul piislusného roztoku.
Nadbyteény roztok byl odsat z prot&jsi strany skli¢ka buni¢inou. Po 5 minutach pisobeni
roztoku byly kofenové $pi¢ky znovu nasnimany, totéZ bylo provedeno po 30 minutich
pisobeni. Béhem 30 minut plsobeni pfislusnych roztokti byly rostlinky s komirkou
ponechiany piipevnéné na mikroskopickém stolku, aby kofeny byly snimany v téze
orientaci. Ve fad¢ ptipadi bylo mozno béhem pisobeni snimat tytéz ¢asti kofenové Spicky.
Néekdy vsak dochazelo béhem promyvani k pohybu kofenové $picky. Nasledkem bylo, Ze
pfi dal§im snimani byla pozorovana kofenova $pi¢ka pon¢kud natoCend oproti ptivodni
pozici. V tomto pifipadé nebylo mozZno pozorovat tytéZ buiiky b&hem celého pisobeni,
pouze jiné buriky stejné kofenové $picky.

Pii sledovani pisobeni gadolinia s naslednym puisobenim pfislusnych roztoku byly
rostliny vystaveny 1 hodiné ptisobeni gadolinia v Petriho miskach. Teprve pfed naslednym
pusobenim byly umistény do komiirky na konfokélni mikroskop.

Pfi imunofluorescenénim znafeni i pozorovani in vivo byl testovan vliv

nasledujicich roztoki:
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1) Kontrola: 2 MS s 1% sachar6zou

2) 100 uM AICl;-6H,0 (Sigma),1% sachar6za, pH 4,3

3) 1% sacharéza, pH 4,3

4) SmM glutamat (monohydrat glutamatu draselného, CsHgKNO4 H,O)
(Fluka), 1% sacharo6za, pH 5,5-6,0

5) 100 uM gadolinium (GdCl;-6H,0) (Sigma), 1% sachardza, pH 5,5-6,0

3.7 Mikroskopické pozorovani
Imunofluorescenéné znacené rostliny jsem snimala na epifluorescenénim

mikroskopu (Olympus PROVIS AX 70; Olympus Optical Co., Ltd., Japonsko) pfi
optickém zvétSeni 20x nebo 40x. PouzZivala jsem objektivy UPlanApo 20x s numerickou
aperturou 0,70 a LUMPlanF] 40x objektiv s vodni imerzi a numerickou aperturou 0,8.
Excitovano bylo vinovou délkou 510-550nm, jako bariérovy byl pouzit 590nm filtr.
Pouzivala jsem monochromatickou CCD kameru COHU a program Lucia G/F, verze 4,60
(Laboratory Imaging, Praha). Dale jsem pro pozorovani tychZz preparati vyuzila konfokalni
skenujici mikroskop Leica TCS NT (Leica Microsystems Heidelberg GmbH), excitovala
jsem vinovou délkou 543 nm pomoci argon/kryptonového laseru (emise S90nm).

In vivo pozorovani GFP-tubulin a GFP-MAP65-1 exprimujicich rostlin bylo
provadéno vyhradn€ na vy$e zminéném konfokalnim mikroskopu. GFP byl excitovan
vinovou délkou 488nm hélium/neonovym laserem (emise 515-545nm).

Vsechny obrazky byly sniméany v roviné x,y s ménici se tfeti prostorovou soufadnici
z a konvertovany do elektronické podoby s rozliSenim 1024x1024 pixeld. Pouzivala jsem
objektiv se zvétsenim 63x s vodni imerzi a numerickou aperturou 1,2 (HCX PL APO
ibd.BL 63,0x1,2 W) a pfibliZzeni (zoom) 1,7 a 4,0.

Kofeny rostlin ovlivnénych médii s oryzalinem, taxolem a AP v ramci ristové
analyzy jsem snimala v prochazejicim svétle na mikroskopu Olympus PROVIS AX70 pfi
optickém zvétSeni 4x pomoci objektivu Olympus UPlan 4x s numerickou aperturou 0,16;

video 3 CCD kamery SONY a programu Lucia G, verze 4,60 (Laboratory Imaging, Praha).

3.8 Zpracovani obrazku
Obrazky z fluorescenéniho mikroskopu PROVIS byly zpracovany v programu

Adobe Photoshop 7,0. Série z konfokalniho mikroskopu byly sloZeny v programu Leica
Lite (Leica Microsystems Heidelberg GmbH) a vystupy déle zpracovany v Adobe
Photoshop 7.,0.
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Pro hodnoceni ¢etnosti a tloust’ky mikrotubuld jsem pouZila program ImageJ (volné
pfistupny na http://rsb.info.nih.gov/ij/) a Excel. Hodnoceny byly jednotlivé interfazové
buriky kofene s transverzalnimi svazky MT znalenymi imunofluorescenéni metodou,
snimané na konfokdlnim mikroskopu s étyfndsobnym pfiblizenim (zoom 4x), jejichz
jednotlivé fezy byly sloZeny v programu Leica Lite (Leica Microsystems Heidelberg
GmbH). Z kazdé varianty bylo hodnoceno vzdy 10-20 bunék. Kolmo k mikrotubultim byla
vedena useCka o Sifce vzdy 10 pixelt a délce odpovidajici 15 pm. Na zidkladé hustot
fluorescence v prub&hu této useCky byly v programu Excel vypoéteny poéty a relativni
tlouStky svazki mikrotubuld. Hustoty fluorescence v priibé¢hu 1 usecky byly vynesené
oproti pozicim pixelu a pocet MT byl uréen dle poétu zapornych vrchold v tomto grafu.
Pro hodnoceni tloustky svazki byla provedena prvni derivace pribéhu hustot oproti pozici
pixeli a odeétena od absolutni hodnoty této derivace. Vysledek tohoto algoritmu dava
nenulovou zapornou hodnotu v mist¢ dvou sousedicich MT vramci 1 svazku, zatimco
nulovou hodnotu udava v prazdném misté mezi svazky MT a v misté, kde sousedi okraj
svazku MT s prazdnym prostorem mezi svazky. Vzdalenost mezi nulovymi hodnotami
uréuje tloustku (silu) svazku MT. Ciselné hodnoty sily svazki mikrotubuli nevyjadtuji
ptesny pocet mikrotubulil ve svazku, je nutno povazovat je za relativni. Metoda hodnoceni

podrobnéji viz Schwarzerova et al., 2002.
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4 Vysledky

4.1 Analyzy rastu korenu
Vliv AP**, Ca*" a snizeného pH na rist koFeni po 6, 12 a 24 hodinich kultivace

Cilem prvnich pokust bylo zjistit, jak piisobi AP ionty na rust kofend Arabidopsis.
Vzhledem k tomu, Ze AI** ionty se v roztoku vyskytuji pouze za nizkého pH (4,3), byly
pro kontrolu méfeny i délky kofeni rostlin kultivovanych v médiu se snizenym pH na 4,3.

Na zaklade
Vliv hliniku na rast kofent

ptedchozich
poznatki  ohledn& 10

’ v s Al3+
Zmirneni SR kontrola

. . e B Al pH sach
toxicity Jinymi B Al pH Ca sach

24 8 |- mmmm pH Casach

kationty, napt. Ca ~zpe pH sach

(Kinraide a Parker,
1987), byla =za
ucelem  vylouceni
zmiriiujiciho

pusobeni jinych

prumérna délka kofenli [mm]

iontd jako médium
pouzita 1%
sachar6za.  Zvlast

byl ovéfovan ucinek

Ca®*. TH dny po

pocet hodin

nasazeni a  kultivaci e g

Graf 4.1 Vliv AI'", Ca™ a sniZeného pH na rist koFeni po 6, 12 a 24
v plném médiu (Y2 MS)  hodinéch kultivace.
byly rostlinky nejprve zméfeny (0 hod.) a pfeneseny do pfislusnych médii. Rust kofenti byl
sledovan po 6, 12, 24 hodinach.

Nejdelsi kofeny mély rostlinky v kontrolni variants, AI** jonty viditeln& zastavuji
rist. Délky kofent kultivovanych v médiu s AP’* se nelidily od délek pocate¢nich. AI**
zastavuje rast i v pfipadé¢ dodani Ca’* iont, tudiz nebyl prokazan zmirmujici G€inek téchto
ionti za toxického pisobeni APV ptipadé¢ varianty se snizenym pH doslo
k ofekavanému rustu kofentl, ktery se signifikantné nelisil od kontrolni varianty. Dodani

Ca®" iontt do média se sniZenym pH rist kofenii oproti kontrole spise brzdilo.
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Graf 4.2 Vliv AP*, Ca®" a sniZeného pH na procentuslni pFiristek koFend po 6, 12 a 24 hodinach
kultivace.
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Tab. 4.1 Statistické hodnocenf rozdilii délek koFenii mezi jednotlivymi variantami; a=varianty se od
sebe signifikantné li§i, n=varianty se od sebe signifikantn& nelii.
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Vliv AI**, Ca*" a sniZeného pH na riist kofeni po 4 dnech kultivace

Cilem tohoto pokusu Viiv hliniku na rist kofeni

bylo zjistit dlouhodoby ucinek 0

AP na rist  kofend - Kontrola
I Al pH sach

Arabidopsis. Varianty médii 50 f-

byly shodné s pfedchozimi

3

pokusy. Délky kofenti byly
méfeny po 4 dnech kultivace
v pfislu$ném médiu.

Po 4 dnech kultivace

pruméarna délka kofenl [mm)
8 8

doslo vinou AP k vyraznému

4 o » o +
zastaveni rustu kofenu. Ca2

. « v v, 10]) -
nepiisobily op&t zmimnéni AI**

toxicity. Délky kofenli rostlin

kultivovanych v médiu s Ca**
pocet dni

ionty se sniZzenym pH a v médiu
ty ymp Graf 4.3 Vliv AI**, Ca™ a sniZeného pH na riist kofeni po 4

se samotnym sniZzenym pH se dnech kultivace.

signifikantné nelisily od kontrolni varianty.
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Graf 4.4 Vliv AP, Ca’" a sniZeného pH na procentudlnf p¥iriistek koFeni po 4 dnech kultivace.
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Tab. 4.2 Statistické hodnocenf rozdfli délek kofenli mezi jednotlivymi variantami; a=varianty se od
sebe signifikantné lifi, n=varianty se od sebe signifikantn& neli8i.

47



Viiv AP, glutamatu, taxolu a soudasného piisobeni AI** s taxolem na rist

koFenii po 4 dnech kultivace

Vzhledem k tomu, Ze mikrotubuly jsou povazovany za jeden zprvnich cila

pisobeni AP’* jontdi v buiice, zajimal mne vliv cytoskeletalnich drog na rist kofent

a srovnani téchto G¢inkl s u¢inkem samotnych A

1** jontd. Bylo sledovano dlouhodobé

pasobeni taxolu, drogy, jeZ stabilizuje mikrotubuly. Po 4 dnech kultivace v médiu s 1uM

taxolem se délky
kofenti signifikantné
nelisi od délek kofent
kultivovanych po
stejnou dobu

v kontrolnim médiu.

Délky kofenti
kultivovanych od
pocatku v médiu

s taxolem a hlinitymi
ionty souCasné se
neli§i od pocate€nich.
V tomto ptipadé
nebylo na kofeny
ptusobeno taxolem
pfedem, byly
vystaveny

sou¢asnému pusobeni
taxolu i AP jiz od

pocatku.

Vliv hliniku a taxolu na rast kofent
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Graf 4.5 Vliv AP*, glutamatu, taxolu a soutasného piisobeni A" s taxolem
na rust kofeni po 4 dnech kultivace.
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Graf 4.6 Vliv AI**, glutamitu, taxolu a souasného piisobeni AP* s taxolem na procentudlni pFirastek
koFenii po 4 dnech kultivace.

Na makroskopické urovni mne zajimalo i plsobeni glutamatu. Sivaguru et al.
(2003b) povazuji glutamat za udastnika drahy signalizujici p¥itomnost AI**, ktery dokonce
zpisobuje depolymeraci mikrotubulé rychleji nez AI’**. Na makroskopické urovni
z hlediska délek kofent se ale stejné jako AI** nechova. Délky kofenti jsou sice po 4 dnech
kultivace v médiu s glutamatem oproti kontrolni varianté signifikantné krat$i, nicméné se

signifikantng 1i3i i od varianty s AI**.

3 o

2l I

2833l

L 0Ix|x| T

JAl4d -lajalala]a
IAItaon4d al-|ajafn]|a
|Glu4d ala|-|ala]a
IK4d alalal-[a]n
IKtO alnjajal-|a
|taxol4d ajlajla|n|a]-

Tab. 4.3 Statistické hodnocen{ rozdild délek koFeni mezi jednotlivymi variantami; a=varianty se od
sebe signifikantné li§i, n=varianty se od sebe signifikantné& neli§i.
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Vliv AI*', taxolu a A" s pFedchozim piisobenim taxolu na rist koienii po 1 a 2
dnech kultivace

Ovétovala jsem hypotézu, Ze pfedchozi stabilizace mikrotubulii taxolem zabrani
jejich depolymeraci se signalni funkci vedouci k zastaveni ristu kofene. Proto jsem na
kofeny pusobila taxolem po dobu 30 minut pfed pfesunutim rostlin do média soucasné
obsahujiciho AI** a taxol. Ani toto pfedchozi piisobeni taxolu se neprojevi jako zmirnéni
nasledujiciho toxického vlivu AP Délky kofeni se sice statisticky lisi, odliSuji se vSak jiz
na pocatku ptfed pfenesenim do pfislusnych médii, nutno je tedy vzit v potaz pfirtstky

délek kofenu. Ptiristky

délek po 2 dnech Vliv taxolu a hliniku na rist kofen(
kultivace v médiu %
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AI**. Stira se tak rozdil
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Y
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—_
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délek kofent.
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Graf 4.7 Vliv AI*", taxolu a AP’ s pfedchozim piisobenim
taxolu na rist kofeni po 1 a 2 dnech kultivace.
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Graf 4.8 Vliv AI**, taxolu a AP* s pFedchozim piisobenim taxolu na procentuélni pkirdstek koFeni po 1
a 2 dnech kultivace.
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Tab. 4.4 Statistické hodnoceni rozdfli délek koFend mezi jednotlivymi variantami; a=varianty se od
sebe signifikantng li$i, n=varianty se od sebe signifikantné neliSi.
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Vliv Al*, oryzalinu a AP s pfedchozim pisobenim oryzalinu na rist kofeni

po 1 a 2 dnech kultivace

Jako dalsi
cytoskeletalni
drogu jsem
pouzila oryzalin,
jenZ depolymeruje
mikrotubuly,
azji§tovala jeho
efekt na rist
kofenii po 1 a 2
dnech pusobeni.
Dale jsem
studovala, zda

depolymerace MT

oryzalinem 30

minut pied
samotnou

kultivaci  kofenu
vmédiu s AP

a oryzalinem

souCasné ma na

fend [mm)

délka kol

prumeérna

Vliv oryzalinu a hliniku na rist kofent

IR kontrola
N Al 100uM

25 || mmmm oryzalin 200nM + Al 100puM
N oryzalin 200nM
% oryzalin 550nM + Al 100uM
EE oryzalin 550nM

1 2

pocet dni

Graf 4.9 Vliv AP, oryzalinu a AI’** s pfedchozim pisobenim oryzalinu na rist

kofFenii po 1 a 2 dnech kultivace.

rast kofend vliv. Zatimco kofeny vystavené pouhému oryzalinu prvni den stale rostou, po

delSi dobé pusobeni sviij rist zastavuji. Predchozi tficetiminutové pisobeni samotného

oryzalinu a néasledné spole&né piisobeni oryzalinu s AI** nemélo vliv na AI**-indukovanou

zastavu rastu kofeni; kofeny v této varianté se neprodluzovaly vice neZ ve varianté pouze

s A’
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Graf 4.10 Vliv AP, oryzalinu a AP s pFedchozim pisobenim oryzalinu na rist koFenii po 1 a 2 dnech
kultivace.
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Tab. 4.5 Statistické hodnoceni rozdili délek kofent mezi jednotlivymi variantami; a=varianty se od
sebe signifikantng& li§i, n=varianty se od sebe signifikantné nelisi.
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Mikroskopicka pozorovani koFeni ovlivnénych oryzalinem a taxolem

Obr. 4.1: Kontrolni varianta. Kofen Arabidopsis kultivované po dobu 5 dnu v '
MS s 1% sachar6zou, pH 5,8. Na kofeni neni patrné Zadné natékani ani ¢ernani $picky.

Obr. 4.2: Ttidenni rostlinky Arabidopsis byly po ptedchozi kultivaci (*2 MS v 1%
sacharoze, pH 5,8) na nésledujici 2 dny pfeneseny do 1% sacharézy s oryzalinem o 200nM
koncentraci a pH 4,3 (celkova doba kultivace byla 5 dnii). Kofen je na své $pi¢ce oproti
kontrole znatelné¢ natekly, jeho barva tmavsi. Natékani lze pozorovat i u jednotlivych
bunék. Kofenové vlasky se vytvafi na samé kofenové Spicce, hned za kofenovou ¢epickou.

Obr. 4.3: Ttidenni rostlinky Arabidopsis byly po ptedchozi kultivaci (/2 MS v 1%
sacharéze, pH 5,8) na dobu nasledujicich 2 dnti vystaveny plisobeni 550nM oryzalinu
v 1% sacharéze, pH 4,3. Oproti 200nM koncentraci oryzalinu je kofenova S$picka
nateklejsi. Svou tmavsi barvu si kofen uchovava.

Obr. 4.4: Kofeny tfidennich rostlin Arabidopsis byly vystaveny tficetiminutovému
pusobeni 200nM oryzalinu v 1% sachar6ze s hodnotou pH 4,3. Nasledné byly pfeneseny
a kultivovany po dobu 2 dnl v médiu obsahujicim 200nM oryzalin a 100uM AICl; v 1%
sachar6ze, pH=4,3. AP uplné potladil efekt oryzalinu, kofeny nenatékaji a kofenové
vlaseni se nejen nevytvaii na kofenové $picce, ale zacina se tvoftit i dale oproti kontrole.
Kofen vyrazn€é méni barvu, tmavne az ¢erna.

Obr. 4.5: Ttidenni rostlinky Arabidopsis byly vystaveny po 30 minut pisobeni
550nM oryzalinu v 1% sachar6ze s hodnotou pH 4,3. Nasledné¢ byly pieneseny
a kultivovany po dobu 2 dnd v médiu obsahujicim 550nM oryzalin a 100uM AICl3 v 1%
sacharéze, pH=4,3. Oproti niZ3i koncentraci oryzalinu nedoslo k Zadné zméné ve vzhledu
kofene.

Obr. 4.6: Kofeny tfidennich rostlinek Arabidopsis thaliana byly kultivovany po
dobu 2 dni v médiu obsahujicim 100uM AICl; v 1% sacharéze, pH=4,3. Kofen zastavuje

rust, ¢ernd, kofenové vladeni se oproti kontrole vytvafi dale od $picky.

Pozn.: MéFitko uvedené na Obr. 4.1 je platné téz pro obrazky Obr. 4.2 aZ Obr. 4.8
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Obr. 4.1 K Obr. 4.2 Oryzalin 200nM

~

Obr. 4.4 Oryzalin 200nM—oryzalin 200nM+Al

Obr. 4.5 Oryzalin 550nM—oryzalin 550nM+Al Obr. 4.6 Al
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Obr. 4.7: Kofeny tfidennich rostlinek Arabidopsis byly kultivovany po dobu 2 dni
v médiu obsahujicim 1uM taxol v 1% sacharéze, pH= 4,3. Je patrné mirné natékani
kofenli. Natékani za pisobeni taxolu se ovsem lidi od natékani za plsobeni oryzalinu.
V piipadé piisobeni taxolu natéka i elongaéni zéna kofene. Kofenové vlasky se vytvareji
v obdobné vzdalenosti od $pi¢ky kotfene jako u kontrolnich kofenu, ale vla$eni je hustsi.

Obr. 4.8: Tiidenni kofeny byly na 30 minut vystaveny piisobeni samotného 1puM
taxolu a poté pfeneseny do média s 1uM taxolem a 100uM AICl;, kde byly nasledné

kultivovany po dobu 2 dnii. Kofeny vyrazné ¢ernaji.
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Obr. 4.7 taxol Obr. 4.8 taxol—taxol+Al
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4.2 Imunofluorescencni znaceni mikrotubula
V ramci kofene byly pozorovany vzdy povrchové buiiky (laterdlni buiiky kofenové

¢epi€ky) ze stejné oblasti (oblast €.2, viz Obr. 4.9).
lateralni butiky kotenové Eepitky

Y

t
T

byl

\;.
.
B

t

Obr. 4.9 Oblast &. 2 = pozorované buiiky.

Obr. 4.10 Imunofluorescen¢né zna¢ené mikrotubuly po 1 minuté pisobeni 100uM
AICl; v 1% sacharoze, pH=4,3. V kotenech Arabidopsis l1ze pozorovat okamzité zten¢eni
mikrotubularnich svazkl. Zaroveni se zvy$uje jejich pocet (viz Graf 4.11) oproti kontrole
(viz Obr. 4.13). Po putsobeni AP jsou MT jasnégj$i, pravidelné¢ uspofadané do
rovnob&Znych svazku.

Obr. 4.11: Imunofluorescenéné znacené mikrotubuly po 15 minutach plsobeni
100uM AICl3 v 1% sacharéze, pH=4,3. Svazky mikrotubuli jsou jemnéj$i a zaroven
¢etnéjsi oproti kontrole. Zachovavaji si jasnost a pravidelné rovnobézné uspofadani, které
1ze pozorovat jizZ po 1 minuté pﬁsobeniAl“.

Obr. 4.12: Vliv tficetiminutového pilisobeni 100uM AICl; v 1% sacharéze, pH=4,3
na mikrotubuly v kofenech Arabidopsis (zna¢eno metodou imunofluorescence). Svazky
mikrotubuld jsou jasn&jsi, jemné&j§i a cetn€j$i oproti kontrole. Stale si zachovavaji
pravidelné rovnobéZné uspotadani.

Obr. 4.13: Kontrolni varianta (2 MS v 1% sachar6ze, pH=5,8). Mikrotubularni
svazky jsou silné a jejich uspofdddni neni vZdy rovnobéZzné, jak je tomu
u mikrotubularnich svazki ovlivnénych hlinitymi ionty. Svazky mikrotubull jsou
u kontrolni varianty mén& &etné a zaroveil siln&jsi oproti svazkim ovlivnénym AI**,

glutamatem a sniZzenym pH.
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Obr. 4.10 Al 1 min

Obr. 4.11 Al 15 min

12 um
————
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Obr. 4.14: Imunofluorescenéné znatené mikrotubuly po 1 minuté plisobeni SmM
glutamatu v 1% sachar6ze, pH=5,5-6,0. MT jsou jemnéj$i a etné&jsi oproti kontrole.

Obr. 4.15: Pisobeni SmM glutamatu v 1% sacharéze, pH=5,5-6,0 po dobu 15
minut. MT jsou tenéi a &etnéj§i oproti kontrole. Nastava zména v uspofadani, ktera se ale
ve svém vzhledu 1i§i od zmény vyvolané pusobenim AI’*. MT nejsou jasn&jsi ani
pravidelné rovnobéZné uspofadané, jak tomu bylo po pusobeni AP**. Soutasn¢ se jejich
uspofadani li§i od MT v kontrolni varianté. Zména v uspofadéani nastava vesmés az po 15
minutach pisobeni glutamatu.

Obr. 4.16: Phsobeni SmM glutamatu v 1% sacharéze, pH=5,5-6,0 po dobu 30
minut. Svazky MT jsou dezorientované, nejevi pravidelné rovnobé&zné uspofadani jako po
pisobeni AI**. MT jsou tendi a &etn&jsi oproti kontrole.

Obr. 4.17: Pisobeni snizeného pH (4,3) v 1% sacharéze po dobu 1 minuty. Taktéz
dochazi ke zten¢ovani mikrotubularnich svazkl za zvyseni jejich poctu.

Obr. 4.18: Pusobeni sniZzeného pH (4,3) v 1% sacharéze po dobu 15 minut. Zmény
zpusobené snizenym pH vyusti v dezorganizaci mikrotubuldrnich svazkl. Zpisob
dezorganizace se li§i od dezorganizace vyvolané glutamatem i AI**. V zadném pfipadé se
zde neda mluvit o rovnob&Zném uspofadani, jaké u mikrotubularnich svazkti zptisobuji
hlinité ionty.

Obr. 4.19: Pisobeni snizeného pH (4,3) v 1% sachar6ze po dobu 30 minut. MT
jsou ten¢i a &etn&j$i oproti kontrole Dezorganizace mikrotubularnich svazkti pokracuje,

nepodoba se dezorganizaci zpisobené glutamatem ani A’
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Obr. 4.14 Glutamét 1 min

Obr. 4.15 Glutamat 15 min

Obr. 4.18 pH 15 min

12 nm

Obr. 4.19 pH 30 min
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Obr. 4.20: Mikrotubuly po 1 hodin¢ ptisobeni gadolinia (100 uM GdCl; v 1%
sachar6ze, pH=5,5-6,0) a nasledném puisobeni 100uM AICl; v 1% sacharéze, pH=4,3 po
dobu 1 minuty (znadeno metodou imunofluorescence). V uspofadani, poftu a sile
mikrotubuld nedochézi k Zadné zméné& oproti kontrole ani kontrole pisobeni gadolinia.
Svazky jsou ale jasnéj$i oproti kontrole.

Obr. 4.21: Mikrotubuly po 1 hodin¢ pisobeni gadolinia (100 pM GdCl; v 1%
sacharéze, pH=5,5-6,0) a nasledném pisobeni 100uM AICl; v 1% sachar6ze, pH=4,3 po
dobu 15 minut (znaeno metodou imunofluorescence). V uspofadani, poétu a sile
mikrotubulii nedochazi k Zadné zméné€ oproti kontrole ani kontrole piisobeni gadolinia.
Svazky jsou ale jasnéj$i oproti kontrole.

Obr. 4.22: Mikrotubuly po 1 hodin¢ pusobeni gadolinia (100 pM GdCl; v 1%
sachar6ze, pH=5,5-6,0) a nasledném pisobeni 100uM AICl; v 1% sachardze, pH=4,3 po
dobu 30 minut (znateno metodou imunofluorescence). V uspofadani, pottu a sile
mikrotubuld nedochazi k Zadné zméné& oproti kontrole ani kontrole ptisobeni gadolinia.
Svazky jsou ale jasnéj$i oproti kontrole.

Obr. 4.23: Kontrola ptisobeni samotného gadolinia (100 uM GdCl;-6H,0, 1%
sachar6za, pH 5,5-6,0). Po 1 hodin€ pusobeni gadolinia nedochazi oproti kontrole ke
zménam v poc¢tu a sile mikrotubuldrnich svazki. Svazky jsou ve vét§in¢ pfipadd jasnéjsi

a kontrastné}$i oproti kontrole.
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Obr. 4.20 Gd 1 h—Al 1 min

Obr. 4.21 Gd 1 h—Al 15 min

Obr. 4.23 KGd
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Obr. 4.24: Mikrotubuly po 1 hodin€ ptsobeni gadolinia (100 pM GdCl; v 1%
sachar6ze, pH=5,5-6,0) a nasledném pusobeni SmM glutamatu v 1% sachar6ze, pH=5,5-
6,0 po dobu 1 minuty. V uspofadani, po¢tu a sile mikrotubulti nedochézi k Zadné¢ zméné
oproti kontrole ani kontrole pusobeni gadolinia. Svazky MT jsou ale jasné&j$i oproti
kontrole.

Obr. 4.25: Mikrotubuly po 1 hodin€¢ pusobeni gadolinia (100 uM GdCl;3 v 1%
sachardze, pH=5,5-6,0) a nasledném plisobeni SmM glutamatu v 1% sacharéze, pH=5,5-
6,0 po dobu 15 minut. V uspofadani, poétu a sile mikrotubuld nedochazi k Zadné zméné
oproti kontrole ani kontrole ptsobeni gadolinia. Svazky MT jsou ale jasné&j$i oproti
kontrole.

Obr. 4.26: Mikrotubuly po 1 hodin€¢ ptsobeni gadolinia (100 uM GdCl; v 1%
sacharéze, pH=5,5-6,0) a nasledném pusobeni SmM glutamétu v 1% sacharéze, pH=5,5-
6,0 po dobu 30 minut. V uspofadani, po¢tu a sile mikrotubuli nedochézi k Zadné zméné
oproti kontrole ani kontrole pisobeni gadolinia. Svazky MT jsou ale jasné&j$i oproti
kontrole.

Obr. 4.27: Mikrotubuly po 1 hodin¢ pusobeni gadolinia (100 pM GdCl; v 1%
sachar6ze, pH=5,5-6,0) a nasledném piisobeni sniZzeného pH v 1% sachar6ze, pH=4,3 po
dobu 1 minuty. V uspofadani, po¢tu a sile mikrotubulti nedochazi k Zadné zmeéné oproti
kontrole ani kontrole pisobeni gadolinia. Svazky MT jsou ale jasné&jsi oproti kontrole.

Obr. 4.28: Mikrotubuly po 1 hodin€¢ pusobeni gadolinia (100 uM GdCl; v 1%
sacharéze, pH=5,5-6,0) a nasledném pisobeni nasledném piisobeni snizeného pH v 1%
sacharéze, pH=4,3 po dobu 15 minut. V uspofadani, poétu a sile mikrotubuli nedochazi
k Zadné zméné oproti kontrole ani kontrole ptsobeni gadolinia. Svazky MT jsou ale
jasné&jsi oproti kontrole.

Obr. 4.29: Mikrotubuly po 1 hodin€¢ pusobeni gadolinia (100 pM GdCl; v 1%
sacharéze, pH=5,5-6,0) a nasledném pisobeni snizeného pH v 1% sacharéze, pH=4,3 po
dobu 30 minut. V uspofadani, po¢tu a sile mikrotubulti nedochéazi k Zadné zméné oproti

kontrole ani kontrole piisobeni gadolinia. Svazky MT jsou ale jasné&jsi oproti kontrole.
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Obr. 4.26 Gd 1 h—glutaméat 30 min Obr. 4.29 Gd 1 h—pH 30 min

65




4.3 Pozorovani MAP65-1 in vivo
Vliv 0, 5, 30 minut pusobeni AP na MAP65-1

Za kontrolnich podminek kolokalizuje MAP65-1 s MT, jeho uspofadani v butice
napodobuje uspofddiani MT (viz Obr. 4.30, 4.33, 4.36)".

100uM AICI; (v roztoku 1% sachardézy, pH=4,3) béhem 5 _ s
minut pisobeni vyvolava zmény v uspofadani GFP-MAP65- ? b
1. Usek, ve kterém MAP65-1 kolokalizuje s MT, se zkracuje 2
od konct a stava se pferuSovanym (viz Obr 4.31; Schéma
Schéma 4.1

4.1). Po 30 minutich pusobeni AP pferuseni mizi, useky

MAP65-1 jsou zaceleny a prodluzuji se (viz Sipky). Zajimavy doprovodny jev je
ztenCovani téchto pruht (viz Obr. 4.32).

Obr. 4.30 Al 0 min=K Obr. 4.31 Al 5 min Obr. 4.32 Al 30 min

Vliv 0, 5, 30 minut pusobeni glutamatu na MAP65-1

U rostlin promyvanych 5SmM glutamatem (v 1% sachar6ze, pH=5,5-6,0) celkové
ubyva usekii MAP kolokalizujicich s MT po 30 minutach (viz Obr. 4.35) oproti 0 minutam
(K, viz Obr. 4.33), ale useky se neztenCuji. Zmeéna je postupna, ¢imzZ se li§i od plsobeni

AIP". Nedochazi k tranzientni zméné.

Obr. 4.33 Glu 0 min=K Obr. 4.34 Glu 5 min Obr. 4.35 Glu 30 min

' Pokud neni uvedeno jinak, jsou meFitka obrazki v kapitole 4.3 stejné jako na Obr. 4.30.
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Vliv pisobeni 0, 5, 30 minut snizeného pH na MAP65-1
Za pusobeni snizeného pH (1% sachar6za, pH=4,3) ubyvéa po 30 minutach useku

kolokalizujicich s MT (viz Obr. 4.38). U nékterych rostlin byla zaznamenana i zmeéna

v uspofadani a zten¢ovani.

S .

Obr. 4.36 pH 0 min=K Obr. 4.37 pH 5 min Obr. 4.38 pH 30 min

Vliv 1 hodiny piisobeni gadolinia na MAP65-1 (kontrola piisobeni gadolinia)

Po 1 hodiné piisobeni gadolinia (100 pM GdCl3-6H,0, 1% sachar6za, pH 5,5-6,0)
vydava GFP-MAPG65-1 zietelny signal. Jeho useky kolokalizujici s mikrotubuly jsou
jasné&jsi (viz Obr. 4.39, Obr. 4.40).

Obr.4.39KGd1h Obr.440KGd1h
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Vliv 1 hodiny pusobeni gadolinia a nasledného pusobeni AP** po dobu 0, 5, 30
minut na MAP65-1

Po 1 hodiné€ pusobeni gadolinia (100 uM GdCl;-6H,0, 1% sacharéza, pH 5,5-6,0)
a nasledném pusobeni 100uM AICl; (v 1% sacharéze, pH=4,3) neni tranzientni
reorganizace MAP65-1 ve smyslu zkracovani a preruSovani useki MAP65-1
kolokalizujicich s MT tak napadna a nedochazi k ni v takovém rozsahu jako po ptlisobeni

samotného Al**, ale lze ji nalézt téméF v kazdé rostling (viz §ipky, Obr. 4.42 a Obr. 4.43).

p
Obr. 4.43 Gd— Al 30 min

Vliv 1 hodiny pusobeni gadolinia a nasledného piisobeni glutamatu po dobu 0,
5, 30 minut na MAP65-1

Gadolinium (100 uM GdCl3-6H,0, 1% sacharéza, pH 5,5-6,0, 1 hodina) a nasledné
pusobeni SmM glutamatu (v 1% sachar6ze, pH=>5,5-6,0) nevyvolava v Zzadném ¢ase zmény

v uspofadani MAP65-1 (viz Obr. 4.44, Obr. 4.45, Obr. 4.46).

Obr. 4.44 Gd—Glu 0 min Obr. 4.45 Gd—Glu 5 min Obr. 4.46 Gd—Glu 30 min
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Vliv 1 hodiny pusobeni gadolinia a nasledného pusobeni snizeného pH po dobu
0, 5, 30 minut na MAP65-1

Gadolinium (100 pM GdCl;'6H,0, 1% sachar6za, pH 5,5-6,0, 1 hodina) a nasledné
pusobeni snizeného pH (1% sacharéza, pH=4,3) nevyvolavd v Zidném &ase zmény

v uspofadani MAP65-1 (viz Obr. 4.47, Obr. 4.48, Obr. 4.49).

Obr. 4.47 Gd—pH 0 min Obr. 4.48 Gd—pH S min Obr. 4.49 Gd—pH 30 min
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4.4 Pozorovani mikrotubula in vivo
Obr. 4.50: Buriky kofene GFP-tubulin exprimujici Arabidopsis bez pisobeni Al**.

Obr. 4.51: Pasobeni 100uM AICl; v 1% sacharéze, pH=4,3 na MT u GFP-tubulin
exprimujici linie Arabidopsis po dobu 5 minut. Signal GFP mizi, jednotlivé mikrotubuly se
stavaji tézko rozliSitelnymi. MiZeme se pouze domnivat, Ze se zten€uji a zvySuje se jejich
pocet.

Obr. 4.52: Pusobeni 100uM AICl; v 1% sachar6ze, pH=4,3 po dobu 30 minut. Po 3.
pozorovani se mikrotubuly stavaji jeSt¢ huf rozliSitelnymi nez u 2. pozorovani po 5
minutich psobeni AI’*. GFP signal MT se téméF vytraci. V tomto ptipadg jiZ s jistotou

miZeme tvrdit, Ze pozorovany efekt AL’

na MT se li8i u GFP exprimujicich linii
Arabidopsis a u MT znaéenych pomoci imunofluorescence.

Obr. 4.53: Pusobeni glutamatu na buiiky kofene GFP-tubulin exprimujici
Arabidopsis v ¢ase 0 minut.

Obr. 4.54: Pasobeni 5SmM glutamatu v 1% sachar6ze, pH=5,5-6,0 po dobu 5 minut.
Signal se oproti kontrole v ¢ase 0 minut ztraci, fady mikrotubulG zna¢enych GFP oproti
o¢ekavani na zéklad€ pozorovani imunofluorescen¢né znadenych MT spi$ fidnou.

Obr. 4.55: Po 30 minutach pisobeni SmM glutamatu v 1% sacharéze, pH=5,5-6,0
dochazi k dalsi ztraté signalu GFP-tubulinu.

Pozndamka: Uvedené méFitko je vidy platné pro cely sloupec obrazki.
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Obr. 4.56: Vliv sniZeného pH po 0 minutach pisobeni.

Obr. 4.57: Po 5 minutach ptisobeni snizeného pH (4,3) v 1% sachar6ze se opét
ztraci signal z pozorovanych buné&k, mikrotubuly je té¢Zké rozliSovat.

Obr. 4.58: Po 30 minutach piisobeni snizeného pH (4,3) v 1% sachar6ze se pocet
viditelnych mikrotubuld sniZuje, stavaji se fid$imi.

Obr. 4.59: Mikrotubuly u GFP-tubulin exprimujici Arabidopsis po 1 hodiné
pusobeni gadolinia (100 pM GdCl; v 1% sacharéze, pH=5,5-6,0). Mikrotubuly se nelisi od
jinych kontrolnich (pisobeni v ¢ase 0 minut), jsou zfetelné odlieny, rozptyleny signal je
téméf nulovy.

Obr. 4.60: Mikrotubuly u GFP-tubulin exprimujici Arabidopsis po 1 hodiné
pusobeni gadolinia (100 puM GdCl; v 1% sacharéze, pH=>5,5-6,0) a nasledném pusobeni
100uM AICl; v 1% sacharéze, pH=4,3 po dobu 5 minut. Nastdva pozvolna ztrata signalu,
MT jsou hiife rozlisitelné.

Obr. 4.61: Mikrotubuly u GFP-tubulin exprimujici Arabidopsis po 1 hodiné
pusobeni gadolinia (100 uM GdCl; v 1% sacharéze, pH=5,5-6,0) a nasledném pisobeni
100uM AICl; v 1% sachar6ze, pH=4,3 po dobu 30 minut. PfestoZze mikrotubuly znaené
imunofluorescenéni metodou nejevi Zadné zmény v uspofadani, zde zmény nastavaji,

mikrotubuly mizi, signal se rozptyluje.

Pozndmka: Uvedené méritko je vZdy platné pro cely sloupec obrdzki.
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Obr. 4.56 pH 0 min

53

Obr. 4.58 pH 30 min

Obr. 4.61 Gd 1 h—Al 30 min

73



Obr. 4.62: Mikrotubuly u GFP-tubulin exprimujici Arabidopsis po 1 hodiné
pasobeni gadolinia (100 uM GdCl; v 1% sachar6ze, pH=5,5-6,0).

Obr. 4.63: Mikrotubuly u GFP-tubulin exprimujici Arabidopsis po 1 hodiné
pusobeni gadolinia (100 uM GdCl; v 1% sacharéze, pH=5,5-6,0) a nasledném piisobeni
SmM glutamatu v 1% sacharéze, pH=5,5-6,0 po dobu 5 minut.

Obr. 4.64: Mikrotubuly u GFP-tubulin exprimujici Arabidopsis po 1 hoding
pusobeni gadolinia (100 uM GdCl; v 1% sachardze, pH=5,5-6,0) a nasledném pisobeni
5mM glutamatu v 1% sacharéze, pH=5,5-6,0 po dobu 30 minut. Opé&t dochazi oproti 0 i 5
minutam pusobeni ke ztrat€ signalu, MT fidnou, v né¢kterych buiikach dokonce uplné mizi.

Obr. 4.65: Mikrotubuly u GFP-tubulin exprimujici Arabidopsis po 1 hodiné
pusobeni gadolinia (100 uM GdCl; v 1% sacharéze, pH=5,5-6,0).

Obr. 4.66: Mikrotubuly u GFP-tubulin exprimujici Arabidopsis po 1 hodiné
pusobeni gadolinia (100 pM GdCl; v 1% sacharéze, pH=>5,5-6,0) a nasledném ptsobeni
sniZzeného pH (4,3) v 1% sachar6ze po dobu 5 minut. Signdl se postupné ztraci,
mikrotubuly se nejevi tak ¢etné jako je tomu u kontroly.

Obr. 4.67: Mikrotubuly u GFP-tubulin exprimujici Arabidopsis po 1 hodiné
pusobeni gadolinia (100 pM GdCl; v 1% sacharéze, pH=5,5-6,0) a nasledném pisobeni
sniZeného pH (4,3) v 1% sacharéze po dobu 30 minut. V nékterych buiikach signal MT

mizi, v jinych pouze slabne.

Pozndamka: Uvedené méFitko je vidy platné pro cely sloupec obrdzki.
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Obr. 4.65 Gd 1 h—pH 0 min

Obr. 4.66 Gd 1 h—pH 5 min

Obr. 4.63 Gd 1 h—glutamét S min

Y - 13
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Obr. 4.67 Gd 1 h—pH 30 min

Obr. 4.64 Gd 1 h—glutamét 30 min
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4.5 Hodnoceni poctu a relativnich tlousték mikrotubuld
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Tab. 4.6 Statistické hodnoceni rozdfld poéti MT na 15 pum mezi jednotlivymi variantami; a=varianty

se od sebe signifikantn& li§i, n=varianty se od sebe signifikantn& neli$i.

AI15
AI30
IGdAI1
pH1
H15
pH30

l"

[GdGIu30
[GdpH1
|KGd

[Glu15
lclu3o

[GdAI15
[GdAI30
[GdGlu1
[GdGlu15
IGdpH15
IGdpH30




Celkové hodnoceni priamérnych poéti MT svazki na useku 15 pm
u jednotlivych imunofluorescenéné znadenych variant (viz Graf 4.11)

Vzhledem k nedostate¢né kvalit¢é vystupt z mikroskopického pozorovani
GFP-tubulin exprimujicich rostlin bylo hodnoceni po¢ti MT a jejich relativnich tlousték
provadéno na zakladé imunofluorescenéniho znaeni MT (viz kap. 3.5). Primé&mé pocty
mikrotubularnich svazkii (viz Graf 4.11) se u kofent o$etfovanych 100uM AICl; (v 1%
sachar6ze, pH=4,3) zvy$uji o 18-22% proti kontrole. Stejné tak je zvySeny polet svazkid
MT u kofend vystavenych plsobeni 5SmM glutamatu (v 1% sacharoze, pH=5,5-6,0)
a snizeného pH (1% sachar6za, pH=4,3) o 18-32%. Po 15 minutich ptisobeni glutamatu se
pocty MT lisi od poétd MT po 15 minutach pisobeni AP, Zaroveri se lisi od po&td MT po
30 minutach pusobeni glutamatu (viz Tab. 4.6). Tyto odli$nosti jsou vSak s nejvyssi
pravdépodobnosti zapfiinény horsi kvalitou podkladi pro hodnoceni. Po 30 minutich
pusobeni glutamatu se poéty MT svazki nelisi od poéti MT svazki po 30 minutich
pusobeni AP, Po pusobeni gadolinia (100 uM GdCl; v 1% sachar6éze, pH=5,5-6,0)
adal$im nasledném pusobeni, at’ jiz Al**, glutamatu ¢i sniZeného pH, se jednotlivé

varianty od sebe signifikantné nelisi (viz Tab. 4.6).
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Graf 4.12 Zavislost pram&rné relativni tlou$t’ky svazki mikrotubulii na jejich pottu po piisobeni AP*

Hodnoceni vlivu AI** na zavislost poétii a relativnich tlousték svazké MT (viz
Graf 4.12)

Na zéklad¢ hodnoceni poctu a relativni tloustky MT po pisobeni 100uM AICl;
(v 1% sachar6ze, pH=4,3) bylo zjist€no nasledujici. Za kratkodobého pilsobeni AP
nedochazi pravdépodobné k depolymeraci mikrotubulil, pouze k rozpousténi jejich svazki
na vétsi pocet tenéich. Lze tak usuzovat z faktu, Ze zavislost zvySujiciho se poétu svazki
MT na klesajici tloustce je stejna u kontroly, kde se za normdlnich podminek také

vyskytuji ten¢i svazky, i u variant ovlivnénych pisobenim AP

(viz Graf 4.12). Je moZné,
Ze reorganizace spoliva vrozité€peni silnych mikrotubularnich svazkii na vétsi pocet
svazkl o mensi tloust’ce. Pro nazornost uved’me ptiklad: z jednoho silného svazku vznikaji
dva svazky o poloviéni tloustce, zplvodniho jednoho tlustého nevznika tedy
depolymeraci jednotlivych MT ve svazku pouze jeden tenéi svazek. Sila za pisobeni AP¥
vzniklych svazki odpovida sile nejtenéich svazkii v kontrolni varianté, v nékterych
pfipadech se dokonce tvoii svazky ten¢i, nezZ je bé€zné za normalnich okolnosti (viz Graf
4.12).

30 minut ptisobeni zustavaji zmény v uspofadani mikrotubularnich svazkt oproti kontrole

zachovany, nenastavaji tedy dal$i zmény oproti 1 minuté pisobeni.
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Graf 4.13 Zavislost primé&rné relativni tlou§t’ky svazkia mikrotubulii na jejich po&tu po piisobeni
glutamatu

Hodnoceni vlivu glutamatu na zavislost poéti a relativnich tlousték svazku
MT (viz Graf 4.13)

Za kratkodobého pisobeni SmM glutaméatu (v 1% sacharéze, pH=5,5-6,0) rovnéz
dochazi ke ztenovani a zvySovani poétu mikrotubularnich svazkt oproti kontrole (viz
Graf 4.13, Graf 4.11). Nedochazi k depolymeraci mikrotubulii, pouze k rozpousténi jejich
svazkli (vysvétleni viz vySe). Nutno podotknout, Ze vzhled mikrotubuli po ptisobeni
glutamatu se 1i§i od MT ovlivnénych AI**, nejsou pravidelné rovnob&zné uspofadané (viz
Obr. 4.15, Obr. 4.11).
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Graf 4.14 Zavislost primé&rné relativni tlouSt’ky svazké mikrotubulii na jejich po&tu po piisobeni
snizeného pH

Hodnoceni vlivu snizeného pH na zivislost pocti a relativnich tlousték svazkua
MT (viz Graf 4.14)

Pisobeni nizkého pH (1% sachar6za, pH=4,3) jiZ po 1 minuté zpisobuje rovnéz
ztenCovani MT za zvySeni jejich po¢tu (viz Graf 4.14, Graf 4.11). Po 15 a 30 minutach
pusobeni zistavaji MT zten¢ené. Vzhledem ke stejné zavislosti klesajici relativni tloustky
na vzrustajicim poctu svazki MT lze i zde usuzovat, Ze dochazi k pouhému rozpousténi
svazkd na vétsi pocet tencich a nedochézi k depolymeraci MT. Po 1, 15 i 30 minutach
pusobeni snizeného pH panuje v poctech i tloustce MT takika jednota, tyto jednotlivé

varianty se od sebe vyrazné neli$i (viz Tab. 4.6, Graf 4.14).
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Graf 4.15 Zavislost pramérné relativni tlou$t’ky svazkid mikrotubuli na jejich po&tu po pisobeni
gadolinia a nasledném pisobeni AI**

Hodnoceni vlivu gadolinia a nisledného pisobeni A" na zivislost poéti a
relativnich tlousték svazki MT (viz Graf 4.15)

Po 1 hodin€¢ pulsobeni gadolinia (KGd) (100 pM GdCl; v 1% sachardze,
pH=5,5-6,0) nedochazi ke statisticky vyznamnym zménam v poétech a relativni tloust’ce
mikrotubularnich svazkd v burikach oproti kontrole (K, viz Graf 4.15), ackoli grafické
znazornéni naznauje u KGd neptitomnost bunék s vyrazné pocetné€j$imi a ten¢imi svazky,
které se vyskytuji u kontrolni varianty. Po nasledném ptsobeni 100puM AICl;3 (v 1%
sachar6ze, pH=4,3) rozhodné nedochazi ke zvySovani po¢tu a sniZovani relativni tloustky
MT, jak je tomu u mikrotubularnich svazki po samotném pusobeni AI’*. Buiiky si

zachovavaji rozmanitost v riiznych poctech a relativnich tloustkach svazka MT.
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Graf 4.16 Zavislost primé&rné relativni tlou$t’ky svazki mikrotubuli na jejich po¢tu po pisobeni
gadolinia a ndsledném piisobeni glutamétu

Hodnoceni vlivu gadolinia a ndsledného piisobeni glutaméitu na zavislost poéti
a relativnich tlousték svazka MT (viz Graf 4.16)

Podobn€¢ nebyly zaznamendny zmény v nasledném plsobeni 5SmM glutamatu
(GdGlu) (v 1% sacharéze, pH=5,5-6,0) (viz Graf 4.16) po 1 hodin¢ plsobeni gadolinia
(100 pM GdCl; v 1% sacharéze, pH=5,5-6,0). Nedochazi ke zten¢ovani mikrotubularnich
svazkl za zvySovani jejich poctd oproti kontrole (K) ani oproti samotnému pusobeni
gadolinia po dobu 1 hodiny (KGd) a je taktéZ zachovana rozmanitost jejich &etnosti
a relativnich tlousték MT v burikach.
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Graf 4.17 Zavislost primérné relativni tlou$t’ky svazki mikrotubuli na jejich potu po piisobeni

gadolinia a niasledném pisobeni sniZzeného pH

Hodnoceni vlivu gadolinia a nasledného pusobeni snizeného pH na zavislost

pocti a relativnich tlousték svazka MT (viz Graf 4.17)

Nebyly zaznamenany zmény v nasledném pulsobeni sniZeného pH (1% sacharo6za,

pH=4,3) po 1 hodiné pisobeni gadolinia(GdpH) (100 uM GdCl; v 1% sachardéze, pH=5,5-

6,0) (viz Graf 4.17). Nedochazi ke zten¢ovani mikrotubularnich svazkii za zvySovani jejich

pocti oproti kontrole (K) ani oproti samotnému pisobeni gadolinia po dobu 1 hodiny

(KGd) a je taktéz zachovana rozmanitost jejich Cetnosti a relativnich tloustek MT

v burikach.
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Graf 4.18 Cetnost svazkii mikrotubulii o dané relativni tlouit’ce v jednotlivych hodnocenych buiikich
u kontrolni varianty

Cetnosti svazki MT o jednotlivych relativnich tlou$t’kach u kontroly

U kontrolni varianty bez jakéhokoli pisobeni (viz Graf 4.18) je u jednotlivych
bunék vyrazné nizsi pocet nejtencich MT (relativni tloustka 1, 2) oproti pisobeni Al¥,
glutamatu a sniZzeného pH (viz niZe). Cetnosti se oproti piisobeni A13+zvy§uj1’ u silngjsich

svazk (relativni tloustka 5 a vy$e) na tkor svazk slabsich.
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Graf 4.19 Cetnost svazki mikrotubulii o dané relativni tloust’ce v jednotlivych hodnocenych buiikdch
po 1 minut& piisobeni AI**

Cetnosti svazki MT o jednotlivych relativnich tlou$tkich po 1 minuté
pusobeni A"

Po 1 minuté pisobeni 100uM AICl; (v 1% sachardze, pH=4,3) se v jednotlivych
hodnocenych buiikdch pocet nejtenéich svazk(i zvySuje oproti kontrole, zaroverni je po
1 minuté pusobeni oproti kontrole sniZeny pocet svazki o relativni tloustce 5 a vyse (viz

Graf 4.19).
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Graf 4.20 Cetnost svazkii mikrotubulid o dané relativni tlou$t’ce v jednotlivych hodnocenych butikach
po 15 minutéch pisobeni A"

Cetnosti svazkit MT o jednotlivych relativnich tlou$t’kiach po 15 minutich
pisobeni A

Po 15 minutach ptsobeni 100uM AICl; (v 1% sacharéze, pH=4,3) je zvySeny pocet
nejtenéich svazki MT oproti kontrole a mirné¢ se rozsifuje riznorodost tlousték svazki

smérem k siln&j§im oproti 1 minuté& pisobeni A" (viz Graf 4.20).
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Graf 4.21 Cetnost svazkd mikrotubulii o dané relativni tlou$t’ce v jednotlivich hodnocenych buiikich
po 30 minutdch pisobeni AI**

Cetnosti svazki MT o jednotlivych relativnich tlou$tkich po 30 minutich
pusobeni AP*

Po 30 minutach pasobeni 100uM AICl; v 1% sacharoze o pH=4,3 je zvySeny pocet
nejten¢ich svazki MT oproti kontrole a zaroveii se oproti kontrole sniZzuje pocet svazkl

s relativni tloust’kou 5 a vice (viz Graf 4.21).
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Graf 4.22 Cetnost svazkii mikrotubuli o dané relativni tlouSt’ce v jednotlivych hodnocenych butikdch

po 1 minut& pisobenf glutamétu
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Graf 4.23 Cetnost svazkii mikrotubulii o dané relativni tlou$t'’ce v jednotlivych hodnocenych buiikach

po 15 minutéch pisobeni glutamatu
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Graf 4.24 Cetnost svazki mikrotubuli o dané relativni tlou$t'ce v jednotlivych hodnocenych buiikich
po 30 minutich pisobenf glutamstu

Cetnosti svazki MT o jednotlivych relativnich tloust’kich po 1, 15 a 30
minutach pisobeni glutamatu

Pasobeni 5SmM glutamatu v 1% sacharéze, pH=5,5-6,0 po dobu 1 minuty (viz Graf
4.22), 15 minut (viz Graf 4.23) a 30 minut (viz Graf 4.24). Z hodnoceni c&etnosti
arelativnich tlousték mikrotubularnich svazki vyplyva, Ze jsou glutamatem stejn¢ jako
APP* vyrazné ovlivnény. Jejich po&et se zvysuje oproti kontrole a zéroveii se sniZuje jejich
relativni tloustka ve viech asech pisobeni glutamatu. Zvysuje se pocet nejtenéich svazka
MT oproti kontrole a zaroveri se oproti kontrole sniZuje pocet svazki s relativni tloustkou

5 a vice.
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Graf 4.25 Cetnost svazkii mikrotubulii o dané relativni tlou$t'ce v jednotlivych hodnocenych buiikdich
po 1 minut& pisoben{ snizeného pH
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Graf 4.26 Cetnost svazkii mikrotubuld o dané relativni tlouit'ce v jednotlivych hodnocenych buiikach
po 15 minutich pisobeni snizeného pH
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Graf 4.27 Cetnost svazkii mikrotubulid o dané relativni tloust'ce v jednotlivych hodnocenych buiikach
po 30 minutich piisobeni snizeného pH

Cetnosti svazki MT o jednotlivych relativnich tloust’kach po 1, 15 a 30
minutach pisobeni snizeného pH

Taktéz sniZzené pH (4,3 v 1% sacharéze) po 1 minuté (viz Graf 4.25), 15 minutach
(viz Graf 4.26) a 30 minutich (viz Graf 4.27) plisobeni ma vliv na organizaci
mikrotubularnich svazkt v burice. Oproti kontrole dochazi ke zvySovani po¢tu a sniZovani
jejich tloustky. Zvysuje se pocet nejtencich svazki MT oproti kontrole a zaroverii se oproti

kontrole sniZuje pocet svazki s relativni tloustkou S a vice.
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Graf 4.28 Cetnost svazki mikrotubulii o dané relativnf tloust'’ce v jednotlivych hodnocenych buiikdch
po 1 hodiné piisobeni gadolinia

Cetnosti svazki MT o jednotlivych relativnich tloustkach po 1 hodiné
pusobeni gadolinia

Po 1 hodin€ pisobeni gadolinia (100 uM GdCl; v 1% sacharéze, pH=5,5-6,0) se
tloustka i Cetnosti mikrotubularnich svazki podobaji kontrolni varianté (viz Graf 4.28,
Graf 4.18). Mikrotubularni svazky maji $ir$i spektrum relativnich tlousték, ve vétsi mife
jsou zde zastoupeny svazky o relativni tlou$t'ce 7 a vice, neZ je tomu u variant s ptisobenim
AP’", glutamétu a sniZzeného pH. Naopak svazky o mensi relativni tloust’ce jsou oproti

témto variantam zastoupeny meén¢.
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Graf 4.29 Cetnost svazki mikrotubulii o dané relativni tlou$t'ce v jednotlivych hodnocenych buiikéch
po 1 hodiné piisoben{ gadolinia a 1 minut& ndsledného pisobeni Al*
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Graf 4.30 Cetnost svazki mikrotubulii o dané relativni tlou$t'ce v jednotlivych hodnocenych buiikich
po 1 hodiné pisobenf gadolinia a 1 minut& nasledného pisobeni glutamatu
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Graf 4.31 Cetnost svazkii mikrotubulii o dané relativni tlou$t’ce v jednotlivych hodnocenych buiikéich
po 1 hodin& pisoben{ gadolinia a 1 minut& ndsledného piisobeni snizeného pH

Cetnosti svazki MT o jednotlivych relativnich tlou$t’kach po 1 hodiné
pisobeni gadolinia a nisledném pusobeni AP, glutamétu & snizeného pH

Vzhledem k tomu, Ze grafy zaznamenavajici ¢etnost rizné€ silnych svazkt MT po
piisobeni gadolinia a nasledném pusobeni AI**, glutamatu a sniZeného pH ve viech casech
jsou témér identické, jsou na ukazku zobrazeny pouze tfi z nich (viz Graf 4.29, Graf 4.30,
Graf 4.31). Ve v3ech Casech a po vSech oSetfenich se vyskytuji s vysokou &etnosti silné
mikrotubularni svazky, stejn€ jako je tomu u kontroly (K) a kontrolni varianty s ptisobenim

gadolinia (KGd).
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5 Diskuze

5.1 Hodnoceni rustu kofene
Mym ukolem bylo sledovat zmény mikrotubularniho cytoskeletu v Arabidopsis

thaliana za kratkodobého puisobeni AI** a zjistit, zda pti odpovédich MT na stres vyvolany
AP hraje roli MAP65-1, protein asociovany s mikrotubuly. Je znamo, Ze kortikalni MT
jsou jednim z prvnich cilt pisobeni AI**. Vzhledem k velmi rané reakci MT na AI** se
miZeme domnivat, Z¢ pfitomnost AI** spousti v buiikach signalni kaskadu, na niZ se
kortikalni MT podileji. Ponévadz byla ovéfovana ucast MT v signalizaci, tedy v udalostech
odehréavajicich se v organismu v kratkém &asovém tseku po jeho vystaveni pisobicimu
podnétu, byly v diplomové praci studovany reorganizace MT zdhy po vystaveni bunék
kofent pisobeni AI**, jmenovité jiz po 1-5 minutich. Nasledné zmé&ny v organizaci
kortikdlnich MT byly sledovany v éasovém horizontu 30 minut. Dale byla ovéfovana
reakce MT na pisobeni glutamatu. Glutamat se dle Sivagurua et al. (2003b) ucastni
signalni drahy spousténé AI** vedouci k reorganizaci MT. Zablokovanim Ca®* kanald
gadoliniem je dale dle autord zabranéno pribéhu této signalni drahy a nasledné ptisobeni
AP* & glutamatu nezpuisobuje reorganizaci MT. Proto byl v diplomové praci ovéfovan
i vliv gadolinia s naslednym pasobenim AI’* & glutamatu na kortikalni MT.

Ptedtim, nez bylo moZno pfistoupit k hodnoceni zmén na drovni mikrotubularniho
cytoskeletu v kofenech, bylo nutno otestovat reakci kotfeni Arabidopsis thaliana na
toxické pisobeni hlinitych iontd z hlediska jejich ristu. Svou diplomovou praci navazuji
na praci Schwarzerové et al. (2002), kde byl testovan vlivi00pM AP** na buiiky BY-2.
Stejna koncentrace byla pouZivana i v dalSich studiich (Sivaguru ef al., 2003a, Sivaguru et
al., 2003b), v nichz bylo zji§téno, Ze efektivné potlacuje rist kofenti Arabidopsis, a je tedy
vhodnou koncentraci pro vyzkum mechanizmu pisobeni AI**. Kromé& vlivu samotného
AP** byl v riistovych analyzach testovan i vliv glutamétu, ktery se podle literatury miize
Giastnit signalni drihy spousténé AI**, a té% vliv n&kterych cytoskeletalnich drog na
inhibici ristu kofene zptsobenou AI**. Vzhledem k tomu, Ze p¥itomnost jinych kationti
(Mg**, Sr**, Na*) v médiu miZe zmirfiovat toxické pusobeni AI** (Kinraide et al.,1992;
Ryan et al., 1997), byly testované latky rozpoustény v roztoku 1% sacharézy bez dalSich
pfimési. Bylo tak zaji$téno, Ze vysledny rist kofeni vypovida pouze o vlivu testovanych
latek a zaroveil bylo zabran&no moznosti vysrazeni Al’* fosfatem (Heim er al., 1999).
Zv1a3t’ byl ovéfovan zmirfujici efekt Ca®* iontd na rist kofend za i bez pFitomnosti AI**

v médiu. Rostliny Arabidopsis byly kultivovany v tekutém médiu, aby byl zajistén
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rovnomérny pfistup pasobicich latek ze vSech stran kofene, coZ pfi kultivaci na agarové
plotné zajistit nemiiZeme.

Pii zakladnich analyzach ristu byly hodnoceny délky kofend kultivovanych
v riznych médiich. Jednak bylo provadéno méfeni béhem 24 hodin (6, 12, 24 hod.), jednak
po 4 dnech kultivace. Ukazalo se, Ze rust kofeni v médiu se 100uM AI*" je zcela potlagen,
délky kofent kultivovanych vmédiu s AP’* se statisticky nelisi od délek po&ategnich.
V literatufe byl za této koncentrace zji§tén narist délky kofend po 12 hodindch o 2 mm
(Sivaguru et al., 2003a), béhem 24 hodin o zhruba 6 mm (Sivaguru et al., 2003b). Tyto
rozdily jsou zfejmé dany experimentalnim provedenim. Autofi pouZzivali jednak média
s A** o odlisném pH (4,0 &i 4,5), jednak jejich média obsahovala &astedn& rtistové
médium. Je znamo, Ze jiné kationty maji zmirfiujici udinek pFi toxickém ptsobeni AI**
a rust kofend je potlaGovan méné (Kinraide ef al.,1992; Ryan et al., 1997). Dale je mozZné,
Ze fosfaty obsazené v rustovém médiu vysrazely Al tedy jeho redlna koncentrace
v médiu byla sniZena (Heim et al., 1999).

Zajimavé bylo zjisténi, Ze Ca** nemé zmirfiujici u¢inek na toxické pusobeni AI**
u Arabidopsis. Délky kofent zmédia s A** se nelisi od kofenti z média s AP a Ca®".
U psenice byl naopak zjistén pozitivni efekt Ca>* iontd na rist kofeni v médiu s AI**
(Kinraide et al., 1992; Kinraide a Parker, 1987). Tim, Ze dodame do média Ca?, bychom
teoreticky mé&li branit hlinitym iontim ve vytésiiovani Ca’* zjeho fyziologicky
vyznamnych mist v apoplastu. Hypotéza o vyt&stiovani Ca®>" ionti z jejich vazebnych mist
al., 1997) a mé vysledky u rostlin Arabidopsis naznaCuji totéz.

U rostlin z varianty se snizenym pH se délky kofenu neli§i od kontrolnich. Nebyl
vysledovan pozitivni efekt pH na rist kofenui, jaky pozorovala napt. Raimanova (2001)
u zblochanu a rakosu, ani uplné zastaveni ristu (Koyama et al., 2001). Koyama et al.
(2001) pozorovali u Arabidopsis thaliana po 1-2 hodinach plsobeni snizeného pH
(4,5-4,7) ztratu viability u prodluZovaci zény kofene a rostoucich lateralnich kofent. Ztrata
viability se stdvala nevratnou jiZ po 1 hodiné plsobeni snizeného pH. Znamena to, Ze nami
zvolené pH (4,3) je vhodné pro studium toxicity AI**, nebot’ samotné pH nepotlacuje rist
kofent a zaroven je to pH, pfi kterém je vétSina pfitomného hliniku ve formé toxickych
AP,

V mém piipadé¢ se délky kofent kultivovanych za sniZeného pH nelisi od
kontrolnich. TaktéZ se nelisi délky kofenti z média se snizenym pH od délek kofeni

z varianty s Ca’" a snizenym pH. Ca** tedy ani v tomto pfipad® nema pozitivni vliv na rust
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kofend, jaky za pusobeni snizeného pH na rist kofenti Arabidopsis zjistili Koyama et al.
(2001).

Dale byly sledovany i délky kofeni po 4 dnech kultivace v médiu s SmM
glutamatem. Sivaguru et al. (2003b) formulovali hypotézu o reakci kortikalnich
mikrotubultt na AI** zprostfedkované glutamatem. Glutamét se dle hypotézy Gcastni
signalni drahy spousténé AI*". V ptitomnosti AP’ se otevira glutamatovy kanal, glutamat
se vyléva z cytosolu a extracelularné plsobi na vapenaty kanal. Vapenaty kanal se po
navazani glutamatu otevie, a umozni tak tok Ca’* do cytosolu. Zvy3ena hladina
cytosolického Ca®* zpusobi depolymeraci mikrotubuld. Moje vysledky v$ak udaje
Sivagurua et al. (2003b) nepotvrzuji. Vliv glutamatu na rust kofend neni tak dramaticky
jako vliv AI**. Rust kofent kultivovanych v glutamatu je sice oproti kontrolnim kofentim
potladen, nicméné zdaleka neni srovnatelny s uplnou inhibici ristu, ktera nastava u kofend
kultivovanych v médiu s A**. Ani vy$si koncentrace glutamétu nezpiisobuji uplné
zastaveni rastu kofend, jak je vidét z literatury (Sivaguru et al., 2003b). Je tedy zfejmé, Ze
v signalni draze spousténé Al’** vedouci k zastavé riistu kofene neni glutamétovy receptor
bud’ uplatiiovan viibec, nebo jen Caste¢né, a neni tedy hlavnim signalnim komponentem.
Tyto vysledky souvisi i s vysledky mikroskopickych pozorovani. Mikrotubuly byly
glutamatem ovlivnény jinak nez AI’*, byly reorganizovany jinym zpisobem neZ po
pisobeni AI**. Zfejm& proto bylo i potladeni ristu kofenl pouze Caste¢né. Na zakladé
imunofluorescenéniho znafeni mikrotubulti i GFP-MAP65-1 se taktéZ projevilo odli§né

pisobeni AI** a glutamétu.

Oryzalin a taxol

Ovéfovala jsem dale hypotézu, podle které jsou zmény v uspofadani MT
cytoskeletu spoust&&em signalu za pisobeni AI**. Signalizaci by tak teoreticky bylo mozno
ovlivnit pisobenim na stabilitu MT. Proto jsem testovala vliv stabilizace (taxolem)
a destabilizace MT (oryzalinem) na rist kofent.

Na zdkladé¢ sledovani ristu a vzhledu kofend lze prohlasit, Ze ob& pouzité
cytoskeletdlni drogy (oryzalin i taxol) vyrazné plsobi na rist i morfologii kofenti.

Taxol se vaZe na B-podjednotky tubulinu, zabrafiuje depolymeraci mikrotubuli,
a tim je stabilizuje. Taxol v 1uM koncentraci saim o sobé nezpisobuje sniZeni ristu kofentl
oproti kontrole. Stabilizace mikrotubulti 1pM koncentraci taxolu tedy nema na rychlost
ristu kofenl Arabidopsis vliv. Baskin et al. (1994) zjistili, Ze pfi vysSich koncentracich

(10uM) taxolu je rust kofenii pomalejsi, ale neustiva. Kofenové $picky v 1uM taxolu
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natékaji v elonga¢ni z6né pouze v malé mife. S roustouci koncentraci taxolu se zvySuje
i natékani kofenu, jeZ je oviem omezeno na elongaéni zénu. V délivé z6né kofen nenatéka
ani za vy$$ich koncentraci taxolu (Baskin et al., 1994). Kofenové vlaSeni je u rostlin
kultivovanych v 1 pM taxolu hustsi oproti kontrole. Pfi vysSich koncentracich taxolu
zaznamenali Baskin et al. (1994) naruseni morfologie kofenovych vlaski.

PakliZe nechame 1uM taxol pisobit po dobu 30 minut pfed pfesunutim rostlin do
média s AI** a taxolem, neprojevi se ani toto pedchozi puisobeni taxolu jako zmirnéni

1?. Piirastky délek kofend po 2 dnech kultivace jsou

nasledujiciho toxického vlivu A
srovnatelné s prirtstky délek kofeni kultivovanych v médiu se samotnym AL**. Pokud
pieneseme rostliny rovnou do média s taxolem a AI*", jejich rast se jesté snizi oproti
kofenim kultivovanym v samotném AI**. Je tedy zfejmé, Ze ani pfedchozi stabilizace
mikrotubuléi taxolem nezabrani pribéhu signalni kaskady spousténé AI*, vedouci
k zastaveni ristu. MoZznym vysvétlenim je, Ze efekt AP je nasledkem jeho pasobeni i na
jiné bunécné komponenty nezZ mikrotubuly.

Oryzalin, cytoskeletalni droga, ktera destabilizuje a depolymeruje mikrotubuly, ma
vyrazny vliv na rist a morfologii kofenti. Za ptisobeni samotného oryzalinu (200 i 550nM)
se délky kofentt po 1 i 2 dnech li8i v ramci riiznych koncentraci oryzalinu i od kofent
kultivovanych v %2 MS médiu, oproti nimzZ se rist snizi. Zaroveii se ale zvysi ve srovnani
sristem kofenii kultivovanych vmédiu s A’*. Depolymerace nebo destabilizace
mikrotubulii zplisobena oryzalinem tedy velmi potlacuje, ale nezastavuje rist kofent zcela.
Potlaceni ristu kofenu je pfimo umémé koncentraci oryzalinu. Samotny oryzalin tedy
zpusobuje inhibici ristu kofene, pribéh je viak velmi odlidny od inhibice zpiisobené Al*".
Kofeny oSetfené oryzalinem se béhem prvnich 24 hodin &aste¢né prodluzuji, teprve poté
nastava Gplna inhibice ristu. Zde tkvi rozdil od AI**, které inhibuji rist okamzits.

Jsou-li kofeny vystaveny tficetiminutovému puisobeni 200nM ¢i 550nM oryzalinu
pied samotnou kultivaci v médiu s AI** a oryzalinem soudasng, rychlost jejich riistu se
statisticky neli$i od kofenti kultivovanych v médiu se samotnym AI’*. Nasledné pusobeni
AI*, byt za ptitomnosti 200nM & 550nM oryzalinu v médiu, je schopno potlacit
1 Caste¢ny rust kofene, ke kterému dochazi za ptitomnosti samotného oryzalinu. Je tedy
zietelné, Ze ptedchozi depolymerace mikrotubulli nema zmiriujici efekt na nasledujici
puisobeni AI**. Prestoze AI>* nemiiZe piisobit na mikrotubuly, vyvolavé v buiikach pochody
vedouci k zastaveni riistu kofene, tyto pochody musi tedy byt vyvolané jeho plisobenim na

jiné bun&cné komponenty nez MT.
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Za pusobeni oryzalinu byla ovlivnéna i morfologie kofent, a to o¢ividné. Kofeny
tloustnou v elonga¢ni i délivé z6né€ v zavislosti na koncentraci oryzalinu, ziejmé diky
zakulacovani a zvétSovani jednotlivych buné€k kofenové S$pi€ky a elongaéni zény.
Mohutnéjsi depolymerace mikrotubulti zpisobuje vyrazné&j§i natékani. Ke stejnym
vysledktm dosli i Baskin et al. (1994). V zavislosti na koncentraci oryzalinu je ovlivnéna
itvorba kofenového vlaSeni. Kofenové vlasky se tvofi ve 200nM oryzalinu na samé
kofenové $pi¢ce, hned za kofenovou &epi€kou. Vys§i koncentrace oryzalinu uz tvorbé
kofenového vlasdeni brani.

Je zajimavé, Ze A" dokaze pln& potlagit natékani kofenovych $piek zpisobené
oryzalinem. Po tficetiminutovém pusobeni oryzalinu, dobé&, ktera posta¢i k depolymeraci
mikrotubuld, a nasledné kultivaci v médiu s Al** i oryzalinem kofeny nenatékaji. MizZe to
znamenat, e AI’* vyrazn¢ inhibuje anizotropni bundny riist, aviak ziejm& ne

prostfednictvim mikrotubuld.

5.2 Pozorovani mikrotubulu a MAP65-1

Kortikalni mikrotubuly jsou povaZzovany za jeden zprvnich cili toxického
pasobeni Al’*. Je dostate¢né dobfe znamo, Ze dlouhodobé pisobeni AP ovliviiuje
uspofadani mikrotubuli jak v bunéénych suspenzich, tak v burikach kofene. Po 6 hodinach
pisobeni A" dochazi k rozsahlé depolymeraci mikrotubulii (Blancaflor et al.,1998;
Sivaguru et al.; 1999a; Sivaguru et al., 1999b). U bunéénych kultur tabdku BY-2 se b&hem
prvnich hodin pisobeni AP’* o0 20-25% zvysil poget mikrotubularnich svazkii za jejich
sou¢asného zteneni (Schwarzerova et al, 2002). Nicméné zmény v uspofadani
mikrotubularniho cytoskeletu v kortikalni oblasti jsou pozorovatelné jiz béhem 30 minut
pisobeni Al** (Sivaguru et al., 2003b). Sivaguru et al. (2003b) usoudili, Ze glutamatem
fizeny vapenaty kanal zprostiedkuje reakci kortikalnich mikrotubuli na AI**. Po navézani
glutamatu se otevie vapenaty kanal a zvySena hladina cytosolického Ca** zpusobi
depolymeraci mikrotubuld. Samotné Ca®* depolymeruje kortikalni mikrotubuly (Breviario
a Nick, 2000) a zpusobuje stejné zmény v uspofadani GFP-MBD jako A" (Sivaguru et
al., 2003b). Problém je ale v propojeni téchto dvou jevi a ve vyuziti MBD jako soucasti
pivodné lidského proteinu pro pozorovani u rostlin (viz niZe).

Reorganizace cytoskeletu je zahrnuta mezi rané reakce na abioticky a bioticky stres
spolu se zménami membranového potencidlu a cytosolickou koncentraci druhych posli

(Thion et al., 1996), a je tak soucasti signalnich drah v rostlinné buiice (Wasteneys, 2004).
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Na zédklad€ velmi ¢asnych reakci kortikalnich MT je mozZno se domnivat, Ze mikrotubuly
ajejich tranzientni reorganizace hraje vyznamnou ulohu v buné¢éné signalizaci i za
pusobeni A’

Vzhledem ktémto poznatkiim jsem se zaméfila na zmény v organizaci
mikrotubularniho cytoskeletu v kortikalni oblasti, které nastavaji zahy po vystaveni kofene
toxickym koncentracim AP, Jiz po 1 minut¢ plisobeni byl pozorovan nartist poctu
mikrotubuldrnich svazki a jejich soucasné ztenfovani; obdobny ukaz pozorovala
Schwarzerova ef al. (2002) béhem prvnich hodin pisobeni AP’* na bun&&nych kulturach
tabaku BY-2.

Je mozné, Ze do zmén v uspofadani kortikalnich mikrotubulii a do signalnich drah
za pulsobeni AP’ jsou zahrnuty i proteiny asociujici s mikrotubuly (MAP). K testovani
tohoto predpokladu vybizi studie Sivagurua et al. (2003b). Autofi na kofenech Arabidopsis
pozorovali po pisobeni AP* zmény vsignilu GFP-MBD (domény vazajici se na
mikrotubuly, microtubule binding domain). MBD doména vsak pochazela z lidského
MAP-4 proteinu, coZ uz samo o sobé mize byt problematické, ponévadZ zmény
v uspofadani ptivodné rostlinného proteinu MAP65-1 se mohou lisit.

Jako problematicky se téZ jevi zavér autorti Sivaguru et al. (2003b), Ze mizeni
signalu GFP-MBD po pusobeni AI’* znameni zaroveii probihajici depolymeraci
kortikalnich mikrotubuld. Protein asociovany s MT se mize chovat odli$né nez samotné
mikrotubuly. Dikazem je mnou zji§tény fakt, Ze na samotnych MT nejsou znatelné Zadné
zmény po pusobeni gadolinia a nasledném pusobeni AI’*, zatimco ke zmén& dochézi
u MAP65-1 (viz niZze). Zmény v lokalizaci proteinu MAP65-1 mohou nastavat diive ¢i
pozdéji neZ zmény v uspofadani MT. MAP65-1 je ale pravdépodobné citlivéjsi detektor
zmén MT nezZ jsou MT samotné. Pfedpoklad vychazi ze studie Chang et al. (2005). Autofi
na zakladé¢ GFP fiznich proteini zjistili, Ze turnover MAP65-1 vazaného k mikrotubulim
je Ctyfikrat az pétkrat rychlejsi nez ,treadmilling” mikrotubuld. Nové molekuly GFP-
MAP65-1 se po vysviceni laserem na pivodni vysvicené misto dopravi rychleji, nez se
tomu déje u MT, a vazi se pouze na polymerované mikrotubuly. Nedochazi k pfesouvani
MAP65-1 proteint podél mikrotubuld, spis s nimi asociuji nahodné.

Vzhledem k pfedchozimu jsem tedy pozorovala a porovnavala zmény v uspofadani
jak kortikalnich mikrotubuld, tak proteinu MAP65-1. Pouzity byly navic dvé metody
vizualizace MT, a to imunofluorescence a in vivo pozorovani v rostlindich exprimujicich

GFP-tubulin.
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Za puisobeni AI** byla zjist&na reorganizace MT. Svazky MT po 1 minut& pisobeni
AP byly skute¢né tenéi a zaroveni &etnéj$i oproti MT Kkontroly. Li§i se samoziejmé
i vzhled MT. U kontrolni varianty jsou béZné mirné neuspotfadané svazky MT, které nejsou
zcela rovnobéZné, pfestoze je obecné zachovana jejich transverzalni organizace. Po
pisobeni AI’* jsou MT u Arabidopsis jasn&jsi, rovné a pravidelné uspofddané do
rovnob&éznych svazki. BéZné€ bylo pozorovano, Ze imunofluorescenéni obrazky jsou
u variant s pisobenim AI** kvalitn&jsi, MT zfetelngj3i a lépe zachované. Podobny jev byl
pozorovan i u BY-2 (Schwarzerova et al., 2002).

Pasobeni AI’* se unikdtng projevuje u proteinu MAP65-1, u n&jz dochazi
k ptfechodné (tranzientni) reorganizaci. Popis zmén je vSak spiSe problematicky, nebot’ je
zaloZen pouze na porovnavani jednotlivych obrazki a zmény nebyly hodnoceny Zadnou
analyzou. Dimery MAP65-1 tvofi 25nm mistky mezi jednotlivymi mikrotubuly a spojuji
je v mohutnéj§i svazky. Vzhledem k této své vlastnosti a k tomu, Ze asociuje kromé
preprofazového prstence, mikrotubuly pozdni anafaze a fragmoplastu také s interfazovymi
kortikalnimi mikrotubuly (Smertenko et al., 2004), je MAP65-1 vyznamnym kandidatem
na zprostfedkovatele reakci mikrotubulii za piisobeni vn&jsich podminek. AI** b&hem
5 minut pusobeni vyvolavda zmény v signalu GFP-MAP65-1. Zkracuji se useky
kolokalizujici s MT a vjejich pribéhu se tvoii pferuseni, asociovany protein tedy
neinteraguje rovnomérné s celym svazkem MT. Tyto defekty ale po 30 minutach ptisobeni
AP mizi, signal MAP65-1 je méné fragmentovan a prodluZuje se oblast MAP65-1
kolokalizujiho s MT. Samoziejmé se ale vzhled MAP65-1 po 30 minutich pisobeni A"
1i8i oproti kontrolnimu stavu bez Zadného pisobeni. U kontroly probihaji useky MAP65-1
kolokalizujiciho s MT napf#i¢ celou burikou, oblast kolokalizace je tedy delsi a zaroven
silngj§i. Zajimavy doprovodny jev je ztenCovani téchto pruhii oproti pivodnimu
kontrolnimu stavu. Tato jedine€na reakce obnovovani kolokalizace MAP65-1 s MT byla
pozorovana pouze po pusobeni AI’* a &astené po 1 hoding piisobeni gadolinia
s naslednym pusobenim AI**, daldi testované varianty ji nezpusobovaly. Ztenéovani jisté
souvisi se zmé&nami v uspofadani mikrotubularnich svazkt. Ty se za pisobeni AP také
ztenuji. Je zajimavé, Ze tato pfechodnd zména nebyla pozorovana v Arabidopsis u
GFP-MBD (domény vazajici se na mikrotubuly, microtubule binding domain, z lidského
MAP-4; Sivaguru et al, 2003b). Autofi pozoruji pouze postupnou ztratu signalu
GFP-MBD a zvy3ujici se frekvenci teek na ukor pruhi kolokalizujicich s MT v pribéhu
¢asu (2-30 minut). Tento projev GFP-MBD vysvétluji jako depolymeraci mikrotubulu a

vznik oligomeri tubulinu asociovanych s GFP-MBD. Zavér byl ovSem ucinén pouze na
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zakladé pozorovani GFP-MBD a jevi se jako problematicky ve chvili, kdy jej zacneme
porovnavat s pozorovanim samotnych mikrotubulll a rostlinného MAP65-1.

Pozorovani tranzientni reorganizace MAP65-1 odhalilo, Ze tento ptivodni rostlinny
protein se za pusobeni AP** chova jinak nez MBD lidského MAP-4. Dale na zakladé
hodnoceni poéti a relativnich tloustek svazkti mikrotubuli muiZeme tvrdit, Ze
u mikrotubuld béhem kréatkodobého (30 minut) piisobeni Al** s nejvyssi pravdépodobnosti
nedochazi k depolymeraci jednotlivych mikrotubuli vramci svazku, ale predevsim
ke $té€peni silngjSich svazkl na vétsi pocet tenCich svazki. Za jejich zten€ovani se totiz
zaroveni zvySuje jejich pocet se stejnou zavislosti, s jakou se vyskytuji rizné pocty rizné
silnych mikrotubulti u kontroly. Vzhledem k t¢émto vysledkim miZeme prohlasit, Ze
zmény v uspofddani MAP65-1 a MT spolu uzce souvisi, ale fragmentace MAP65-1
neznamena, Ze souc¢asné dochazi k depolymeraci MT.

Pisobeni glutamatu na MT se lisi od pasobeni AI**. Mikrotubuly na rozdil od
pusobeni AP** nejsou po plisobeni glutamétu pravidelnd rovnob&Zn& uspofadané, jejich
svazky jevi zna¢nou neuspoiddanost. Mira neuspotfaddanosti po pusobeni glutamatu je
zaroven vys$i nez u kontroly, svazky MT se €astéji odklan€ji od transverzalni orientace,
ktera u kontroly pfevlada. Taktéz dochazi k jejich zten€ovani za zvySeni jejich poéti. Je
nutné podotknout, Ze obrazky pouZité pro hodnoceni zmén v poc¢tu a sile mikrotubularnich
svazki dokumentujici zmény v uspofadani kortikalnich MT po 15 minutach plsobeni
glutamatu nebyly vysoké kvality, a tudiZ je nutno pfistupovat opatrné k jejich interpretaci.
Znacné zvySeni po¢tu mikrotubularnich svazkli po 15 minutach plisobeni glutamatu, které
ukazala analyza, muze byt ¢aste¢n¢ dano zhorSenou kvalitou podkladii a tento vysledek
bude tieba dale ovéfit.

Po promyvani glutamatem ubyva postupné MAP65-1 kolokalizujicich s MT po 30
minutach oproti 5 i 0 minutdam. Zmény v organizaci MAP65-1 po plisobeni glutamatu
nejsou rozhodn& vyrazn&jsi nez zmény po pusobeni AI**, a nepotvrzuji tak glutamatovou
hypotézu, jelikoZ narozdil od mych vysledki zpiisoboval glutamat vyraznéj$i a ¢asné;si
zmény ne? AI’* u GFP-MBD exprimujicich rostlin (Sivaguru et al., 2003b). I v tomto
ptipadé se tedy projevil rozdil v reakci pivodné rostlinného MAP65-1 a MBD soudasti
lidského MAP-4.

Zajimavé bylo zjisténi, Ze i za pusobeni nizkého pH jiZ po 1 minuté dochézi rovnéz
ke ztenovani MT za zvySeni jejich po¢tu. Po 15 a 30 minutich pisobeni jsou MT v buiice
dezorganizované, rovnéz tenké a ve zvySeném poctu na jednotku délky. Zplsob

dezorganizace se ale 1i§i od dezorganizace zplsobené glutamatem i AI’*. Na zakladé
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pozorovani imunofluorescenéné znac¢enych MT po ptsobeni snizeného pH miZzeme svazky
ozna€it za zprohybané, nejsou tedy pravidelné rovnobéZné uspofddané jako po pisobeni
AP, Taktéz se lisi od kontroly s pfevazné transverzaln¢ uspofadanymi svazky.

TotéZ je pozorovatelné i v MAP65-1 exprimujicich rostlindich. Za pusobeni
snizeného pH jsou oblasti MT, se kterymi kolokalizuje MAP65-1, po 30 minutach tenci
aubyva jich. U n€kterych bunék byla zaznamenana i zména vzhledu, coZ mozZna souvisi
i s podobné se ménicim vzhledem MT. Podobny kratkodoby vliv snizeného pH nebyl
popsan u GFP-MBD. Pusobeni snizeného pH bylo povazovano za kontrolni variantu
(Sivaguru et al., 2003b). Stejné tak bylo snizené pH povaZovano za kontrolni variantu pfi
studiich dlouhodobych efekti AI** na MT (Blancaflor et al., 1998, Sivaguru et al., 2003a)
a jeho plisobeni na MT ¢&i GFP-MBD nebylo konfrontovano s rostlinami ovlivnénymi
puvodnim kultivaénim médiem.

PfestoZze reakce MT na pisobeni glutamatu a snizeného pH se v nékterych
aspektech podoba piisobeni Al** (ztentovani MT za zvySeni jejich po&tu, ne viak vzhled
MT svazkt), rostlinny organizmus jako celek na glutamat ¢i nizké pH nereaguje stejné
jako na pusobeni AI*’, jak je vid&t z analyzy ristu kofend. Glutamét pouze z poloviny
postihuje riist kofene jako AI**, za pusobeni nizkého pH neni rist kofenu taktka ovlivnén,
zatimco na pasobeni AI** rostlina reaguje zhy zastavenim riistu kofenil. Po pisobeni Al**
v porovnani s ptisobenim samotného nizkého pH nebylo mozné popsat ve viech ohledech
unikatni chovani mikrotubularni sité. Spise lze shrnout, Ze vzhledem k reakci MT ve viech

testovanych variantach (AI**

, glutamat, snizené pH) jsou kortikalni mikrotubuly o¢ividné
jednim z prvnich a velmi citlivych cili mnoha riznych pisobeni vnéj$iho prosttedi, a to
cilem daleko citlivéj$im, neZ se doposud predpokladalo. Z ptedchoziho miiZzeme vyvodit
zavér, ze MT mohou diky velmi citlivym reakcim hrat vyznamnou ulohu v signalizaci
v rostlinné buiice. Pfenaseji tak informaci o plsobeni vné&jSich podnétd, pficemz dalsi
prubéh reakce rostlinného organizmu zavisi na charakteru podnétu. Kazdy podnét
z vnéj§iho ¢&i vnitintho prostiedi vyvolava v rostlinné buiice charakteristické zmény
v hladinéch cytosolického Ca®*. Tranzientni zvy3eni [Ca’*].,: miize byt jednoduché, dvojité
nebo vykazovat oscilaci. Misto, doba trvani, periodicita a amplituda [Ca2+]cyt oscilaci je
velmi variabilni a jejich forma je ¢asto zavisla na sile a kombinaci stimul (Evans, 2001).
Je tedy moZné, Ze glutamat, sniZzené pH i Al zpusobuji vykyvy kazdy na jiném misté
v burice ¢i zpusobuji zcela jiny pribéh vykyva v hladinach cytosolického Ca’, a proto je
organizace kortikdlnich MT po jejich plsobeni mirné odlisnd a ma z dlouhodobého

hlediska pro rostlinu zcela jiny vyznam.
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Alternativné k pfedchozimu se naskytd vysvétleni, Ze pozorované zmény
v uspofadani kortikalnich MT jsou vzhledem k jejich vysoké citlivosti na vné&j$i podnéty
zpusobeny kombinaci ptisobeni pfislu§ného roztoku (AI**, glutamatu, sniZeného pH)
a mechanického pisobeni vyvolaného manipulaci s rostlinami. Mechanické ovlivnéni je
moZné vyvolat napf. ve chvili, kdy je rostlinka vyjimana z ristového roztoku, poloZzena na
sklo komurky konfokalniho mikroskopu a kofen je pfikryt krycim sklem. Ackoliv je tato
manipulace vysoce $etrna, je moZnym zdrojem mechanického signalu pro kofenovou
$pi¢ku. Usuzujeme tak ze skuteCnosti, Ze bez zablokovani signalizace zprostfedkované
Ca®" kanaly gadoliniem se na uspofadani kortikalnich MT projevilo pusobeni viech 3
testovanych roztokii (AI*", glutamat i snizené pH). Mikrotubuly se tedy Ggastnily
signalizace ve vSech 3 pfipadech a v sou¢asné dob¢ je tedy zatéZko rozhodnout, zda a do
jaké miry se na zméné jejich uspofadani podili i mechanické podnéty pti provadéni
pokusu. Jisté by bylo zajimavé vénovat se této problematice dale a $ifeji.

Vliv gadolinia je znatelny na samotnych imunofluorescenéné barvenych
mikrotubulech, pfi in vivo pozorovanich GFP-tubulinu i GFP-MAP65-1, cytoskeletalni
struktury jsou po jeho pusobeni jasnéjsi a zfetelng&j$i. Tento jev jsem pozorovala témér
spolehlivé pfi kazdé vizualizaci. Sivaguru et al. (2003b) nemluvi o Zadnych podobnych
zménach u rostlin exprimujicich GFP-MBD. Analyza MT po pulsobeni gadolinia ale
prekvapivé neodhalila zmény v sile a po€tu mikrotubularnich svazk, které se nelisi od
kontroly.

Vliv gadolinia je v$ak velmi zfetelny ve variantach, kde bylo pfedem gadoliniem
piisobeno na kofeny, dale ovlivnéné AI’*, glutaméatem & sniZenym pH. V t&chto variantach
totiZ oSetfeni gadoliniem zabranilo prokazateln€ rozpousténi svazki MT. MozZné vysvétieni
spo¢iva ve funkci gadolinia jako inhibitoru nékterych Ca’* kanalt (White, 1998). Pokud je
signal k MT pfenaSen prostiednictvim vzniku tranzientné zvy3enych hladin Ca®", které
vedou k nasledné reakci MT, je ziejmé, Ze zablokovanim né&kterych Ca®" kanalt
gadoliniem lze piedejit ireakci MT. Jestlize se v buiice pouze v mens$i mife zvySuje
hladina Ca®" v reakci na jakykoli signél z vné&jsiho prostfedi, at’ uz je to dotyk ¢i zmény
svételnych podminek pfi manipulaci srostlinami pfed samotnym pozorovanim na
mikroskopu, nedochazi k vyraznému ovlivnéni mikrotubuli zvy$enymi hladinami
a oscilacemi v [Ca2+]cyt, pfipadnd reorganizace se signalni funkci je pouze téZko
postiehnutelna a mikrotubuly i MAP65-1 nepodléhaji zménam.

Gadolinium pisobilo zfejmé odlisn€ na urovni MT a MAP65-1. U samotnych MT

nejsou znatelné Zadné zmény v uspofadani po plsobeni gadolinia a nasledném pusobeni
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Al**, glutamatu & pH. Tim se lisi reakce MT od reakce MAP65-1. U rostlin vystavenych
piisobeni gadolinia po dobu minimaln& 1 hodiny a naslednému pisobeni AI** nebyla
tranzientni reorganizace MAP65-1 tak znatelna jako po pisobeni samotného Al ale po
detailné&j$im pozorovani ji bylo moZné najit téméf u kazdého kofene. MAP65-1 reaguje
zmenSenim useku kolokalizujicich s MT v men$i mife, ale stejnym zpisobem jako po
piisobeni samotného Al**. Navic se po 30 minutach pasobeni AP’ signal MAP65-1
obnovuje a nabyva kontrolniho uspotfadani. I tento vysledek vSak bude tfeba dale ovéfit,
a to pfedev§im pouzitim vhodné metody analyzy zmén signdlu MAP65-1, ktera v§ak neni
v soucasné dob¢ k dispozici.

Vzhledem k tomu, e po oetfeni gadoliniem a nasledném piisobeni AI** dochazi
k tranzientni reorganizaci sice v men3i mife neZ po samotném pisobeni AI’*, ale dochazi
k ni, mizeme se domnivat, 26 AI’* plsobi prostfednictvim i jinych Ca®* kanald, nejen
kanala blokovanych gadoliniem a fizenych glutamatem. Hypotéza o pulsobeni AP
prostfednictvim glutamatem fizenych kandli se jevi nedostate¢nou i ve stinu dalSich
poznatkil. Fytotoxické gadolinium neblokuje funkci vSech vapenatych kanald, ale ma
schopnost blokovat pouze 30% vSech vapenatych kanalt v rostlinné burice (White, 1998).
Z¥ejmé& tedy nemohu prohlasit stejné jako Sivaguru et al. (2003b), Ze AI** pisobi pouze
prostfednictvim glutamatem Fizenych CaZ* kanali.

Gadolinium a nasledné ptsobeni glutamatu nevyvolava v uspofadani MT ani
MAP65-1 zadné zmény v souladu s faktem, Ze Gd blokuje Ca** kanaly Fizené glutamatem.
Ani u GFP-MBD nepozorovali Sivaguru et al. (2003b) po tomto plisobeni Zadné zmény.

Rovnéz nedochézi ke zménam v uspofadani MT a MAP65-1 po puisobeni gadolinia
a nasledném pusobeni snizeného pH. Ani u GFP-MBD nebyly pozorovany Zadné zmény
(Sivaguru et al., 2003b). V tomto piipadé bylo blokovani glutamatem fizenych Ca®* kanala
u¢inné a zabranilo reakci MAP65-1.

Na zavér je nutné zminit se o pozorovani zmén in vivo na GFP-tubulin exprimujici
linii Arabidopsis. Pti sledovani zmén mikrotubuld in vivo pomoci GFP-tubulin
exprimujicich  linii  Arabidopsis nebylo mozné zjistit totéZ co pomoci
imunofluorescen¢niho znafeni mikrotubuli. Nebylo mozné spolehlivé potvrdit pouhé
ztendovani MT za zvySovani jejich po&tu za pisobeni AI’* ani stejné zmény v jejich
uspofadani za puisobeni dalSich faktori. Rostliny exprimujici GFP-tubulin se nepodafilo
téméf nikdy nasnimat tfikrat za sebou, aniZ by nedoslo k obrovské ztraté signalu. Nebylo
tedy mozno ziskat kvalitni obrazky. Proto byla vSechna méfeni a hodnoceni pocti

arelativnich tlousték provadéna na imunofluorescenénich obrazcich. Mozné vysvétleni
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této skutenosti je, Ze u GFP-tubulinu po reorganizaci, totiz rozpu$téni svazki MT
nasledkem riznych pusobeni, jsou jemné mikrotubularnich svazky jiZz pod detekénim
limitem konfokalniho mikroskopu, nebot na svazek MT pfipadd mens$i mnoZstvi
fluoreskujicich molekul. Rozpadani mikrotubuld do ten¢ich svazku, jaké je vidét pfi
imunofluorescenénim znaéeni, se tedy pfi pozorovani GFP-tubulinu jevi jako
depolymerace (ztraceni signalu) a jako depolymerace bylo také doposud interpretovano.
Nicméné je zietelné, Ze kazdy ztéchto dvou metodickych pfistupi ke zkoumané
problematice (imunofluorescenéni znateni MT a pozorovani in vivo GFP-exprimujiciho
rostlinného materialu) poskytuje odlisny vysledek, a tudiz odliSné vysvétleni jevu

probihajicich v rostlinné buiice.

5.3 Shrnuti
Metodické postupy:

1. Byla zavedena nova kultivaéni hydroponickd metoda pro rostliny
Arabidopsis thaliana
2. Byla zavedena metoda detekce cytoskeletu v kofenech Arabidopsis pomoci
nepiimé imunofluorescence.
Zastaveni rustu kofenii:
1. AP’* indukuje zastaveni ristu kofend. Tento G¢inek nelze zvratit dodanim
Ca®" ani stabilizaci & destabilizaci MT.
2. Glutamat piisobi odlifnym mechanismem od AI’*, nebot rist kofent
omezuje, nikoliv uplné€ zastavuje.
Zmény v cytoskeletu po pusobeni AP
1. A* __indukuje _specifické zmény v kortikilnim __ cytoskeletu.
Imunofluorescenéné¢ znacené MT jsou velmi piesné rovnobéZné
organizované narozdil od viech ostatnich testovanych variant. AI** ma tedy
specificky vliv na organizaci MT.
2. Glutamstovi teorie nepotvrzena. Nebylo prokazano, Ze signalizace AI**
piisobeni zahrnuje vyhradné glutamatem Fizené Ca’* kanaly, nebot’ projevy
po aplikaci AI** a glutamatu se lisily jak v pokusech s riistovou analyzou,

tak v reakci kortikalnich MT.
3. MT jako senzoricka struktura. Analyza relativnich tlousték MT a jejich

oy oo
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1 minuté¢ po jakémkoliv plsobeni, ovSem ne po piedchozim pulsobeni
gadolinia. Zmény v uspofadani MT bylo moZno pozorovat pomoci
imunolokalizace i v in vivo pokusech (kde oviem MT nebyly hodnoceny
analyzou). Jako nejpravdépodobnéjsi se jevi vysvétleni, Ze MT jsou vice
citlivé na jakékoliv podnéty z okoli, neZ jsme si dosud pifedstavovali.
ZtenCovani MT ve vSech variantich tedy naznaduje, Ze jak chemické
podnéty (AI**, glutamat, pH), tak mechanické (pfeneseni rostlinky na sklo
a pfiklopeni kofene krycim sklem) jsou moZnymi spoustééi reorganizace
MT. Vzhledem k vysoké citlivosti je tedy velmi pravd€podobné, ze MT
mohou byt soucasti signalnich kaskad, prendSejicich podnéty z vnéjsiho
prostiedi do kofene.

. Nejde o prostou depolymeraci. Pomoci analyzy bylo déale prokazano, Ze

zmény, konkrétné zdanliva ,,depolymerace“ MT, nemusi byt jednoduchy
proces. B€hem reakce na vySe zminéné podnéty se spiSe rozpoustéji svazky
kortikalnich MT (zvySuje se polet MT vztaZeny na délku a zaroveii se MT
ztenCuji). Tento proces samoziejmé miize a nemusi byt doprovazen
i Caste¢nou depolymeraci, zpisobenou napf. mensi stabilitou uzsich svazki
MT a/nebo absenci stabilizujicich MAPs. Popis procesu ztenovani svazkd
MT jako reakce na podnét nebyl jesté publikovan.

. Nutné je pouZivat ruzné metody detekce. Citlivost MT k vn&j$im

podnétim se ziejmé odrazila i v neuspé$ném pozorovani kortikalnich MT
v rostlinach exprimujicich GFP-tubulin. Stejné jako u imunofluorescenéné
znatenych MT bylo mozZno pozorovat béhem ovlivnéni slabnuti signalu ve
vSech variantich kromé téch, kde bylo na rostliny pfedem ptsobeno
gadoliniem. Bohuzel signal byl ¢asto natolik slaby, Ze MT nebylo moZno
hodnotit analyzou stejné jako imunofluorescenéné znacené MT. Duvody
jsou zfejmé nasledujici. Znadeni MT pomoci GFP-tubulinu neni do stejné
miry citlivé jako imunofluorescen¢ni znafeni. P¥i ném totiz dochazi
k ,,obaleni“ MT svazkt protilatkami, zatimco v transgennich rostlinach se
vyskytuje ve svazku MT vzdy jen nékolik fluoreskujicich molekul.
V disledku toho jsou svazky, pokud se zten¢i na urlitou mezni hranici
a svazek obsahuje jen malo fluoreskujicich molekul, pod detekénim limitem
konfokalniho mikroskopu. Na druhou stranu i zde bylo mozno pozorovat

stabilizujici efekt gadolinia.
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6. Ca’'_ionty jsou zapojené v signdlnich kaskddach, jich? se wiéastni MT.
Analyzy relativni tloustky prokazaly, Ze k rozpadani svazkit MT nedochazi,

pokud je na kofeny pfedem pusobeno gadoliniem, specifickym blokatorem
nékterych Ca®" kanali. Je tedy dokonce moZné uréit dalii &len signalni
kaskady, totiz Ca®*, jejichZ tranzientni zvySeni koncentrace v cytosolu
zfejmé hraje roli v pfenosu signalu stejnou signélni drahou, ve které funguji
i MT. Paradoxné tedy nebylo mozZno urcit, zda tato draha plati pouze pro
A", aviak mé vysledky naznatuji, e se miZe uplatiiovat obecn& v celé
fad¢é dalSich podnéti chemickych i mechanickych. Toto bude tfeba jesté
prozkoumat pomoci analyzy MT u rostlin, kde budou skute¢né vylouceny
vSechny mozné podnéty véetné podnétu mechanického.

7. MAP65-1 jako mozZny zprostiedkovatel prenosu signdlu. MAP65-1 se

zfejmé udastni reakce MT na pisobeni AI**, ne viak na ostatni zkoumané
podnéty (snizené pH a glutamat), protoZze dochazi k jeho docasnému
odlouc¢eni od MT. Tato reakce v3ak neni ziejmé regulovana gadoliniem
blokovatelnymi Ca®* kanaly, nebot’ nastdvd i po jejich zablokovani

gadoliniem.
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6 Abstract

In spite of the wide interest concerning the topic of aluminium toxicity in plants,
there wasn’t postulated any unambiguous conclusion, how is the aluminium signal
transferred to the cell. It is well known, the root growth is immediately inhibited by AI’*.
The results of the diploma thesis showed, the root growth is inhibited in spite of the
presence of Ca®* which was referred as a cation with ammeliorative effects on the root
growth in the conditions of Al-toxicity. After stabilizing microtubules with taxol or
destabilizing with oryzalin, the root growth inhibition caused by AI** remained unaffected.

Cortical microtubules are considered to be one of the first aims of aluminium
toxicity. Their early response to the presence of AI’" indicate the putative role of
microtubule (MT) reorientation in aluminium signal transduction. Changes in the
organization of cortical microtubule arrays were visible after 1min of aluminium treatment.
The arrays show strictly parallel organization, which is a unique reorientation observed
only after aluminium treatment. However, the number and thickness of MT arrays changed

significantly after each tested treatment (AI**

, glutamate, low pH). Therefore, it’s very
tempting to declare cortical MTs a very sensitive structure which is involved in all cellular
signalling. So far, we are not able to distinguish the effect of mechanical stimuli caused
within the procedure and the effect of treatment (AI’*, glutamate, low pH) on it’s own. The
analysis of number and thickness of MTs showed that after each treatment, there probably
wasn’t caused any depolymerization of cortical MTs, the MTs only loose their arrays, so
that they become thinner while they are increasing in number.

The reorganization of MTs is prevented by gadolinium-inhibition of the part of
Ca®* channels. Therefore, the Ca’* is one of the members of signalling pathways probably
caused by AI**, glutamate and low pH.

MAP65-1 (microtubule-associated protein) is somehow involved in the reaction of
cortical MTs on external AI**. In roots of GFP-MAP65-1 expressing line of Arabidopsis
thaliana, there is a strong evidence of MAP65-1 reorganization after Smin 100uM AIClI;
treatment. Nevertheless, the reorganization is transient, after 30min treatment the recovery
is visible, MAP65-1 is bound to microtubules again. This transient reorganization of
MAP65-1 isn’t blocked by gadolinium in general. In contrast, such transient reorganization
wasn't observed after the treatment with glutamate or low pH. We can conclude, that

MAP65-1 shows a unique reaction on AI** treatment and may play an important role in Al

signal transduction.
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7 PFilohy

Ad Graf 4.1
Vliv hliniku na rust kofenu
varianta pramérna délka kofene [mm] | smé&rodatna odchylka [mm]
IAlpHCasach12hod 1,56 0,38
AlpHCasach24hod 1,53 0,31
AlpHCasach6hod 1,76 0,30
AlpHsach12hod 2,12 0,31
AlpHsach24hod 2,05 0,33
AlpHsach6hod 1,72 0,33
JkontrolaOhod 1,92 0,31
[kontrola12hod 4,97 0,32
Ikontrola24hod 5,63 0,34
[kontrola6hod 3,15 0,35
pHCasach12hod 2,27 0,33
pHCasach24hod 3,13 0,32
pHCasach6hod 2,76 0,31
pHsach12hod 3,93 0,32
pHsach24hod 4,40 0,36
pHsach6hod 2,84 0,34

Tab. 7.1 Primé&rné délky koFenii se smérodatnymi odchylkami po 6, 12 a 24 hodinsch piisobeni AI**,
Ca®* a snizeného pH.

Ad Graf 4.3
Vliv hliniku na rust kofent
varianta primérna délka kofene [mm] | smérodatna odchylka [mm]

JAlpHsach4d 5,59 1,04
JAlpHCasach4d 5,82 1,03
pHCasach4d 35,17 1,02
pHsach4d 39,14 1,04
kontrolad4d 30,94 1,17
[kontrola0d 5,05 0,89

Tab. 7.2 Primé&rné délky koFeni se smérodatnymi odchylkami po 4 dnech piisobeni AI**, Ca®
a sniZeného pH.

Ad Graf 4.5
Vliv hliniku a taxolu na rust kofenu
varianta prumérna délka kofene [mm] | smérodatna odchylka [mm]

Aldd 5,69 0,53

Altaxol4d 413 0,40

[Gluad 13,33 0,47

[kad 21,62 0,50

[kto 3,71 0,44

ftaxolad 25,95 0,48

Tab. 7.3 Prim&rné délky koFeni se smérodatnymi odchylkami po 4 dnech piisobeni AI**, glutamatu,
taxolu a soutasného pisobeni AI** s taxolem.
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Ad Graf 4.7

Vliv hliniku, taxolu a hliniku s predchozim pisobenim taxolu na rast kofenu
varianta pramérna délka kofene [mm] | smé&rodatna odchylka [mm]
jalod 3,75 0,24
jaid 4,37 0,24
lai2d 4,61 0,25
Al_taxolOd 5,10 0,29
|AI_taxol1d 6,37 0,28
|AI_taxol2d 6,23 0,28
[kod 5,07 0,29
fK1d 9,86 0,27
Ik2d 15,97 0,30
ftaxolod 4,49 0,30
ftaxol1d 8,69 0,30
ftaxol2d 13,76 0,33

Tab. 7.4 Priimérné délky koFenii se sm&rodatnymi odchylkami po 1 a 2 dnech piisobeni AI**, taxolu
a AP s pfedchozim piisobenim taxolu.

Ad Graf 4.9

Vliv hliniku, oryzalinu a hliniku s pfedchozim pusobenim oryzalinu na rust

kofent
varianta pramérna délka kofene [mm] | smérodatna odchylka [mm]

AI0d 6,69 0,19
laid 7,21 0,18
jai2d 6,80 0,18
[kod 7,04 0,21
IK1d 15,97 0,21
Ik2d 21,90 0,21
fory200nMod 6,82 0,23
fory200nMm1d 10,59 0,21
fory200nM2d 10,48 0,20
fory200nM_Al0d 6,31 0,23
fory200nM_Al1d 6,46 0,23
fory200nM_Al2d 6,27 0,23
fory550nMod 5,98 0,22
fory550nM1d 8,43 0,23
fory550nM2d 8,63 0,24
fory550nM_Al0d 6,12 0,22
fory550nM_Al1d 6,87 0,22
fory550nM_Al2d 6,87 0,23

Tab. 7.5 Primérné délky koFeni se sm&rodatnymi odchylkami po 1 a 2 dnech pisobeni AI**, oryzalinu
a AP' s predchozim pisobenim oryzalinu.
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Ad Graf4.11

|pramérny poéetL
svazkil MT na jsmérodatnal

varianta 15 um odchylka
K 52,58 9,50
Al 69,78 5,83
Al15 65,71 497
Al30 66,86 3,64
Glu1 74,79 3,36
Glu15 76,27 6,51
Giu30 66,23 7,36
pH1 75,52 4,12
pH15 72,83 4,32
pH30 70,60 3,50
KGd 50,17 8,60
GdAI1 45,09 12,95
GdAI15 51,39 517
GdAI30 48,64 7,08
GdGlu1 45,92 15,42
GdGlu15 53,33 7,50
GdGlu30 52,64 6,96
GdpH1 39,67 8,12
GdpH15 38,09 4,06
GdpH30 47,42 10,42

Tab. 7.6 Priimérny potet mikrotubularnich svazkii na 15 um v jednotlivych hodnocenych variantach.
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