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Abstrakt

Auxin hraje vyznamnou morfogenni roli ve vyvoji rostlin, zejména diky jeho uUcinku na
genovou expresi, ale i fadu rychlejsich déjl, které jsou pfimo zavislé na jeho koncentraci.
Proto je vmnoha rostlinnych pletivech smérovany transport auxinu, zajistovany
specifickymi prenaseci v plazmatické membrané, dulezZity pro koordinaci morfogennich
stimull. MnoiZstvi auxinovych prenasect v plazmatické membrané primo ovliviiuje
vyslednou koncentraci auxinu uvnitf buriky. Ackoliv se da predpokladat, Ze lokalizace
auxinovych prenasec a jejich mnozstvi v plazmatické membrané jsou uréovany predevsim
aktinovym cytoskeletem a jeho zapojenim v procesech vackového transportu, neni
v soucasné dobé tento vztah stdle vyjasnén. Proto nds v této praci zajimalo, jak je lokalizace
a funkce auxinovych prenasect ovlivnéna v pfipadé, Ze je vdaném bunécném typu
postizena funkce aktinového cytoskeletu. Ktomuto Ucelu byla studovana lokalizace
auxinovych prenasect PIN3, PIN4, PIN7 a AUX1 v pokoZzkovych burikdch velmi mladych
déloznich listll Arabidopsis thaliana, jejichz morfogeneze byla postizena mutacemi
v podjednotkach aktinového nukleacniho komplexu ARP2/3. Byly pfipraveny krizenci
mutantd v podjednotkdach komplexu ARP2/3 s markerovymi liniemi nesouci fluorescenéné
oznacené auxinové prenasee a sensory auxinem fizené genové exprese, provedena
mikroskopicka pozorovani a zaveden kvantitativni postup hodnoceni lokalizace auxinovych
prenasecl a auxinovych gradientll pomoci obrazové analyzy, umozZiujici i hodnotit tyto
parametry pro jednotlivé velikostni kategorie bunék. Vysledky ukdzaly, Ze mnoiZstvi
auxinovych prenasecld na plazmatické membrané pokozkovych bunék bylo u mutant(
snizeno, stejné tak iv pfipadé aplikace aktinové drogy latrunkulinu B. Soucasné se
v mutantech, které se vyznacuji poskozenou morfogenezi projevila celkové snizena genova
exprese, ale vétsi auxinem-tizenad genova exprese. Vysledky ukazuji, Ze aktinova dynamika
je zdsadni nejen pro procesy souvisejici s genovou expresi, ale je specificky i pro zajisténi
umistovani auxinovych prenasec( v plazmatické membrané, které je klicové pfi ustaveni

auxinovych gradientd.

Kliéova slova: auxin, auxinové prenaSele, aktinovy cytoskelet, ARP2/3, plazmaticka

membrana, Arabidopsis thaliana



Abstract

Auxin plays an important morphogenic role in plant development, mainly through its effect
on gene expression, but also through a number of faster processes that are directly
dependent on its concentration. Therefore, in many plant tissues, directional auxin
transport using specific transporters in the plasma membrane, is important for the
coordination of morphogenic stimuli. The amount of auxin carriers in the plasma membrane
directly affects the resulting auxin concentration inside the cell. Although the localization of
auxin transporters and their abundance in the plasma membrane could be determined
primarily by the actin cytoskeleton and its involvement in vesicle transport processes, this
relationship is currently still unclear. Therefore, in this study, we were interested in how the
localization and function of auxin transporters is affected when the function of the actin
cytoskeleton is affected in a given cell type. To this end, the localization of the auxin
transporters PIN3, PIN4, PIN7, and AUX1 was studied in epidermal cells of cotyledons in
young seedlings of Arabidopsis thaliana whose morphogenesis was affected by mutations
in subunits of the actin nucleation complex ARP2/3. Crosses of mutants in the ARP2/3
complex subunits with marker lines carrying fluorescently labeled auxin carriers and auxin-
driven gene expression sensors were prepared, microscopic observations were made, and
a quantitative procedure was established to assess the localization of auxin carriers and
auxin gradients by image analysis, allowing also to assess these parameters for different cell
size categories. The results showed that the amount of auxin carriers on the plasma
membrane of epidermal cells was reduced in mutants, as well as in the case of the actin
drug latrunculin B treatments. Mutants exhibiting defective morphogenesis showed overall
reduced gene expression but increased auxin-driven gene expression. These results indicate
that actin dynamics is not only essential for processes related to gene expression, but it is
also specifically involved in the positioning of auxin carriers in the plasma membrane, which

is crucial in the establishment of auxin gradients.

Key words: auxin, auxin carriers, actin cytoskeleton, ARP2/3, plasma membrane,

Arabidopsis thaliana
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Seznam zkratek

AAPs - actin-associated proteins
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ABPs - actin-binding proteins

ARF - AUXIN RESPONSE FACTOR

ARF-GEF - ADP-ribosylation factor-guanine-nucleotide exchange factor
ARP2/3 - actin related protein 2/3
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1 Uvod a cile prace

Morfogeneze rostlinnych bunék a organ(l je vedle orientace osy bunécného déleni tésné
spojena s regulaci smérovaného ristu bunék. Béhem zvétSovani bunék dochazi k dynamické
prestavbé struktury bunécnych povrchi véetné plazmatické membrany, pti které se Gcastni
struktury cytoskeletu. V nasi laboratofi se dlouhodobé zabyvdme bunécnou biologii
morfogenniho G¢inku auxinu a jeho prenasecd. Rada funkci auxinu je tésné spojena se
specifickym umisténim jeho prenasecl v plazmatické membrané. Proto nas zajimalo, jak je
jejich lokalizace a ¢innost ovlivnéna v pripadé, Ze je vdaném bunécném typu postizena
funkce aktinového cytoskeletu. K této praci jsem si vybrala pokozkové buriky déloznich listQ
semenackl Arabidopsis thaliana, v jejichz tvaru se nejndpadnéji projevuje poskozeni
dynamiky aktinové sité po vyrazeni proteinl aktinového nukleaéniho komplexu ARP2/3.
Tyto buriky nejsou schopny spravné morfogeneze a na misto jejich typického dlazdicového
uspofadani je u nich asna expanze prevainé isodiametrickd. Udaje o in vivo lokalizaci
auxinovych prenasecl v téchto bunkach jsou prozatim v literature velice kusé, stejné tak
neni zndma dynamika auxinem fizené genové exprese v tomto pletivu. Hodnotila jsem, jak
bude postizeno umisténi auxinovych prenasecd v pripadé poruseni dynamiky aktinového
cytoskeletu a jaky to bude mit také dUsledek pro celkové nastaveni auxinové signalni drahy

v téchto burikach.

Prace méla tyto tfi hlavni cile:

1. Pripravit markerové linie a zavést kvantitativni postup hodnoceni lokalizace auxinovych
prenasecl a auxinem fizené genové exprese pomoci obrazové analyzy.

2. Analyzovat lokalizaci auxinovych prenasec(l v pokoice déloznich listd Arabidopsis
thaliana po naruseni aktinového cytoskeletu.

3. Analyzovat miru genové exprese fizenou auxinem v pokoZce déloznich list(l rostlin

nesoucich mutované podjednotky aktin nuklea¢niho komplexu ARP2/3.



2 Literarni prehled

2.1 Rostlinny cytoskelet

Cytoskelet (bunécna kostra) je tvorfen dvéma hlavnimi slozkami, tj. aktinovymi filamenty
a mikrotubuly, které v burikach tvori dynamickou trojrozmérnou sit. Obé tyto slozky jsou
tvoreny vldknitymi polymery sestdvajicimi ze zakladnich globularnich podjednotek molekul
aktinu a tubulinu, které maji k sobé navazany nukleotidtrifosfat (NTP). Tim je v pfipadé
aktinu adenosintrifosfat (ATP) a v pfipadé tubulinu guanosintrifosfat (GTP). Jednotlivé
monomery polymeruji do podoby vldken za pomoci hydrolyzy navdzaného NTP. Vldkna jsou
prostoroveé polarizovana, maji tzv. plus a minus konec. Aktinova filamenta i mikrotubuly maji
schopnost rychlé polymerace a depolymerace, coz z nich déla vysoce dynamické struktury.
Pro jejich funkci jsou zasadni proteiny s nimi asociované, které zajistuji polymeraci
cytoskeletalnich vldken a jejich vyuzivani pro rGzné procesy v burikach, shrnuto v (Pollard,
2016; Goodson a Jonasson, 2018). Cytoskelet prolinajici se burikami slouZi jako transportni
sit pro rlzné organely a vacky a je nezbytny pro dualeZité procesy jako napf. déleni
a morfogenezi bunék, shrnuto v (Hussey a kol., 2006; Petrasek a Schwarzerova, 2009;

Szymanski, 2009; Lian a kol., 2021).

2.1.1 Aktinova filamenta

Aktinovy cytoskelet se sklada z mikrofilament, vldken o priméru 6-9 nm. Zakladni
podjednotkou mikrofilament jsou proteinové monomery glubularniho aktinu, G-aktinu (tzv.
globular actin), s molekulovou hmotnosti 43 kDa. Podjednotky aktinu polymeruji do podoby
vlaken filamentarniho aktinu, F-aktinu (tzv. filamentous actin), ve tvaru pravotocivé
dvousroubovice.

U Arabidopsis thaliana se vyskytuje celkem 8 izoforem aktinu, které se dle svého expresniho
profilu v jednotlivych pletivech daji rozdélit na vegetativni a generativni (McDowell a kol.,
1996). Mezi vegetativni izoformy aktinu patfi ACT2, ACT7 a ACT8, mezi generativni patfi
ACT1, ACT3, ACT4, ACT11 a ACT12 (Meagher a kol., 1999). Mezi nejobecnéjsi aktiny patfi
ACT2 A ACT7, které jsou v rostliné exprimovany témér vsude.

Polymerace aktinu probiha ve dvou fazich. Po tzv. de novo nukleaci, tj. zaloZeni pocatku

nového vlakna ze tfi monomerl G-aktinu, dochazi ve druhé fazi k elongaci vzniklého vldkna.



Nukleaci aktinu zprostfedkuji specifické aktin-asociované proteiny (AAPs/ABPs; actin
associated proteins/actin binding proteins). Zatimco molekuly formint zajistuji nukleaci
aktinovych filament de novo, proteinovy komplex ARP2/3 umozriuje vétveni jiz existujicich
vldken (Li a kol., 2003; Michelot a kol., 2005). V burikdch dochazi také ke Stépeni stabilnich
vldken a vzniklé fragmenty pak mohou byt vyuZity jako pocatek pro rlst novych
mikrofilament nebo dojde k jejich depolymeraci. Jen okolo 1-2 % aktinovych filament vznika
nukleaci de novo, zbytek je tvoren fragmentaci stavajicich vlaken. Diky této mozZnosti muze
v burikdch dochdzet k dynamickym prestavbam a je tak umozZnéna tvorba rizné husté sité
vldken podle momentalni potieby, shrnuto v (De La Cruz a Gardel, 2015). V podminkdach
in vitro byla pozorovana také samovolna polymerace aktinu bez pfitomnosti nukleator, coz
ale vrostlindch in vivo neprobiha. Elongace vznikajicich filament je regulovana pomoci
malého asociovaného proteinu profilinu, ktery vyvazuje volny G-aktin 1:1 a zabranuje tak
samovolné polymeraci (Huang a kol., 1996).

Aktinové monomery maji ve své strukture Stérbinu, do které se vaie ATP. Konformace
monomerl s navdzanym ATP podporuje jejich polymeraci a jako kofaktor pro polymeraci
slouZi také navazané ionty Mg?*. Jednotlivé monomery maji ATPazovou aktivitu, kratce po
navazani totiz dochazi k hydrolyze ATP na ADP + Pi. Po ndsledné disociaci fosfatu se
pGvodni ATP-aktin méni na ADP-aktin. Ten ma v dasledku konformacnich zmén mensi
afinitu k sousedicim podjednotkam ve vlaknu, a tak dochazi k destabilizaci a depolymeraci
vldkna, shrnuto v (Pollard, 2007; Dominguez a Holmes, 2011). Aktinova filamenta jsou
polarizovand, maji plus a minus konec, a k jejich polymeraci dochazi na plus konci, kam se
pripojuji molekuly G-aktinu s navazanym ATP. Nové pfipojené podjednotky tvofi tzv. ATP
Cepicku, ktera sama o sobé chrani plus konec pred okamzitym rozpadem. Kromé toho muze
plus konec stabilizovat také asociace s Cepickujicimi proteiny (capping proteins). Na
stadrnoucim konci vldkna, minus konci, se hromadi podjednotky ADP-aktinu, coZ podporuje
depolymeraci vldkna (Blanchoin a kol., 2000; Pollard, 2007).

Pro zkoumani role aktinového cytoskeletu se hojné vyuzivaji cytoskeletdlni drogy. Mezi
nejpouzivanéjsi patfi latrunkuliny a cytochalasiny (Spector a kol., 1989). Latrunkuliny, latky
izolované z moiské houby, se vazi na aktin a narusuji jeho organizaci a polymeraci (Spector
a kol., 1983). Cytochalasiny jsou houbové metabolity, které zpUsobuji depolymeraci aktinu

a také inhibici jeho dalsi polymerace (Carter, 1967; Spector a kol., 1989).



2.2 Komplex ARP2/3

2.2.1 Stavba komplexu

Hetero-heptamericky proteinovy komplex ARP2/3 (Actin Related Protein 2/3) se sklada
celkem ze 7 evoluéné konzervovanych podjednotek s celkovou hmotnosti 220 kDa (Welch a
kol., 1997). Poprvé byl izolovan z ménavkovitého prvoka Acanthamoeba castellanii pomoci
afinitni chromatografie na agardze s aktin vazebnym proteinem profilinem (Machesky a kol.,
1994). Jednotlivé podjednotky maji u rGznych organismu odlisSné oznaceni, u rostlin je to
ARP2, ARP3 a ARPC1-5, oznacené sestupné dle molekulové velikosti (Li a kol., 2003).
Podjednotky ARP2 a ARP3 jsou strukturné podobné aktinu (Machesky a kol., 1994)
a spole¢né tvofi heterodimer, podobajici se dvéma podjednotkdm na konci aktinového
filamenta, ktery slouZi jako pocatek pro vznik nového vldkna (Kelleher a kol., 1995;
Volkmann a kol., 2001; Rouiller a kol., 2008).

Vsechny podjednotky komplexu jsou v rizné mife v kontaktu s materskym filamentem.
Podjednotky ARPC1-5 spole¢né tvofri platformu pro kotveni komplexu s matefskym vldknem
na jedné strané a sdcefinym vldknem, pfes podjednotky ARP2 a 3, na strané druhé
(Obrazek 1). Podjednotka ARPC1 je s matefskym vlaknem pouze v minimalnim kontaktu
a zda se, ze jeji funkce by mohla byt spiSe regulacéni. ARPC3 tvofi mlstek mezi matefskym
vldknem a podjednotkou ARP3, coi ma zfejmé stabilizacni vliv (Rouiller a kol., 2008).
Podjednotka ARPC4 je umisténa v jadru komplexu a je zasadni pro vytvoreni a stabilizaci
komplexu, coz podporuji napt. pokusy (Kotchoni a kol., 2009), ve kterych pfi mutaci ARPC4
doslo k rozpadu komplexu. ARPC4 spolu s podjednotkou ARPC2 tvoti heterodimer, ktery je
dalezity pro interakci s materskym vlaknem — kontakt je zprostfedkovan hlavné pres ARPC2,
a zaroven zajistuji také zakotveni podjednotky ARP3. ARPCS je v kontaktu s materskym
vlaknem a jeji N-konec je obtoéen kolem podjednotky ARP2, coz by mohlo naznacovat na
Ucast pfi konformacnich zménach béhem aktivace komplexu (Rouiller a kol., 2008).

Témér vSechny podjednotky jsou kédovany jednim genem kromé podjednotek ARPC1
a ARPC2, které jsou kédovany dvéma geny — ARPCla, ARPC1b a ARPC2a, ARPC2b (Li a kol.,
2003; Mathur a kol., 2003a).



Obrazek 1: Model komplexu ARP2/3 v interakci s matefskym aktinovym vlaknem. Barevné
jsou vyznaceny podjednotky komplexu. Sedivou barvou jsou zndzornény monomery aktinu,
D1 a D2 jsou prvni dva monomery nové vznikajiciho dcefiného vldkna. Pfevzato a upraveno
podle (Rouiller a kol., 2008).

2.2.2 Mechanismus fungovani a regulace aktivity komplexu

Sestaveny komplex se vaze na stranu aktinovych filament a podjednotky ARP2 a ARP3 pak
slouzi jako zdklad pro polymeraci nového vldkna s uhlem vétveni 70 + 7° vzhledem
k pdvodnimu vldknu (Mullins a kol., 1998; Amann a Pollard, 2001; Rouiller a kol., 2008).
Podjednotka ARP2 ma na sobé vazebné misto pro profilin, coZz umoznuje kopolymerizaci s G-
aktinem (Kelleher a kol., 1995; Mullins a kol., 1998).

Samotny komplex v§ak nema nukleacni aktivitu a pro svou funkci vyZzaduje specifické faktory
podporujici nukleaci, tzv. NPFs (nucleation promoting factors), které komplex aktivuji. Po
navazani faktoru dochazi ke zméné konformace podjednotek ARP2 a ARP3
z ,oteviené“/neaktivni na ,,zavienou“/aktivni, kdy se podjednotky k sobé priblizi a ziskaji tak
schopnost fungovat jako nukleaéni pocatek (Robinson a kol., 2001; Rouiller a kol., 2008).
NPFs existuje cela fada (Kollmar a kol., 2012). Prvnimi objevenymi NPFs pro komplex ARP2/3

u rGznych organism0 byla rodina proteind zvanych WASP (Wiskott-Aldrich syndrome



protein) (Yarar a kol., 1999; Winter a kol., 1999; Rohatgi a kol., 1999). U rostlin byl dosud
identifikovan jen jediny aktivator, proteinovy komplex SCAR/WAVE (suppressor of
cAR/WASP family verprolin-homologous protein) skladajici se z 5 podjednotek ABI1, NAP1,
PIR121, HSCP300 a SCAR/WAVE (Frank a kol., 2004; Basu a kol., 2005). Pro rostlinné
homology podjednotek existuji také dalsi rGzné nazvy: ABI1/ABIL1, NAP1/GRL/NAPP,
PIR121/SRA1/KLK/PIRP, HSCP300/BRK1 a SCAR/WAVE /DIS3/SCAR2/ITB1 (Basu a kol.,
2005).

Komplex SCAR/WAVE patii do skupiny NPF typu I, které maji charakteristickou VCA doménu
(verprolin homology domain, WH2), dale centrdlni doménu (cofilin homology domain)
a kyselou doménu, ktera vaze ARP2/3 komplex a G-aktin. U Zivocichd bylo ukazéano, Ze
komplex SCAR/WAVE je nejprve aktivovan vazbou Rac GTPazy, coz zpUsobi uvolnéni VCA
domény a nasledné dojde k aktivaci komplexu ARP2/3 a k jeho vazbé na materské aktinové
vldkno, kde zahdji nukleaci nového vldkna. V pfipadé skupiny NPF typu | tedy aktivace
komplexu ARP2/3 zahrnuje ARP2/3 komplex, NPF a G-aktin (Robinson a kol., 2001; Welch a
Mullins, 2002) akonec¢nou aktivacni reakci pak indukuje vazba na materské vlakno
(Marchand a kol., 2001).

Komplex ARP2/3 silné interaguje s bunéénymi membranami, ale zfejmé pouze béhem svého
sestavovani. Analyzy mutantl naznaduji, Ze pro interakci by mohla byt dllezZitad podjednotka
ARP2 (Kotchoni a kol., 2009). V pokozkovych bunkach Arabidopsis thaliana byl nalezen pool
komplexu v jadre a také na povrchu rliznych organel a vétsina takto asociovanych komplex

se zda byt neaktivni (Zhang a kol., 2013).

2.2.3 Funkce komplexu ve vyvoiji rostlin

Mutanti v nékterych podjednotkach komplexu ARP2/3 a komplexu SCAR/WAVE byli poprvé
pozorovani v ramci sady tzv. distorted mutantl, znamych diky typickému fenotypovému
projevu Spatné vyvinutych deformovanych trichomd (Obrazek 2). V plivodni préci bylo
popsano celkem 8 mutaci v rliznych genech Arabidopsis thaliana oznacenych jako ALIEN,
CROOKED, DISTORTED1, DISTORTED2, GNARLED, PIROGI, SPIRRIG, WURM (Hulskamp a kol.,
1994), které byly pozdéji identifikovany. Cdst mutantd byla pfifazena k odpovidajicim
podjednotkam ARP2/3 komplexu takto: DISTORTED1 — ARP3 (Le a kol., 2003; Mathur a kol.,
2003a), DISTORTED2 — ARPC2 (EI-Din El-Assal a kol., 2004; Saedler a kol., 2004), CROOKED —
ARPC5 (Mathur a kol., 2003b), WURM — ARP2 (Le a kol., 2003; Mathur a kol., 2003a). Zbyli
mutanti byli pfifazeni k podjednotkam komplexu SCAR/WAVE (Schwab a kol., 2003; EI-Din
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El-Assal a kol., 2004; Basu a kol., 2004; Saedler a kol., 2009). Dale byli do skupiny distorted
pridani jesté dalsi mutanti odpovidajici jinym podjednotkdm komplexu SCAR/WAVE —
DISTORTEDS3 (Basu a kol., 2005) a BRICK1 (Le a kol., 2006). U Arabidopsis thaliana jsou nyni
mutace v jednotlivych podjednotkdch oznadovany obecné jako mutace arp. Komplex
ARP2/3 je funkiéné konzervovany. Dlkazem toho jsou pokusy s Uspésnou komplementaci
podjednotky ARP3 u mutantni kvasinky Saccharomyces cerevisiae (Le a kol., 2003) nebo pfi
komplementaci mutanta v ARPC5 jeho lidskym orthologem (Mathur a kol., 2003b).

Mutace komplexu ARP2/3 a komplexu SCAR/WAVE nejsou pro rostliny letalni. Maji podobné
fenotypové projevy, a to i v pripadé dvojité mutace podjednotek obou komplex(, coz
ukazuje na jedine¢nou dilezitost SCAR/WAVE jako aktivaéniho faktoru ARP2/3 (Deeks a kol.,
2004; EI-Din El-Assal a kol., 2004; Basu a kol., 2005; Le a kol., 2006; Djakovic a kol., 2006).
Mutace podjednotek komplexu ARP2/3 viak maji vliv na morfogenezi rostlinnych bunék.
Nejvétsi projevy lze pozorovat u bunék slozitych tvarl, jako jsou jiz zminéné trichomy,
u kterych dochazi k pokrouceni (Obrazek 2), a také epidermalni dlazdicové burky, u kterych
dochazi ke zvyseni jejich cirkularity (Pratap Sahi a kol., 2018) (Obrazek 2). Bylo ukazano, ze
mutace v podjednotkach komplexu narusuji organizaci aktinového cytoskeletu u trichomf
(Le a kol., 2003; Saedler a kol., 2004; Kotchoni a kol., 2009) i epidermalnich dlazdicovych
bunék (Li a kol.,, 2003). TéZ byly pozorovany poruchy adheze epidermalnich bunék
etiolovaného hypokotylu, zvinéné korenové vlasky a také fragmentace vakuoly (Mathur a
kol., 2003a; Kotchoni a kol., 2009; Garcia-Gonzalez a kol., 2020). S narusenou morfogenezi
bunék u mutantd komplexu ARP2/3 i SCAR/WAVE byly spojeny také zmény ve stavbé
a sloZzeni bunécné stény (Dyachok a kol., 2008; Yanagisawa a kol., 2015; Pratap Sahi a kol.,
2018).

Komplexy ARP2/3 i SCAR/WAVE také hraji dileZitou roli pfi regulaci otevirani stomatalnich
bunék (Li a kol., 2014; Jiang a kol., 2012; Isner a kol., 2017). Byl téZ ukdzan vyznam komplexu
ARP2/3 pro reakci rostlin na solny stres (Zhao a kol., 2013). Funkce ARP2/3 byla téz nové
spojena s autofagii (Wang a kol., 2016) i degradaci peroxisom, tzv. pexofagii (Martinek a
kol., 2022).

S ohledem na formovani povrchu rostlinnych bunék je zajimavé, Zze komplex ARP2/3 je
zfejmé stéZejnim prvkem koordinace v uspordadavani obou sloZek cytoskeletu. Jiz v préci
(Schwab a kol., 2003) bylo navrzeno, Ze aktin se zfejmé podili na spravné organizaci
mikrotubuld béhem rlstu bunék. Pfi studiu distorted trichom( u rostlin mutovanych

v ARPC2 bylo téZ pozorovano naruseni lokalizace aktinu a mikrotubul(, které byly zaroven



lokalizovany v blizkosti u sebe, coz naznacuje pfitomnost interakce (Saedler a kol., 2004).

Prima interakce podjednotky ARPC2 s mikrotubuly pak byla ukazana v praci (Havelkova a

kol., 2015).

Obrazek 2: Ukazka fenotypovych projevli mutaci v podjednotkach komplexu ARP2/3. (A, C
a D) Deformované distorted trichomy, pfevzato z (Pratap Sahi a kol., 2018); (Kotchoni a kol.,
2009). (B) Dlazdicové burky déloZznich listd se zvySenou cirkularitou, prevzato z (Pratap Sabhi
a kol., 2018). Méfitko = 10 um (C a D), 100 um (B).

2.3 Auxin

Auxin patfi mezi nejdéle studované rostlinné hormony, tzv. fytohormony. Fytohormony jsou

molekuly vznikajici v nizkych koncentracich v primarnim metabolismu rostlin a ovliviujici



razné fyziologické procesy. Auxin byl prvnim objevenym fytohormonem a diky jeho vlivu na
prodluZovaci rist koleoptili ovsa byl pojmenovan podle reckého slova auxein, coz znamena
v prekladu rast, prodluZovat se (Went, 1926). Auxiny hraji zasadni roli v regulaci rostlinného
rastu a vyvoje jiz od ¢asné embryogeneze.

Biosyntéza auxinu probihd drahami zdvislymi i nezavislymi na tryptofanu (Trp), shrnuto
v (Gomes a Scortecci, 2021). Draha zavisla na tryptofanu je zdsadni a vznika v ni hlavni
prirozené se vyskytujici auxin, kyselina indol-3-octova (IAA) (Obrazek 3) (Mashiguchi a kol.,
2011; Won a kol., 2011). Dal$imi pfirozenymi latkam is auxinovou aktivitou jsou kyselina 4-
chlorindol-3-octova (4-CI-IAA) a kyselina fenyloctovda (PAA). Casto se sem Fadi také kyselina
indol-3-maselna (IBA), prekurzor IAA, shrnuto v (Damodaran a Strader, 2019). V praktickych
aplikacich a téz v zdkladnim vyzkum use hojné vyuZivaji syntetické auxiny kyselina 2,4-

dichlorfenoxyoctova (2,4-D) a kyselina a-naftyloctova (NAA).

QOH
| NH,
N
o Trp
)l\COOH
NH, TAA
/|\COOH OOH
| o)
N

H
IPA
NADPH + O,
Yuc
CO, + H,0 ”
WH
N
H
IAA

Obrazek 3: Draha biosyntézy auxinu zavisla na tryptofanu. Prvni krok syntézy je katalyzovan
pomoci tryptofan aminotransferazy (TAA), kterd prenese amino skupinu z Trp na alfa keto
kyselinu jako pyruvat za vzniku indol-3-pyruvatu (IPA). Druhy krok je katalyzovdn pomoci YUC
flavinové monooxygendzy za vzniku indol-3-octové kyseliny (IAA). Pfevzato ze (Zhao, 2012).



K biosyntéze IAA u Arabidopsis thaliana dochdzi hlavné v mladych nadzemnich castech
rostliny, tj. v mladych listech a v oblastech meristém( (Aloni a kol., 2003). Odtud je auxin
transportovan na vétsi vzdalenosti floémem (Obrazek 4). Mezi burikami se pohybuje z ¢asti
prostou difuzi, z vétSiny pak ale smérované pomoci auxinovych prenasecl umisténych na
plazmatické membrané (Goldsmith a kol., 1977). Smérovani toku auxinu je umoZnéno diky
asymetrické distribuci prenasecli na plazmatické membrané a oznacuje se jako polarni
auxinovy transport (PAT). Mechanismus auxinového transportu mezi burikami byl popsan
jako chemiosmotickd hypotéza (Rubery a Sheldrake, 1974) (Obrazek 4). Auxiny jsou slabé
kyseliny a v relativné kyselém prostredi apoplastu, udrzovaném pomoci H*-ATPaz, dochazi
z Casti k jejich protonaci. Protonovany auxin IAAH mUzZe do bunky difundovat volné skrze
plazmatickou membranu diky jeho zvysené lipofilité. Neprotonovany IAA" je z apoplastu
transportovan aktivné pomoci auxinovych prenasecl rodiny AUX1/LAX symportem s H*
(Sabater a Rubery, 1987). Bylo vSak ukazano, Zze na importu auxinu do bunky se z ¢asti
podileji také dalsi pfenasece — minimalné dva prenasece rodiny ABCB/PGP (Terasaka a kol.,
2005; Kubes a kol., 2012; Kamimoto a kol., 2012) a prenase¢ nitratu NRT1.1 (Krouk a kol.,
2010). V neutralnim prostredi cytoplazmy dochazi k disociaci IAAH na IAA™ a H*, IAA™ se pak
mUzZe ven z burky dostat pouze aktivnim transportem pomoci auxinovych prenasecu rodin

PIN nebo ABCB/PGP.

a b
AUXT/LAX Cell wall

4 O 7=
‘!
- Cmtoplasm
7
= P =
\ IAA~ PGP
4—
>$\ Cell-to-cell
\’4— PIN me W‘ pole_lr
M~ IAAH == |AA~ + H* auxin
uxi/Ax| transport
Phloem \l Phloem mw]}\ v
auxin
Xylem — distribution IAAH ——p
PGP transporters
=1 ” PGP
Y IAA- + Ht—> AUX1/LAX auxin
influx carriers
Wiy Hﬂl\ﬂﬂ PIN auxin efflux
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Obrazek 4: Transport auxinu floémem (a) a chemiosmoticky model polarniho auxinového
transportu (b). Pfevzato z (Robert a Friml, 2009).
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2.3.1 Auxinové pfenasSecCe

Aktivni pohyb auxinu mezi burikami je zprostfedkovan transportem pomoci pfenasecovych
proteint umisténych v plazmatické membrané. U rostlin byly v pfipadé auxinu popsany
v podstaté tfi hlavni skupiny prenaseca.

Transport auxinu smérem do buriky zajistuji pfenasece rodiny AUX1/LAX, a to symportem
s vodikovymi protony (Sabater a Rubery, 1987). U Arabidopsis thaliana byly nalezeny celkem
4 proteiny z této rodiny, AUX1 a LAX1-3 (Bennett a kol., 1996; Péret a kol., 2012). Nejvice
prostudovany je protein AUX1, ktery vramci pletiv neni vidy polarné lokalizovan.
V protofloému kofene se vSak nachazi ve zvySené mife na apikalni strané bunék v kontrastu
proti bazalné lokalizovanému PIN1, pfenaseci auxinu ven z buriky, coz podporuje smérovani
auxinu z floému do korenové spicky (Swarup a kol., 2001; Kleine-Vehn a kol., 2006).
Proteiny zrodiny PIN zprostfedkuji transport auxinu z bunék. Do této rodiny se
u Arabidopsis thaliana fadi celkem 8 protein(, PIN1-8. Ty funguji zfejmé na principu tzv.
gradientové pumpy a nevyzaduji tak pro svou funkci ATP, cozZ je vyhodné hlavné v rostoucich
pletivech, kde je ATP nedostatek (Zazimalova a kol., 2010). PIN proteiny se rozdéluji na dvé
skupiny podle délky hydrofilni smycky v prostfedni ¢asti jejich polypeptidového retézce.
Prvni skupinou jsou kanonické tzv. dlouhé PINy (PIN1-4 a 7), jejichZ cytosolickd smycka je
dlouhd a které jsou umisténé na plazmatické membrdané. Jsou hlavnimi hraci pti polarnim
auxinovém transportu, jelikoz jejich asymetrické rozloZeni urcuje smér toku auxinu
(Wisniewska a kol., 2006). Lokalizace téchto prenasecl a regulace jejich mnoistvi na
plazmatické membrané probihd diky dynamickému vackovému transportu mezi PM
a endozomalnimi kompartmenty (Geldner a kol., 2001). Druhou skupinou jsou nekanonické
proteiny PIN (PIN5, 6 a 8), které jsou tzv. kratké, protoZe maji do rtizné miry redukovanou
hydrofilni smycku. Na rozdil od dlouhych PING jsou lokalizovany hlavné v membrané
endoplazmatického retikula (Mravec a kol., 2009).

Dalsi skupinou prenasecl jsou proteiny rodiny ABCB/PGP. Nachazi se na plazmatické
membrané, kde jsou rozmistény apolarné a transport auxinu zprostiedkuji za hydrolyzy ATP.
Zastupci této rodiny se podileji na transportu auxinu z buriky i do buriky (Cho a Cho, 2013).
Nejlépe popsané jsou prenasece ABCB1, 4 a 19, s transportem auxinu pak byly spojeny také
prenasece ABCB14, 15 (Kaneda a kol., 2011) a ABCB21 (Kamimoto a kol., 2012). Smér
transportu auxinu pomoci ABCB4 je zavisly na koncentraci auxinu v burice a probiha po
koncentracnim spddu (Cho a kol., 2007; Kube$ a kol., 2012). ABCB1 a 19 transportuji auxin
ven z bunék (Geisler a kol., 2005).
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2.3.2 Auxinova signalizace

Auxin je signalni molekulou, ktera se podili na fizeni rlstu a vyvoje rostlin a také na jejich
odpovédi na environmentdlni vlivy. Diky své chemické povaze je IAA schopna prakticky
okamzité stimulovat fadu proces( souvisejicich s regulaci potencidlu na plazmatické
membrané, ustavenim cytosolické koncentrace vapenatych iontl a postranslacnimi
modifikacemi proteind, shrnuto v (Dubey a kol., 2021). Vedle téchto rychlych Gcéink( auxinu,
je vSak jeho funkce ve vyvoiji rostlin spojena s regulaci genové exprese. Odpovéd na IAA je
zprostredkovana skrze tzv. TIR1 drahu (Obrazek 5). Ta zac¢ina vazbou auxinu na jeho receptor
umistény v jadre, protein z rodiny TIR1/AFB, ktery je podjednotkou SCF (SKP1-CULLIN1-F-
BOX) komplexu E3 ubiquitinové ligdzy (Ruegger a kol., 1998; Kepinski a Leyser, 2005;
Dharmasiri a kol., 2005). Substratem této ligazy jsou transkripéni represory Aux/IAAs (Gray
a kol., 2001), které plsobi represi proteinl ARF (Auxin Response Factors). Pfi vazbé auxinu
na TIR1/AFB dochazi ke zvyseni afinity ligazy k Aux/IAA (Tan a kol., 2007), ¢imZ dojde k jeho
degradaci a tim padem k uvolnéni ARF z represe. Proteiny ARF jsou transkripcni faktory
rozpoznavajici Useky DNA zvané AuxREs (Auxin Response Elements) (UImasov a kol., 1997a),
které se nachazi v promotorovych oblastech genl regulovanych auxinem a obsahuiji

specifickou regulaéni sekvenci TGTCTC (Ulmasov a kol., 1995).

auxin Lauxin] auxin

activating
ARFs

.

auxin-induced
gene expression
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auxin
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Obrazek 5: Znazornéni drahy odpovédi na auxin skrze auxinovy receptor TIR1. Pfevzato
z (Woodward a Bartel, 2005).
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Pro studium auxinové signalizace se hojné vyuZiva synteticky promotor DRS5 sloZeny ze 7-9
opakovani sekvence AuxRE (TGTCTC), oddélenych od sebe vidy 5 bazemi (Ulmasov a kol.,
1997b). Tento promotor je pak zakladem riznych genovych konstruktl pro vizualizaci mist
transkripéni auxinové odpovédi (tzv. ,output sensor”), a to napt. pomoci B-glukuronidazy,
DR5::GUS (Ulmasov a kol., 1997b) nebo fluorescencnich protein(i jako napf. DR5::GFP (Friml
a kol., 2003). Byla téz vyvinuta forma se zvySenou citlivosti k auxinu, tzv. DR5v2 (Liao a kol.,
2015).

Dal$im hojné vyuZivanym reportérem auxinové signalizace je DII-VENUS, ktery je sensorem
TIR1/AFB-zavislé degradace proteinll a pfedstavuje tzv. auxin input sensor. VENUS je rychle
maturujici forma YFP, ktera byla pfipojena k doméné Il (DIl) degradacniho boxu represoru
Aux/IAA a vznikly genovy konstrukt byl exprimovan pod konstitutivnim promotorem 35S
(Brunoud a kol., 2012). V odpovédi na auxin pak dochazi k rychlé degradaci DII-VENUS, ktera
se projevuje pohasinanim fluorescencéniho signdlu, coz umoznuje sledovani dynamickych
zmén v hladinach auxinu béhem rdznych vyvojovych procesi. Pro pfesnéjsi vyhodnoceni
signalu byla navic vytvorena verze mDII-VENUS nesouci mutaci v sekvenci domény DII, coz
vede k zablokovani auxinem indukované degradace (Brunoud a kol., 2012). Signal mDII-
VENUS tedy na rozdil od DI-VENUS nepohasind a ukazuje tak hladinu exprese
v pozorovanych bunkach. Tyto dvé linie vSak neumoZiuji pfesné porovnani hladin auxinu
pro jednotlivé bunky v jedné rostliné a kazdé jednotlivé burice, a proto byl vytvoren novy
reportér zvany R2D2. Ten kombinuje DII-n3xVenus a mDII-ntdTomato, oba exprimované

pod RPS5A promotorem (Liao a kol., 2015). Vzhledem k tomu, Ze RPS5A je silné exprimovan

a b Obrazek 6: Reportéry pro vizualizaci auxinové
Auxin signalizace. (a) Znazornéni mechanismu
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predevsim v aktivné se délicich burikdch (Weijers a kol., 2001), je reportér R2D2 vhodny

spiSe pro pozorovani mladych &asti rostlin s burikami s délivou aktivitou.

2.4 Role aktinového cytoskeletu v auxinovém transportu

Auxinové prenasece jsou integralni membranové proteiny v burice jsou tedy dopravovany
pomoci membranovych vackd putujicich podél aktinovych filament. Pohyb vackd po
vlaknech aktinu probiha diky molekuldrnim motoridm myozinim. Takto je pak zajistén
transport prenasecd do plazmatické membrany (Obrazek 7-1) a také tzv. cyklovani vackud
s prenaseli mezi PM a endozomalnimi kompartmenty, které zahrnuje procesy endocytézy
a exocytozy (Geldner a kol., 2001; Geldner a kol., 2003; Dhonukshe a kol., 2007; Kleine-Vehn
a Friml, 2008) (Obrazek 7-2). Aktinovy cytoskelet se tedy podili na umistovani prenasecd do
PM, na jejich asymetrické distribuci v burikach (Muday a kol., 2000; Kleine-Vehn a kol., 2006;
Kleine-Vehn a kol., 2008a) a byla ukazdna také ucast v degradacni draze prenasecl (Kleine-
Vehn a kol., 2008b) (Obrazek 7-3).

Vlakna aktinu spolu s mikrotubuly tvofi pod plazmatickou membranou sit tzv. kortikalniho
cytoskeletu, kterda ma ziejmé vliv na pohyblivost auxinovych prenasecd v membrané
(Obrazek 7-4). Dokonce byla navrZzena role kortikalnich mikrotubull pfi polarnim umistovani

auxinovych prenasecd do PM (Boutté a kol., 2006; Kleine-Vehn a kol., 2008a).

Obrazek 7: Schématické znazornéni role aktinového cytoskeletu v Zivotnim cyklu auxinovych
prenasecti PIN. (1) Transport vacka s prenaseci do PM. (2) Cyklovani vacka s prenaseci mezi PM
a endozomalnimi kompartmenty. (3) Transport vackd s prenaseci v degradacni draze, pfipadna
recyklace prenasecU. (4) Spravna lokalizace a udrZovani prenasSecl v PM. Zkratky (zleva): BS -
bunécéna sténa, PM - plazmatickd membrana, J - jadro, ER - endoplazmatické retikulum, GA -
Golgiho aparat, E - endozom, PIN - prenasec auxinu z bunky, AF - aktinova filamenta, PVC -
prevakuolarni kompartment, V - vakuola, KC - kortikalni cytoskelet.
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DuleZitost aktinového cytoskeletu pro procesy spojené s transportem auxinu je studovana
pomoci cytoskeletalnich drog jako je latrunkulin B a cytochalasin D, které zpUsobuji naruseni

aktinové sité (Spector a kol., 1989).

2.4.1 Transport vackl s prenaseci auxinu

Plazmatickd membrdana je velice dynamickou strukturou, jejiz sloZzeni se neustdle méni na
zadkladé vnéjsich podnétl. Proteiny plazmatické membrany prochazi tzv. metabolickym
obratem (turnover), kdy dochazi nejprve k jejich transportu do PM pomoci exocytdzy
a nasledné k jejich internalizaci pomoci endocytdzy. Transport vackl do a z PM béhem
interfaze probihd podél aktinovych filament a tuto drahu vyuZivaji také prenasece auxinu
(Geldner a kol., 2001).

Pfenasecové proteiny jsou do plazmatické membrany dopravovdny pomoci exocytézy
(Obrazek 7-1). Pfenasecové proteiny PIN jsou umistovany do tzv. polarnich domén na PM,
kde dochdzi k omezeni jejich laterarni pohyblivosti. Na okrajich téchto domén jsou pak
proteiny uvolnovany a dochazi k jejich internalizaci pomoci endocytdzy zavislé na obalovém
proteinu klatrinu (Dhonukshe a kol., 2007; Kleine-Vehn a kol., 2011). Endocytéza v rostlinach
zajistuje internalizaci a pripadnou recyklaci slozek plazmatické membrany. Dominantni
draha internalizace membranovych proteint je zprostfedkovana pres endocytdzu zajisténou
pravé klatrinem (Adamowski a kol., 2018) a tato draha je zfejmé pro proteiny PIN hlavnim
zpUsobem jejich internalizace (Dhonukshe a kol., 2007).

Ackoliv je toto stale predmétem debat, prenaseCe PIN zfejmé prochazeji procesem
konstitutivniho cyklovani do a z PM prostfednictvim, tohoto procesu se ucastni pochody
zavislé na aktinovém cytoskelet (Geldner a kol., 2001; Paciorek a kol., 2005; Dhonukshe a
kol., 2007) (Obrazek 7-2). Endozomalni vac¢kovy transport je regulovdn pomoci membranové
asociovanych GDP/GTP vyménnych faktorl pro malé G proteiny ARF (ADP-ribosylacni
faktory), tzv. ARF-GEF (Steinmann a kol., 1999; Geldner a kol., 2003). Mezi tyto faktory patfi
protein GNOM, ktery hraje roli pfi puceni vackl a vybéru jejich nakladu a zfejmé také
reguluje strukturu a funkci endozoml. Aktivita GNOM je nutna pro pro vackovy transport
prenasecl PIN (Steinmann a kol., 1999, Geldner a kol., 2003), diky své povaze vsak ovliviiuje
radu dalSich proces(, véetné auxinové signalizace (Verna a kol., 2019).

Podobné jako u proteind PIN, také intracelularni dynamika prenasecli AUX1 je zavisla na

aktinovém cytoskeletu (Kleine-Vehn a kol., 2006). Vackovy transport AUX1 se odliSuje od
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transportu prenasecu PIN a ziejmé je regulovan jinym druhem ARF-GEF (Kleine-Vehn a kol.,
2006). Pravé procesy intracelularniho dopravovani proteinli mohou byt dlleZitym mistem
zasahu regulacénich drah a takto je ndsledné ovlivnén auxinovy transport. V tomto ohledu je
dalezité si uvédomit, Ze i auxin samotny mulzZe mit fadu Ucinkd na procesy dopravovani
membranovych vacku v burikach. PGvodné byl jeho Ucinek popsan jako inhibi¢ni na procesy
endocytozy (Paciorek a kol., 2005), ale nasledné studie ukazuji, Ze Ucinek auxinu na cely
membranovy systém bunky je potifeba chapat mnohem komplexnéji. M(Ze totiZz zasahovat
jak do procest de novo biogeneze membranovach prenaseci (Jasik a kol., 2016), jeho Gcinek
je znacné zavisly na typu auxinu a mUze ucinkovat i na strukturu endozom( a TGN
(Narasimhan a kol., 2021). Proto stale z(istava otazkou jak cilené a jakym mechanismem je
auxin zapojen do regulace umistovani jeho vlastnich prenaseci (Schwechheimer a kol.,
2021). Jednou z moZnosti je i recentné objeveny rychly Gcéinek IAA na specifickou fosforylaci
molekul myosinu XI (Han a kol., 2021).

Pfenasece rodiny ABCB/PGP maiji téz specifické mechanismy jejich vnitrobunééného
transportu, ackoliv tyto nejsou tak dobre prostudovany (Titapiwatanakun a kol., 2009; Cho
a kol., 2012). Napftiklad pfenase¢ ABCB4 je v porovnani s proteiny PIN velice stabilni na PM.
| jeho bunécny transport je pomalejsi nez u prenasecl PIN, ale bylo ukazano, Ze je také
zavisly na aktinovém cytoskeletu (Cho a kol., 2012).

Pro degradaci auxinovych prenasecl je vyuzivana draha cilend do lytické vakuoly pres
prevakuolarni kompartment (Obrazek 7-3). Signalem k degradaci mohou byt rizné vyvojové
¢i environmentalni faktory, napfiklad gravitace nebo mnoizstvi svétla (Friml a kol., 2002;
Laxmi a kol., 2008; Kleine-Vehn a kol., 2008b). Pokusy s aktinovou drogou latrunkulinem B
ukazaly, Zze vackovy transport prenasece PIN2 do lytické vakuoly je zavisly na aktinovém
cytoskeletu (Kleine-Vehn a kol., 2008c). Proteiny PIN2 urcené k degradaci jsou nejprve
vytfidény v endozomu pomoci specifického ARF-GEF, ktery se uplatiiuje v degradacni draze
smérujici do lytické vakuoly pfes prevakuolarni kompartment (PVC) (Kleine-Vehn a kol.,
2008c). Dalsi tfidéni nakladu pak probihda také v PVC. U rostlin byly identifikovany
podjednotky tzv. retromerniho komplexu, které se ucastni tridéni (Jaillais a kol., 2006;
Kleine-Vehn a kol., 2008b) a tento komplex zfejmé hraje roli v ndvratu prenasecl PIN z PVC
pravdépodobné do trans-Golgi sité (TGN) (Kleine-Vehn a kol., 2008c) (Obrazek 7-3).
Takovyto systém tfidéni pak umoznuje regulaci mnoZstvi prenasecl auxinu a tim padem

i regulaci toku auxinu (Kleine-Vehn a kol., 2008c).
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2.4.2 Umistovani auxinovych pfenasecu v plazmatické membrané

Jiz vramci chemiosmotické hypotézy byla navriena dllezZitost lokalizace auxinovych
prenasecd pro poldrni auxinovy transport (Rubery a Sheldrake, 1974). Proteiny PIN jsou v
urcitych bunécénych typech polarné umistovany na plazmatickou membréanu a jejich spravna
lokalizace je zasadni pro smérovani toku auxinu (Wisniewska a kol., 2006).

Bé&hem bunééného déleni jsou prenasece PIN v ¢asnych fazich formovani bunécéné prepdazky
umistény nejprve rovhomérné mezi obé nové vznikajici membrany a teprve nasledné je
ustavena polarita s vétSim mnoZstvim prenasece jen na jedné dcefinné prepazice v procesu,
ktery je zavisly na sterolovém slozeni membran (Men a kol., 2008). Jak bylo ukazano
v epidermalnich kofenovych burikach pro PIN2, tento post-cytokineticky proces je zfejmé
fizen vnitfnim bunéénym mechanismem zahrnujicim de novo biosyntézu a endocytézu, ale
ne transcytézu prenasecovych molekul (Glanc a kol., 2018). Ackoliv byla zavislost nastoleni
polarni lokalizace auxinovych vytokovych pfenasecl na aktinovém cytoskeletu navrzena pro
umistovani na bazalni i apikalni stranu bunék (Muday a kol., 2000; Kleine-Vehn a kol.,
2008b), polarizace molekul PIN2 v kofenové epidermis je mozind i v podminkach, kdy je
cytoskelet narusen cytoskeletalnimi drogami (Glanc a kol., 2019).

Jak bylo ukazano v kofenové epidermis, v interfazovych burkach jsou prenasece PIN cileny
do tzv. poldrnich domén na PM, kde dochazi k omezeni jejich lateralni pohyblivosti ¢aste¢né
zpUsobené tvorbou shlukd proteind. Na okraji téchto domén pak dochazi k internalizaci PIN
pomoci endocytdzy zavislé na klatrinu (Kleine-Vehn a kol., 2011). Pro cyklovani prenasecl
PIN je potfebny ARF-GEF GNOM, a to obzvlast pro bazalni lokalizaci proteinu PIN1, ktera je
zakladana jiz v prlibéhu embryogeneze (Steinmann a kol., 1999). Cileni PIN na apikalni
stranu PM je zfejmé zajistovano odliSnym ARF-GEF, coz ukazuje na regulacéni funkci (Kleine-
Vehn a kol.,, 2008b). Konstitutivni cyklovani prenasect PIN skrze rGzné regulacni
mechanismy tak mQze umoznovat rychlé zmény v jejich polarité pfi odpovédi na rlzné
environmentalni podnéty (Friml a kol., 2002; Dhonukshe a kol., 2007; Kleine-Vehn a kol.,
2008a).

Polarni umistovani pfenasece AUX1 na plazmatickou membréanu neni zfejmé tolik zavislé na
mikrotubulech, ale zato ukazuje vétsi zavislost na neposkozeném aktinovém cytoskeletu nez
prenase¢ PIN1 (Kleine-Vehn a kol., 2006). Pfenase¢ ABCB19 je v plazmatické membrané
lokalizovdn pfevdiné nepolarné a v porovnani s PIN a AUX1 je jeho umisténi vice stabilni,

a dokonce ma stabilizacni vliv na pfenase¢ PIN1 pfi jejich spoleéném vyskytu
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v mikrodoméndch plazmatické membrany (Titapiwatanakun a kol., 2009; Yang a kol., 2013).
Prenasec¢ ABCB4 je také stabilné umistén v PM (Cho a kol., 2012).

Laterarni pohyblivost auxinovych prenasect v plazmatické membrané mimo jiné castecné
ovliviiuji interakce s cytoskeletem (Obrdzek 7-4). Nejvétsi omezeni je vsak zrejmé
zplsobeno skrze interakce polarnich domén protein(i se slozkami bunécné stény z dlivodu
2012). Nejdllezitéjsi je pro tyto interakce nejspise celuldza, kterd ma roli v regulaci bunécné

polarity a také polarity prenasecud PIN (Feraru a kol., 2011).

2.4.3 Vliv naruSeni aktinového cytoskeletu

Vacky nesouci auxinové prenasece putuji po , kolejich“ tvofenych aktinovymi filamenty. Pro
lokalizaci pfenasecd a ur¢ovani toku auxinu je tedy zasadni spravna organizace aktinové sité.
V mnoha studiich byl zkouman vliv naruseni aktinového cytoskeletu na transport auxinu.
Bylo ukdzano, ze pfi nedostatku fosfatu v burikdch dochazi ke zménam v siti aktinovych
vldken, coz zplisobuje redukci vackového transportu s vlivem na polarni lokalizaci prenasect
PIN v plazmatické membrané (Kumar a kol., 2015). Pti pokusech s rostlinnym alkaloidem
narciklasinem doslo k naruseni organizace aktinového cytoskeletu a také vackového
transportu prenasecd PIN a AUX1 (Hu a kol., 2015). Také bylo ukdzano, Ze neporuseny
aktinovy cytoskelet je vyZzadovan pro lokalizaci PIN1 pfi tvorbé auxinové kanalizace pro vznik
vaskulatury (Mazur a kol., 2020).

Roli aktinového cytoskeletu v auxinovém transportu ddle podporuji studie mutant
v podjednotkach aktin nuklea¢niho komplexu ARP2/3. Naruseni lokalizace protein( PIN
béhem gravitropické odpovédi u mutantQ v ARP3 (dis1-1) Arabidopsis thaliana naznacuje
moznou roli ARP2/3 komplexu v umistovani prenasecd PIN (Zou a kol., 2016). V rostlinach
nesoucich mutace v nékolika podjednotkdch tohoto komplexu byla téZz pozorovana
narusend lokalizace prenasecd PIN1 a PIN3 a také zmény v mnoZstvi auxinu v bunkach
(Garcia-Gonzalez a kol., 2020). | jind pozorovani mutantl v komplexu ARP2/3 ukazala
naruseni auxinového transportu a také vliv na expresi pfenase¢t AUX1 (Pratap Sahi a kol.,
2018).

Zda se, Ze samotny auxin dokaZze ovliviiovat svlij vlastni transport. Pfi uméle vyvolaném
svazkovani aktinovych filament doslo k poruchdm v déleni bunék a narusen byl také

gravitropismus a transport auxinu. Pfiddnim auxinu pak byla obnovena normalni organizace
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aktinovych vldken, coZ naznacuje, Ze auxin by mohl regulovat vlastni transport skrze
ovliviiovani reorganizace aktinu (Maisch a Nick, 2007; Nick a kol., 2009). Bylo navrzeno, Ze
transport auxinu skrze prenase¢ AUX1 dokaZe rychle spustit procesy vedouci pravé ke
zméndm v mnozstvi a reorganizaci aktinovych filament (Arieti a Staiger, 2020), v tomto
kontextu jsou téz jiz vySe zminénad recentni data, ukazujici rychly ucinek IAA na specifickou
fosforylaci molekul myosinu XI (Han a kol., 2021). Dale se ukazalo, Ze auxin stimuluje expresi
podjednotek ARPC3 a ARPC4 komplexu ARP2/3, coz odkryva dalsi mozny mechanismus
regulace organizace aktinu (Garcia-Gonzdlez a kol., 2020). Vedle ucinku IAA na expresi
vlastnich pfenasect ma auxin téz vliv také na expresi genl pro aktin (Vieten a kol., 2005;

Zhu a Geisler, 2015).
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3 Material a metody

3.1 Rostlinny material

Pro veskerou praci byly pouzity rostliny Arabidopsis thaliana, ekotyp Columbia (Col-0),

kromé linii nesoucich reportér R2D2, ktery byl vytvoren v ekotypu Columbia-Utrecht (Liao a

kol., 2015). Markerové a mutantni linie pouzité v této praci jsou uvedené v tabulkdch 1 a 2.

Markerové linie nesouci mutace v jednotlivych podjednotkach komplexu ARP2/3, které byly

pouzity pro mikroskopické pozorovani, jsou uvedené v tabulce 9, kapitola 3.8.

Tabulka 1: Seznam pouzitych markerovych linii Arabidopsis thaliana.

Oznaceni linie

Zdroj

pPIN3::PIN3:YFP

(Zadnikova a kol., 2010)

pPIN4::PIN4:GFP

(Blilou a kol., 2005)

pPIN7::PIN7:GFP

(Blilou a kol., 2005)

pPIN7::PIN7:mRFP1

Sibu Simon, nepublikovano

pAUX1::AUX1:YFP

(Swarup a kol., 2004)

pPGP1::PGP1:GFP

(Mravec a kol., 2008)

pPGP19::PGP19:GFP

(Mravec a kol., 2008)

pGIIM/ RPS5A::mDlIl:ntdTomato-
RPS5A::Dll:n3Venus (R2D2)

(Liao a kol., 2015)

DIl-Venus

(Brunoud a kol., 2012)

mDII-Venus (Brunoud a kol., 2012)
WT ApH (apo-pHusion) (Gjetting a kol., 2012)
PIP2-GFP (Cutler a kol., 1999)

Tabulka 2: Seznam pouzitych mutantnich linii Arabidopsis thaliana.

Oznaceni mutantni linie Oznaceni genu (lokus) Zdroj
CRISPR mutant (stop codon 56, Erica
arpcla/arpclb AT2G30910, AT2G31300 L . i
Bellinvia, 2018, nepublikovano)
arpc4 AT4G14147 SALK_013909.27.65
arpcs AT4G01710 SALK_123936.41.55
act2-3 AT3G18780 SALK_048987.53.40
act3 AT3G53750 SALK_144260.48.95
act7 AT5G09810 SALK_131610C
actl2 AT3G46520 SALK_125307C.36.95
AT5G20490, AT1G17580,
myoXI3KO — XI-K/XI-1/XI-2 (Peremyslov a kol., 2010)
AT5G43900

3.2 Kultivace rostlin

Semena byla vidy pred kultivaci sterilizovana tfrepanim v mikrozkumavce spolu s 1 ml 50%

roztoku SAVA (Chlornan sodny 4,7g/100 ml H,0) po dobu 10 minut. Pro zachovani sterility
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probihala nasledujici prace ve flowboxu (laminarnim boxu). Roztok SAVA byl odpipetovéan
a semena byla poté 4-5x proplachnuta sterilni destilovanou vodou. V mikrozkumavce byl
nakonec ponechdn 1 ml sterilni destilované vody.

Pro potiebu in vitro kultivace bylo nejprve pfipraveno médium Arabidopsis minimalni (ARA
min). Na pfipravu 1 | média bylo pouZzito: 2,2 g MS soli (Sigma M5519); 10 g sachardzy
(Penta); 8 g agaru (Duchefa Biochemie); pH 5,7 (Uprava pomoci KOH, pfipadné HCl). Médium
bylo nasledné sterilizovano v autoklavu (121 °C; 1,3 bar; 20 min) a poté bylo rozlito do
¢tvercovych Petriho misek (120 x 120 mm). Pfipravend semena byla ihned po sterilizaci
vyseta na misku, ktera byla nakonec uzavrena parafilmem a prenesena na 48 h do 4 °C pro
dosaZeni stratifikace semen. Miska byla nasledné prenesena do kultivacni mistnosti uréené
pro kultivaci rostlin in vitro (teplota 23 °C; fotoperioda 16 h svétlo, 8 hodin tma).

Pro potfebu vysevu na raselinové pelety (Jiffy) byla pfipravena sterilizovana semena ve
zkumavce stratifikovana v lednici pfi teploté 4 °C po dobu minimalné dvou dnu. Jiffy byly
pred vysevem hydratovany v roztoku hnojiva Krystalon (1 g/l). Jiffy s nasetymi semeny byly
pfeneseny do arasystému (www.arasystem.com) a umistény do kultivani mistnosti
s teplotou 23 °C a fotoperiodou 16 h svétlo, 8 h tma.

Semenacky urcéené k selekci po kfizeni byly péstovany nejprve in vitro a po selekci byly
preneseny jednotlivé na jiffy do arasystému. Prvni hydratace raselinovych pelet probihala
jako vyse. Cely tac byl prekryt prasvitnou félii a umistén do kultivacni mistnosti (teplota
23 °C; fotoperioda 16 h svétlo, 8 hodin tma). Félie byla ponechana na tacu po dobu nékolika

dn(, aby mladé semenacky nevyschly z divodu snizeni vzdusné vihkosti.

3.3 Priprava linii kfizenim

Rostliny uréené pro kfizeni byly péstovany v kultivacni mistnosti na raselinovych jiffach
umisténych v arasystému. Pro kfizeni byly pouzity mladé Cerstvé nakvetlé rostliny. Jako
matefrské rostliny byli pouZiti zastupci od obou vzajemné kfizenych linii pro ziskani obou
variant rodicovské kombinace.

Z kvétniho stvolu materské rostliny byly ndzkami odstranény vzniklé Sesule, starsi a oteviené
kvéty. Déle byl pod stereolupou pomoci hodinarské pinzety odstranén také vzrostny vrchol
s nejmlads$imi poupaty. Zbylo 1-6 vhodnych poupat, ktera byla zbavena kali$nich a korunnich
listkG a tyCinek. Rostliny s pripravenymi poupaty byly zajistény pomoci Spejle a preneseny
zpét do kultivacni mistnosti na dobu 2-3 dn(l. Poté nasledovalo opyleni zralych blizen pod

stereolupou pomoci jiz otevienych kvétl otcovské rostliny s prasklymi prasnymi pouzdry.
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Opylené rostliny byly fddné oznaceny popiskami, a nakonec opét navraceny do kultivaéni
mistnosti, dokud SeSule nedozraly. Jesté zaviené zralé SeSule byly opatrné sklizeny do
mikrozkumavek, které byly ponechany oteviené na nékolik dnt, aby Sesule pIné vyschly.

Celkem bylo provedeno 5 ¢asové na sobé nezavislych kfizeni. V pfipadé, Ze nebylo z prvniho
kfizeni danych linii ziskano dostate¢né mnoZstvi semen nebo nebyla ziskdna semena z obou
rodi¢ovskych kombinaci, bylo v nékterych pripadech provedeno opétovné kfizeni téchto linii
v pozdéjsim nezavislém terminu. VeSkeré kombinace kfiZzenych linii jsou uvedené v kapitole
4.1 — Tabulka 11. Sloupec ,pocet vytvofenych linii“ uvadi pocty linii vzniklych z dané
materské rostlin, v zavorce je uveden pocet linii prepéstovanych zrlznych semen F1

generace dané matefské rostliny.

3.4 Selekce

Vysusend semena F1 generace byla vyseta a prepéstovdna do F2 generace. Semena F2
generace byla vyseta na médium (ARA min) a kultivovana in vitro pfiblizné jeden tyden,
dokud se neobjevily prvni pravé listy. Nasledovala selekce semenackl na poZzadované znaky.
K selekci na mutace podjednotek komplexu ARP2/3 byla vyuZita nejprve stereolupa,
rozhodujicim znakem pro selekci byly tzv. distorted trichomy na prvnim pravém listu. Poté
nasledovala selekce na pfitomnost pozZadovaného markeru, pro kterou byl pouzit
fluorescenéni mikroskop Olympus Provis AX 70. Vidy bylo vyselektovdno pokud moZzno 6

semenackl nesoucich oba znaky pro danou kombinaci rodi¢ovskych linii.

3.5 Genotypovani

K ovéreni homozygotni povahy mutantnich populaci linii act2 a act7 evdenych v laboratorni
databazi bylo provedeno genotypovani téchto rostlin. Genotypovani mutantl act2 a act7
probihalo zvlast v rliznych terminech a za pouziti odliSnych postupt. Byly vybrany mladé
nakvétajici rostliny. V pfipadé mutantl act2 byla genotypovéna pouze jedna rostlina. Jako
kontrola byla pouZita vypljc¢ena izolovana cDNA z WT rostliny (Judith Garcia-Gonzalez).
V pfipadé mutantl act7 byly vybrany 3 rostliny vypéstované z plvodnich semen uloZenych
v laboratorni databazi a 2 rostliny nasledujici generace z pfepéstovanych semen. Dale byly
jako kontrola vybrany 2 rostliny linie PIP2-GFP x arpc5 (F1 generace), které byly k dispozici

jako Cerstvy material a nemély by obsahovat danou zjistovanou mutaci.
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3.5.1 lzolace DNA

Pro izolaci DNA z mutantni rostliny act2 byly nejprve pfipraveny dvé zkumavky, kazda se
zhruba osmi sklenénymi kulickami o priméru 1 mm. Do kazdé zkumavky bylo odebrano
zhruba 0,03 g mladych list(l z jedné rostliny a vzorky byly ponoreny do tekutého dusiku. Po
zmrazeni byly zkumavky umistény do vibra¢niho mlynku (Retsch MM 301) s frekvenci kmitu
30 Hz na dobu 5 minut. Do zkumavek bylo poté ptridano 400 pl extrakéniho pufru (200mM
Tris-HCl pH=7,5; 250mM NaCl; 25mM EDTA; 0,5% SDS) a cely obsah byl poté prepipetovan
do novych sterilnich zkumavek. Pro nasledné kroky extrakce byl vyuZzit DNeasy Plant Mini Kit
(cat. Nos. 69104 and 69106). Extrakce probihala presné podle navodu prilozeného v baleni
kromé kroku 2, kde nedoslo k pridani RNazy A, ktera nebyla v tomto ptipadé potreba. Kvalita
vzorkd byla nakonec ovéfena ve spektrofotometru NanoDrop 2000 (Thermo Scientific)
a vzorky byly zamrazeny.

Pro izolaci DNA z mutantnich rostlin act7 a z rostlin slouZzicich jako kontrola (PIP2-GFP x
arpc5) byly nejprve pripraveny zkumavky, kazda se zhruba osmi sklenénymi kulickami
o priméru 1 mm. Z kazdé vybrané rostliny byl odebran vidy jeden vétsi list o pfiblizné
hmotnosti 0,02 g. Zkumavky se vzorky byly nasledné zmrazeny v tekutém dusiku a umistény
do vibraéniho mlynku (Retsch MM 301) s frekvenci kmitu 30 Hz na dobu 5 minut. Do kazdé
zkumavky bylo pfidano 400 ul extrakéniho pufru (200mM Tris-HCl pH=7,5; 250mM NaCl;
25mM EDTA; 0,5% SDS) a dale také 400 pl chloroformu. Zkumavky byly poté umistény na
vortex (Vortex Genie 2 — Scientific Industries) na dobu 1 minuty a nasledovala centrifugace
po dobu 3 minut pfi 16 100 g a teploté 21 °C (Eppendorf 5415R Refrigerated Centrifuge).
Zkumavky byly opatrné vyjmuty a umistény do stojanku. Do novych zkumavek bylo
prepipetovano vidy 400 ul horni faze z kazdého vzorku. Déle bylo opét ke kazdému vzorku
pfiddno 400 pl chloroformu, protfepano na vortexu a centrifugovano. Poté bylo odebrdno
300 pl smési opét do novych zkumavek. K extraktu bylo pfidano 300 pl isopropanolu
a zkumavky byly k promichani ru¢né nékolikrat otoceny. Nasledovala centrifugace na dobu
5 minut pfi 16 100 g a 21 °C. Veskerd tekutina byla odsata pipetou a zkumavky byly pfi
pokojové teploté ponechany v obracené orientaci 1 minutu, aby zbyla tekutina vytekla ven.
Zkumavky pak byly umistény do laboratorni vakuové susarny s teplotou 37 °C na dobu 35
minut. Do vzork( bylo nakonec ptidano 50 ul vody a zkumavky byly opatrné proklepany.
Nasledovala kontrola kvality vzorkd ve spektrofotometru NanoDrop 2000 (Thermo

Scientific). Vzorky byly uchovény v lednici.
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3.5.2 PCR

Pro polymerazovou fetézovou reakci vzorkl pripravenych ke genotypovani byly vyuZity

primery uvedené v tabulce 3.

Tabulka 3: Sekvence primertl pouzitych pro zjisténi pfitomnosti T-DNA inzerce v PCR reakci.

act2 RP 5’- ACGACCTTAATCTTCATGCTG -3’
LP 5- GTGTGACAATGGTACCGGTAT -3’

act7 RP 5’- ATTCTTCTCGCTTCTGTCGAT -3’
LP 5’- TCACCAGAATCGAGCACAATA -3’

Lbb1 5’- GCGTGGACCGCTTGCTGCACC -3’

V pripadé vzork( mutanta act2 a prislusné kontroly byla nejprve namichana spole¢na smés
pro dvé reakce podle tabulky 4 (sloupec mix). Jednotlivé slozky byly pridany podle poradi

uvedeného v tabulce. Vzorky DNA byly pfidany az nakonec do pfislusnych zkumavek.

Tabulka 4: SloZeni reakéni smési pro genotypovani mutanta act2

Reakéni smés [pl] WT act2 mix
H20 17,75 17,75 35,5
Pufr pro Dream Taq DNA polymerazu 2,5 2,5 5
dNTP (10 mM) 1 1 2
FLB 1 1 2
RRB 1 1 2
LBB 1 1 2
Dream Taq Polymeraza 0,25 0,25 0,5
DNA 0,5 0,5 -
Konecné mnoistvi 25 25 50 (49)

Polymerdzova retézova reakce byla poté provedena v termocycleru MJResearch PTC-200

podle protokolu uvedeného v tabulce 5.

Tabulka 5: Program PCR reakce, 26 cyklt

Pocatecni denaturace (Initial denaturation) 94 °C 3 min
Denaturace 94 °C 30s
Hybridizace (Annealing) 58 °C 1 min
Elongace (Extension) 72°C 1 min
Konecna elongace (Final extension) 72°C 10 min
Hold 4°C 0
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V pfipadé DNA izolované z mutantnich rostlin act7 a z rostlin slouzZicich jako kontrola byly
namichany dvé reakéni smési, kazda na 8 reakci, podle tabulky 8. Pro vSechny vzorky ziskané
DNA byly ptipraveny vidy 2 reakce, tj. ,WT reakce” obsahujici primery pro vznik kontrolnich
WT produktl, a ,mutantni reakce” obsahujici primery pro vznik produktll v pripadé
pfitomnosti mutace. Jednotlivé slozky smési byly pfidany podle poradi uvedeného v tabulce
7. Zasobni primery LP a RP byly pfed pouZitim nejprve zfedény vodou v poméru 1:9 (10 pl

primeru a 90 pl vody). Pro kazdou reakci bylo odebrano 24 pul reakéni smési, a nakonec byl

pfidan 1 pl ptislusné DNA.

Tabulka 6: Slozeni reakcni smési pro genotypovani mutanta act7

Reakéni smés [pl] WT mix act7 mix
H20 158 158
Pufr pro Dream Taq DNA polymerazu 20 20
dNTP (10 mM) 4 4
FLB 4 -

R RB 4 4
LBB - 4
Dream Taq Polymeraza 2 2
DNA 8x1 8x1
Celkové mnoistvi 200 200

Polymerazova

podle protokolu uvedeného v tabulce 7. Velikosti o¢ekavanych produktl vzniklych PCR

reakci jsou uvedeny v tabulce 8.

Tabulka 7: Program PCR reakce, 32 cyklt

fetézova reakce byla poté provedena v termocycleru MJResearch PTC-200

Pocatecni denaturace (Initial denaturation) 95°C 10 min
Denaturace 95°C 45s
Hybridizace (Annealing) 57°C 30s
Elongace (Extension) 72°C 2 min
Konecna elongace (Final extension) 72°C 2 min
Hold 4°C 0

Tabulka 8: Velikosti produktd vzniklych v PCR reakci

act2 RP+LP: 1041 bp
BP+LP: 820-1120 bp

act7 RP+LP: 988 bp
BP+LP: 468-768 bp
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3.5.3 Separace DNA pomoci elektroforézy

Pro elektroforézu byl pouzit predpfipraveny 1,2% agarézovy gel s 0,5x TBE pufrem (54 g Tris
base; 27,5 g kyseliny borité; 20 ml 0,5M EDTA; destilovana voda dopInéna do objemu 1 1).
Pro elektroforézu act2 byly do kazdého PCR produktu pridany 3 ul 6x koncentrované DNA
Loading Dye (Fermentas). Do pripraveného gelu bylo poté pridano 10 pl od kazdého
obarveného vzorku. Dale byl pouZit jako marker 3 ul GeneRuler 100 bp (Fermentas).
Separace vzorkl probihala 50 minut pfi napéti 80 V. V pripadé act7 byly do kaZzdého vzorku
pridany 4 pl 6x koncentrované DNA Loading Dye (Fermentas) a vzorek jemné promichan
pipetou tak, aby nevznikly ve vzorku bublinky. Poté byly vzorky naneseny na gel tak, aby byla
jamka vzdy plna. Nakonec bylo ptidano 0,65 ul GeneRuler 100 bp a déle také 0,65 ul

GeneRuler 1 kb (Fermentas). Separace vzork( probihala pfi napéti 130 V po dobu 30 minut.

3.6 Naruseni aktinového cytoskeletu pomoci latrunkulinu B

Pro naruseni aktinového cytoskeletu byl pouzit latrunkulin B (koncentrace zasobniho
roztoku v DMSO 2,53 mM). Latrunkulin B byl pfidan do sterilizovaného rozpusténého média
ARA min na vyslednou koncentraci 1uM. Pfipravené médium bylo nalito do kulaté Petriho
misky (prdmér 100 mm), pro kontrolni linii byla ptipravena miska s ARA min médiem bez
ptridavkd. Po ztuhnuti byla na médium ihned vyseta sterilizovand semena. Misky byly
preneseny do lednice pro stratifikaci semen pfi teploté 4 °C po dobu 2,5 dn(l a nasledné

preneseny do in vitro kultivacéni mistnosti (23 °C, fotoperioda 16 h svétlo a 8 hodin tma).

3.7 Vizualizace membranového systému v pokozkovych bunkach

déloznich list pomoci FM4-64

Pro studium umisténi auxinového prenasece PIN3 v liniich pPIN3::PIN3:YFP
a pPIN3::PIN3:YFP x arpc5 byla sledovana kolokalizace signdlu fluorescencni barvy FM4-64
(Molecular Probes, T13320) a PIN3-YFP. Sterilizovand semena byla ve flowboxu
napipetovana do 24jamkové kultivacni desticky s 0,5 ml tekutého ARA min média (stejné
jako ARA min, ale bez agaru) na jednu jamku, vi¢ko bylo utésnéno parafilmem. Miska byla
umisténa do lednice pro stratifikaci semen pfi 4 °C na dobu 2 dn(. Poté byla miska pfenesena

do in vitro kultivaéni mistnosti (23 °C, fotoperioda 16 h svétlo a 8 hodin tma) na horizontalni
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tfepacku. Po 36 h kultivace bylo pfidano FM4-64 ve vysledné koncentraci 4uM (bylo pfidano
0,1 pl barvy do kazdé jamky obsahujici 0,5 ml média). Miska byla prekryta hlinikovou folii
(kvali fotosenzitivité barvy) a navracena zpét do kultivacni mistnosti na trepacku, kde byla
ponechana pres noc. Nasledujici rano byla provedena mikroskopie mladych semenacka, tzn.

po dvou dnech kultivace neboli 1 DAG.

3.8 Mikroskopie

Byly vybrany homogenni populace kfizencli (uvedené v tabulce 13) a tyto pouzity pro
mikroskopicka pozorovani (seznam v tabulce 9). Pro mikroskopii byly pouZity semenacky
staré 1-1,5 DAG kultivované in vitro. Jako kontrolni linie byly vyuZity linie rostlin
s fluorescenéné oznacenymi proteiny. Ddle byly pozorovany shodné linie rostlin zaroven
nesouci mutaci v jednom z gen( pro podjednotky aktin nukleacniho komplexu ARP2/3, a to

pro podjednotky arpc4 nebo arpc5.

Tabulka 9: Linie kfiZenct pouzitych pro mikroskopicka pozorovani.

A Mutantni | Oznaceni markerové linie
Markerova linie . i . Autor
linie nesouci danou mutaci
arpcd 11 Katefina Schwarzerova
pPIN3::PIN3:YFP arpcs H1, G1 Katefina Schwarzerova
arpcs 1.27 Innu Kotannal Baby
arpcd 1-1, 2-1, 3-1 Innu Kotannal Baby
pPIN4::PIN4:GFP
arpch 1-1, 2-1, 3-1 Innu Kotannal Baby
pPIN7::PIN7:GFP arpcd L1 Sté&panka Kebrlova
arpcd 3-2 Judith Garcia-Gonzélez
arpc4 l.3-3,1.3-4 Innu Kotannal Baby
pAUX1::AUX1:YFP _ .
arpcs Al, B1 Katerina Schwarzerova
arpcs 1-3 Judith Garcia-Gonzélez
pGlIM/ arpc4 L1-1, L1-2 Stépanka Kebrlova
RPS5A::mDlIl:ntdTomato
- RPS5A::DIl: n3Venus arpcs L1, L2 Stépanka Kebrlova
(R2D2)
arpcd L1, L2 Stépanka Kebrlova
Dll-Venus —— -
arpcs L2, L3 Stépanka Kebrlova
arpc4 M1, M2 Stépanka Kebrlova
mDII-Venus T -
arpcs M2, M3 Stépdanka Kebrlova
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Pro pozorovani byl vyuzit konfokdlni mikroskop Zeiss LSM880. Celé semendcky byly
preneseny z média do kapky destilované vody na podloZni sklo a jednotlivé prekryty krycim
sklickem. Pro veskera snimani byl pouzit objektiv C-Apochromat 63x/1.2 W Corr FCS.
Snimani probihalo pomoci softwaru ZEN black (CLSM acquisition, Zeiss). Pozorovana byla
adaxialni strana déloznich listi semendackd. Pro kaZzdou rostlinu byl pofizen 2x soubor fezl
(Zz-Stack) z jednoho déloZniho listu. Nastaveni optické drahy mikroskopu pro jednotlivé

pozorované linie je uvedeno v tabulce 10.

Tabulka 10: Nastaveni konfokalniho mikroskopu pro pozorované linie.

. . Excitacni Nastaveni o o
.. Fluorescencni , ., Délic svazku
Linie marker Laser vinova emisnich (beam splitter)
délka filtrd P
pPINS at ”:j e YFP Argon | 488nm | 499552 nm | MBS:MB5488
P g MBS_InVis: Plate
/ LatB -
pPIN3::PIN3:YFP i MBS: MBS 488
X arpcs YFP Argon | 488 nm 499-552 nm MBS._InVis: Plate
pPIN3::PIN3:YFP YFP Argon 488 nm 499-554 nm MBS: MBS 488
X arpcs FM4-64 & 579-686 nm | MBS_InVis: Plate
MBS: MBS 488
pAUX1::AUX1:YFP YFP Argon 488 nm 499-561 nm MBS_InVis: Plate
pPIN4::PIN4:GFP MBS: MBS 488
pPIN7::PIN7:GFP GFP Argon | 488nm | 499-552NnM | \1acivis: Plate
DIl-Venus MBS: MBS
mDIl-Venus Venus Argon 514 nm 526-553 nm 458/514
MBS: MBS
mDII: ntdTomato | 8% | 514nm | 526-552 nm 458/514;
R2b2 DIl: n3Venus DPSS 561 nm | 570-632 nm MBS 488/561
’ 561-10 MBS_inVis: MBS
-405

3.9 Obrazova analyza

Pro analyzu vSech snimk{ pofizenych na konfokalnim mikroskopu byl pouZzit volné dostupny
program Fiji (Schindelin a kol., 2012). Pro ¢aste¢nou automatizaci a urychleni kvantifikace
obrazované analyzy byla v rdmci této prace vytvorena sada maker pro program Fiji a také

sada skriptl pro program Python (Python 3.10, www.python.org). Veskera dokumentace

byla. umisténa na server Github a je dostupnd ke staieni na

https://github.com/kebrles/auxin-analysis-fiji. Pro jednotlivé kroky analyzy byla zvlast

vytvorena makra, aby byla umoZnéna pribézna kontrola a zaroven také manualni vyfazeni
nezadoucich objektl (bunék ¢i jader). Po zméreni byly vSechny hodnoty pro kazdou

fotografii automaticky zapsany do vlastniho csv. souboru. Za poutziti skriptl v programu
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Python pak byly jednotlivé csv. soubory pro kazdou linii daného pozorovani zapsany
dohromady do jednoho souboru s vytvorenou tabulkou obsahujici pouze poZadované
hodnoty. Také byly automaticky vypocitany poméry hodnot (,PM/vnitrobunéény signal”
nebo ,mDll:ntdTomato/DIl:n3Venus”). Pro lepsi orientaci v datech, a hlavné pro vytvoreni
kategorii bunék podle velikosti, byly pouzity kontingenéni tabulky v programu Microsoft
Excel.

Pro analyzu lokalizace auxinovych prenasecd PIN3 a PIN7 byla nejprve ke kazdému Z-Stacku
vytvorena maska v podobé kostry zvyraznujici jednotlivé buriky. V ptipadé prenasece PIN3
v kombinaci s mutaci v podjednotce arpc5 byla celd analyza v programu provedena
manualné. Byly vybrany burnky vhodné pro analyzu a ty byly v ROl manageru zarazeny do
jednotlivych fezl s nejvétsi ostrosti. Nasledovalo zméfeni intenzity signalu v podobé ,mean
gray value” nejprve pro oblast uvniti dlazdicovych bunék a poté pro oblast ,pod ¢arou”
reprezentujici plazmatickou membranu. Tloustka mérené oblasti (,,Cary”) byla nastavena na
2 pixely. Nakonec byl v programu Microsoft Excel vytvoren také pomér obou namérenych
hodnot (,PM/vnitrobunécny signal“). Pro vsSechny ostatni pozorované kombinace
s prenaseci PIN3 a PIN7 byl pouzit stejny postup jako vyse, ktery byl ale z vétSiny
automatizovan diky vytvofené sadé maker.

Pro analyzu lokalizace prenasSece PIN4 v kombinaci s mutaci v podjednotce arpc4 byly
nejprve bunky manudlné obtazeny pomoci nastroje Polygon selections a uloZzeny do ROI
manageru. Nasledné kroky analyzy, shodné s postupem vyse, byly provedeny opét pomoci
pfipravené sady maker.

Analyza linii s markery DII-Venus, mDII-Venus a R2D2 probéhla za pouZiti dalSich
vytvorenych sad maker. V ptipadé DIl-Venus a mDII-Venus doslo k automatickému nalezeni
oblasti jednotlivych jader, zarazeni jader do nejostfejSiho fezu, a nakonec k naméreni
intenzity signalu jako ,mean gray value” celé oblasti jddra. Pro R2D2 doslo k automatickému
nalezeni jader v ,éerveném® kandlu (mDIl:ntdTomato), ktery mél vyssi intenzitu signalu.
Stejné ROle pak byly pouzity pro naméreni hodnot v ,zeleném*“ kandlu (DIl:n3Venus), ktery
byl vyrazné slabsi. Pro linii R2D2 v kombinaci s mutaci v podjednotce arpc4 byly dale
manudlné obtaZeny jednotlivé buriky, k nimZ patfila vybrana jadra. Buriky byly oznadeny
roztazenim jednotlivych ROIU jader pomoci Selection Brush Tool, jako voditko slouzily
koresponduijici fotografie ze svételného kanalu. Nasledné méreni hodnot probéhlo opét za

pomoci vytvorenych maker.
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3.10 Grafické zpracovani a statistické vyhodnoceni dat

Vysledna data z obrazové analyzy byla zpracovdna pomoci volné dostupné webové aplikace

PlotsOfData, dostupné na adrese: https://huygens.science.uva.nl/PlotsOfData/. Data byla

nahrdna v podobé souboru s formatem XLSX (Excel), usporaddna v tzv. Sirokém (wide)
formatu v podobé tabulky, kde kazdy sloupec predstavuje jednu linii.

Pro sumarizaci a znazornéni distribuce dat byl pouZit tzv. houslovy graf (violin plot)
s horizontalni linii znazornujici median. Pro statistické vyhodnoceni dat byl pouzit 95CI (95 %
confidence interval) znazornény v grafu jako chybové usecky (error bars). 95CI byl v aplikaci
vypocitan automaticky pomoci metody bootstrapping (1000 vzorkd) a uréenim 95Cl z 2,5.
a 97,5. percentilu (Wood, 2004). Hodnoty pfislusné k danym grafim se daji sledovat
v automaticky vytvorené tabulce. Kdyz se 95CI dvou nezavislych skupin dat neprekryvaji, je

to silny indikator statistického rozdilu mezi témito skupinami (Cumming a Finch, 2005).
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4 \Vysledky

4.1 Pfiprava linii pro mikroskopicka pozorovani

Pro Uclely této prace byly na zaddtku prdce nejprve navrieny vyhovujici kombinace
markerovych a mutantnich linii rostlin Arabidopsis thaliana. Cilem bylo ziskat rostliny, které
by umozZnily mikroskopicky posoudit do jaké miry bude postizena lokalizace auxinovych
prenasecd v bunikach rostlin nesoucich mutace v podjednotkach ARP2/3. Tyto rostliny maji
napadné postiZzeny vyvoj tvaru pokozkovych bunék déloznich list. Vybrany byly pfenasece
s prirozenou expresi vtéchto typech bunék a pfislusné markerové linie nesouci
fluorescencni fuze téchto prenasecl pod jejich pfirozenymi promotory. VSechny markerové
a mutantni linie byly k dispozici v laboratorni databdzi semen, u nékterych kombinaci bylo
mozné navdazat na predchozi praci kolegyné Innu Kotannal Baby. Mym cilem bylo vytvofit
chybéjici kombinace linii pomoci kfizeni a pro mikroskopickd pozorovani pfipravit
homozygotni linie F3 generace. Pfehled téchto linii je uveden v tabulce 11 a jejich oznaceni
vyuzité dale v préci v tabulce 12.

V pribéhu prace byla také provedena kfizeni dalSich, doplriikovych linii, u kterych vétsinou
nebyla plné dokoncena selekce z ¢asovych divodu. Veskeré kombinace nakfizenych linii
a dosaZzena uroven jejich selekce jsou uvedeny v tabulce 13. Z aktinovych mutantt byly pro
praci vybrany linie act2 a act7. K ovéfeni homozygotni povahy mutantnich populaci téchto
linii obdrzenych v minulosti z vefejné databaze a dale vedenych v laboratorni databazi bylo
provedeno genotypovani rostlin pouzitych pro kfizeni. Bohuzel se vSak ukazalo, Ze populace
je Stépici, ackoliv jsme predpokladali jeji homozygotni stav. Z dlvodu Casové narocnosti
selekce pro pfipravu homozygotnich linii, byly pfesto kfiZzenci vytvofeni a rostliny prozatim

ponechany ve stadiu F1 generace.

Tabulka 11: Pfehled pouZitych linii. Linie, které jiz byly k dispozici, jsou oznaceny v'. Nové

vytvarené linie jsou oznaceny X.

Mutace Fluorescencné oznacené prenasece Markery auxinové signalizace
PIN3 PIN4 PIN7 AUX1 R2D2 DII-VENUS mDII-VENUS
arpcla/arpclb X X X X X X X
arpc4 v v X v X X X
arpcs v v X v X v X
act2 X X X X X X X
act7 X X X X X X X
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Tabulka 12: Oznaceni linii kfizZench pouzitych pro mikroskopicka pozorovani

Mutace Fluorescencné oznacené prenasece Markery auxinové signalizace
u
PIN3 PIN4 PIN7 AUX1 R2D2 DII-VENUS mDII-VENUS
1-1 3-2
L1-1 L1 M1
arpc4 11 2-1 L1 l.3-3 11-2 L2 M2
3-1 l.3-4
H1 1-1 Al 1 L2 M2
arpchs Gl 2-1 B1 L2 13 M3
1.27 3-1 1-3
Tabulka 13: Seznam vytvorenych kfizenct Arabidopsis thaliana
Rodicovské Y
<, . . Pocet
s P Cislo Dosazena kombinace .
Markerova linie Mutantni linie v oy vytvorenych
kfizeni generace (matefska lini
rostlina)
Q@ PIN 1(3
1 F3 3 3)
Q arpcla/arpclb 1(3)
arpcla/arpclb 2 PING 5
2 F2
Q arpcla/arpclb 2
2
arpc4 1 F2 © PIN3
Q arpc4d 2
arpch 1 F3 Q@ PIN3 1(2)+1(4)
2
pPIN3::PIN3:YFP act2 1 F1 @ PIN3
Qact2 2
2
act3 1 F1 @ PIN3
Qact3 1
2
act7 1 F1 © PIN3
Qact7 1
actl2 1 F1 Q@ PIN3 1
@ PIN 1
myoXI3KO 1 F1 3
@ myoXI3KO 1
F3 Q PIN4 1(2)
Q@ arpcla/arpclb 1(2
arpcla/arpclb 1 pcla/arp @)
pPIN4::PIN4.GFP 2 Q@ PIN4 1
Q arpcla/arpclb 1
actl2 1 F1 Qacti2 2
F3 Q@ PIN7 1(2)
Q arpcla/arpclb 1(2)
arpcla/arpclb 1
F2 Q@ PIN7 1
F1 Q arpcla/arpclb 1
1 F3 Q PIN7 1(2)
1
pPIN7::PIN7:GFP F2 @ PIN7
arpc4 5 Q arpc4 1
1% 3
1 PIN7
Q arpc4 2
F3 Q arpc5 1(2)
arpcs 1 £ Q@ PIN7 1
Q arpc5 1
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2
£ Q@ PIN7
Q@ arpc5 2
F1 Q@ PIN7 1
Q@ PIN7 2
pPIN7::PIN7:mRFP1 | arpcla/arpclb F1
Q arpcla/arpclb 2
F3 Q arpcla/arpclb 1(3)+1(3
pAUX1::AUX1:YFP arpcla/arpclb pcla/arp G) G)
F2 @ AUX1 1
pPGP1::PGP1:GFP arpcs F3 Q arpc5 1(2)
PGP19::PGP19:GF
P p arpcla/arpclb F2 Q arpcla/arpclb 1
F3 ? R2D2 1
arpcla/arpclb Q arpcla/arpclb 1(2)
F1 Q arpcla/arpclb 3
F3 Q R2D2 1(3)+1(2)
pGlIM/ arpc4 ? R2D2 4
RPS5A::mDIl:ntdTo F1
Q arpc4 3
mato - RPS5A::Dll:
3Venus arpcs F3 Q R2D2 1(4)+1
(R2D2) F1 Q arpcs 4
? R2D2 2
act2 F1
Q act2 2
Q@ R2D2 2
act7 F1
Qact7 1
£ Q DII-Venus 1(2)
arpcla/arpclb Q arpcla/arpclb 3
F1 Q arpcla/arpclb 1
- 2
F3 @ DIl-Venus
Q arpc4d 2
arpc4
DlI-Venus F1 ? DIl-Venus 1
Q arpc4d 1
F3 ? DII-Venus 2
Q arpc5 2
arpcs
F1 @ DIl-Venus 1
Q arpc5 2
£ Q mDII-Venus 1(2)
Q arpcla/arpclb 1(2)
arpcla/arpclb
£ @ mDIl-Venus 1
Q@ arpcla/arpclb 1
F3 @ mDII-Venus 2
Q arpcd 2
mDII-Venus arpcé4
F1 @ mDIl-Venus 1
Q arpcd 1
F3 Q arpc5 1(2)
Q@ mDII- 1
arpcs £3 mDIl-Venus
Q arpcs 1(2)
F1 Q arpc5 1
WT ApH (apo- .
pHusion) arpcs F2 Q@ apo-pHusion 2 (3)
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£ ? PIP2 2
Q arpcla/arpclb 2
arpcla/arpclb 1 pcla/arp
1 ? PIP2 1
Q arpcla/arpclb 2
2
£ ? PIP2
Q arpc4 2
PIP2-GFP arpc4 1
? PIP2 1
F1
Q arpc4 1
2
£ ? PIP2
Q arpc5 2
arpes ! ? PIP2 1
F1
Q arpc5 1

Mnozstvi pouzitych linii v jednotlivych pozorovanich se lisi vzhledem k dostupnosti v dobé
pozorovani. Jak je patrné z tabulky 12, u vétsiny linii se podafilo dokoncit mikroskopicka
pozorovani ve 3 nebo alespon dvou nezavisle vzniklych kfizenct, ve dvou pfipadech jsem
pracovala s populacemi rostlin pouze zjednoho kfizeni. Pro kazdou sadu kontrolni
markerové linie s prislusSnymi liniemi nesoucimi urcitou mutaci bylo pozorovani provedeno
vidy minimalné ve tfech biologickych opakovénich. Markerovd linie prenasece PIN3
v kombinaci s mutaci arpc5 byla pozorovana v semendaccich jeden den po vykliceni (1 DAG).
Ostatni linie byly poté pozorovany mezi 1 a 1,5 DAG, kdy je délka nadzemni ¢asti okolo 2
mm a délohy nemaji vice nez 0,5 mm (Obrazek 8).

Pravé v casném stadiu vyvoje déloznich listl v obdobi do 2 DAG
dochéazi k dualeZzitym krokim morfogeneze jako je zakladani
lalokli pokozkovych bunék (Zhang a kol., 2011; Armour a kol.,
2015; Wu a kol., 2016).

V této prdci nevyuZzité linie, jejichz mira selekce je uvedena
v tabulce 12, jsou kdispozici pro dalsi vyuziti ¢leny nasi

laboratofe. Mohu vyzdvihnout napfiklad vytvorenou unikatni

sadu linii nesoucich mutace v obou genech podjednotky

Obrazek 8: Rostlina
ARPC1 aktin nukleacniho komplexu ARP2/3 — arpcla/arpclb  Arabidopsis thaliana ve

stafi 1,5 DAG. Takto
velké  rostliny  byly
nepublikovano). vyuZity v mikroskopii.

pfipravené pravé vnasi laboratofi (Erica Bellinvia,
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4.2 Zavedeni kvantitativni metody vyhodnoceni lokalizace
auxinovych pfenaseCu a auxinem fFizené genové exprese pomoci

obrazové analyzy

Hodnoceni mnoZstvi auxinovych prenasecl ¢i miry genové exprese fizené auxinem pomoci
fluorescencnich reportér( je velice vhodné vzhledem k moznosti studovat dané procesy
v zivém materidlu. Vysledné snimky je vSak potfeba kvantitativné vyhodnotit a posoudit tak,
jak signifikantné se dany znak odlisuje v kontrolnich a mutovanych rostlinach. V pribéhu své
prace jsem tak pofidila u mladych semenackd velké mnozstvi mikroskopickych snimk, pro
které bylo nutné zavést novou kvantitativni metodu vyhodnoceni dat. VyuZila jsem postupy
obrazové analyzy scilem zautomatizovat co moZno nejvétsi ¢ast postupu analyzy. Ke
zjednoduseni a zrychleni analyzy jsme vytvofila sadu maker pro pouziti ve volné dostupném
programu Fiji a také sadu skriptd napsanych v programovacim jazyce Python. Veskera
dokumentace a makra byla umisténa do verejné pfistupného Git repozitare (Obrazek 9A)

dostupného na webové adrese: https://github.com/kebrles/auxin-analysis-fiji.

Vytvorenad makra jsou rozdélena do pfislusnych sloZzek (Obrazek 9B). Sada obsahuje
pomocna makra ,auxiliary_macros”, kterd jsou vyzadovana pro funkci ostatnich maker. Déle
sada obsahuje makra pro analyzu auxinovych gradientd, tj. ,macros_R2D2“
a ,macros_VENUS“, makra pouZitd pri méreni velikosti bunék v liniich R2D2, tj.
»macros_nuclei_to_cells”, a makra pro analyzu lokalizace auxinovych prenasect v bunkach
,macros_skelets” (Obrazek 9B). Jednotlivé skripty k pouZiti v programu Python slouZi pro
findlni sjednoceni uloZenych namérenych dat zjednotlivych mikroskopickych snimkd
(Obrazek 9C).

Jednotlivd makra jsou ocislovana podle poradi jejich pouziti v pribéhu procesu analyzy
a pojmenovani odpovida funkci pfi jejich pouZiti (Obrdzek 9). Vzhled maker pro analyzu
lokalizace auxinovych prenasecu v bunkach, slozka ,,macros_skelets”, je ukazan na Obrazku
9D, priklad sady maker pro analyzu linii R2D2, tj. slozka ,macros_R2D2“ je ukazan na

evvs

,README" v online repozitafi.
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¥ man = P 1k D0 tags Ga to file A fle =~ m
kebales Upcate BEADME md p— wsage {OH
Fifi_m

[ .ggnone
™ READMEmd
B C
LF * i ig-fiji '} N . i
B main auin-analysis-fiji / Fiji_macros / I main -  auxin-analysis-fiji / python_csv_merge /

kebrles Final macre revision. ..
kebrles Final macro revizsion

auxiliary_macros nal macro revisior

j mierge_measuremants R20D2 py Final macro revision
B macroi RZD2 Final macro rsvior
" i d 1S.py Final macro rey y
B macros VENUS Final macro revisior [  merge_measurements VENUS. py AT MEvisic
B macros_nuche o cells j merge_measurements_cellspy Final macro revision
B macros_skeleis Final macro revssior j merge_measuremsents skeletons. Py Final macro revision

D B coptiona E
O 1_best_stackijm
) " i

[ 1_find_skelets jim [ 1_find_ROIs_whole_folder.jm
O 2_find_ROHsjm @ 2_review_image.ijm
[ 2_find_ROIs whobe_folderijm B 3_save_reviewed_ROls.ijm
- . ) .
O 3review image.jm [  4_open_reviewed_select_ROls.ijm
3 6_save_preselected_ROlsgm X
o ’ D 5_save_selected_ROlsijm
O 7_open_preselected RO jm

[ 6_measure_all_ROIs_whaole_folder.ijm
O 8_save_selected_ROIsijm

[ 6_measure_selected_ROls_whole_folder.ijm
0 9_rmeasure.jjim
D1 9_measure_whaole_folder.ijm

Obrazek 9: Vytvofena makra a skripty uloZené na verejné pristupném serveru GitHub. (A)
Vzhled repozitare s ulozenymi slozkami maker pro analyzu v programu Fiji (B) a s ulozenymi
skripty pro poufziti v programu python (C). Jednotlivd makra pro analyzu lokalizace auxinovych
prenasecll v bunkach (D). Jednotlivd makra pro analyzu gradient( auxinu v liniich R2D2 (E).

4.3 Analyza lokalizace auxinovych pfenaseCl po naruSeni

dynamiky aktinového cytoskeletu

V pokozkovych bunkach déloznich listl byla mikroskopicky pozorovana lokalizace
fluorescenéné oznacenych auxinovych prenasect PIN3, PIN4, PIN7 a AUX1 po naruseni
aktinové dynamiky. Pfitomnost téchto prenasecl v pokozkovych bunkach déloznich list(
Arabidopsis thaliana byla potvrzena jiz dfive (Belteton a kol., 2018; Grones a kol., 2020).

Zkoumany byly linie nesouci mutace v podjednotkdch ARPC4 a ARPC5 aktin nuklea¢niho
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komplexu ARP2/3, jejichz oznaceni je uvedeno vtabulce 10. U pienasece PIN3 byl
k porovnani zvolen také farmakologicky pristup. Pro vylouceni malych bunék, patficich do
stomatalni linie, byla u PIN3/arpc5 vysledna data omezena spodni velikostni hranici rozsahu
plochy 150 um?. Vétsina dat z testd linii PIN3/arpc5 jsou soudasti publikované prace, kde
jsem spoluautorkou (Garcia-Gonzalez a kol., 2020). Pro pozorovani dalSich auxinovych
pfenasell bylo stanoveno rozmezi velikosti bunék na 200-900 um?, diky ¢emuz bylo mozné
i presnéji posuzovat vysledky mezi jednotlivymi liniemi. Pfesné stanoveni velikostnich
kategorii bunék umoznilo se efektivné soustiedit pouze na buriky epidermalni linie, jejichz

morfogeneze je primarné ovlivnéna ¢innosti aktinového nukleaéniho komplexu ARP2/3.

4.3.1 Lokalizace PIN3 v pokozce déloznich listd rostlin nesoucich mutace
podjednotek komplexu ARP2/3

Lokalizace prenaSece PIN3 byla pozorovana v jedné linii nesouci mutaci arpc4 a ve trech
nezdvislych liniich s mutaci arpc5. U kontrolni linii PIN3::PIN3:GFP bylo jasné vidét, Ze
prenasece byly lokalizovadny prevaziné na PM, coz bylo potvrzeno i kvantifikaci signalu na PM
a uvnitf bunék (Obrazek 10). U mutantnich linii pak byly vidét zmény v lokalizaci prenasec(
(Obrazek 10A, B) projevujici se jako sniZeni signalu na PM a zvySenou pritomnosti signalu ve

vakuolach a dalSich vnitrobunéénych kompartmentech.
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Obrazek 10: Zména lokalizace PIN3 v pokozkovych burkach rostlin nesoucich mutace
v podjednotkach komplexu ARP2/3. (A) Lokalizace PIN3::PIN3:YFP v mutantech arpc5 (L1-1.27;
L2 — 1.G1; L3 - I.H1), dle (Garcia-Gonzalez a kol., 2020). Méfitko = 20 pum. (B) Lokalizace
PIN3::PIN3:YFP v linii arpc4. Métitko = 20 um. (C) Intenzita signdlu na PM (WT_PM) a uvnitf
bunék (WT_V) ukontrolni linie PIN3::PIN3:YFP, n = 531 (Bootstrapping, 95% interval
spolehlivosti pro WT_PM = 898,96- 971,3, pro WT_V = 237,97-245,84).

Pozorovani ukazalo, Ze rozsah vlivu mutace na lokalizaci prenasec( u jednotlivych linii kolisa
a lisi se distribuce prenasec mezi PM a vnitrobunécnym prostorem (Obrazky 10A a 11A, B,
C). Pomér intenzity signalu mezi PM a vnitrobunéénym prostorem byl u mutantnich linii
snizeny (Obrazek 11C), coZ bylo zfejmé zplisobeno snizenim mnoZstvi prenasect PIN3 na
PM (Obrdazek 11A) a zvySenim jejich mnoZstvi uvniti bunék (Obrazek 11B). Tyto vysledky jiz

byly publikovény (Garcia-Gonzdlez a kol., 2020).
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U linii pPIN3::PIN3:YFP x arpc4 byl pomér hodnot také sniZzeny (Obrazek 11F), lze ale

pozorovat, Ze toto bylo dano predevsim poklesem mnozZstvi prenasecli na PM (Obrazky 10B

a 11D, E).
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Obrazek 11: Kvantifikace zmén v lokalizaci PIN3 v pokozkovych burikach rostlin nesoucich
mutace v podjednotkach komplexu ARP2/3. (A-C) PIN3::PIN3:YFP v mutantech arpc5 (L1 -1.27;
L2 - 1.G1; L3 — ILH1), dle (Garcia-Gonzalez a kol., 2020). Intenzita signdlu na PM (A), ve
vhnitrobunécnych oblastech (B) a pomér intenzity signdlu na PM a vnitrobunécného signalu (C).
n =45-70 (Tukey, p <0,001). (D-F) PIN3::PIN3:YFP v mutantu arpc4 (1.1). n (WT) =531; n (arpc4-
11) = 542 (Bootstrapping, 95% interval spolehlivosti, (D) WT = 901,07-967,53; arpc4-11 = 665,27-
687,12; (E) WT = 238,04-245,93; arpc4-11 = 215,13-220,14; (F) WT = 3,78-3,96; arpc4-11 = 0,07-
3,18.

Dale mé zajimalo, zda se mnozstvi signalu PIN3:PIN3:YFP néjakym zplsobem méni s velikosti
bunék. Proto jsem provedla pro linii PIN3::PIN3:YFP v kombinaci s mutaci arpc4 rozdéleni
hodnot do kategorii podle velikosti pfislusnych bunék. Z vysledkl vyplyvd, Zze mutantni linie

ma ve vsech velikostnich kategoriich snizenou primérnou intenzitu signélu jak na PM, tak
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i uvnitf bunék (Obrazek 12). Hodnoty signalu na PM v pfipadé kontrolni linie rGzné kolisaji,
zatimco u mutanta arpc4 se témér neméni (Obrazek 12A). Intenzita vnitrobunécného
signdlu se v pripadé kontrolni i mutantni linie pohybuje podobné v zavislosti na velikosti
bunék (Obrazek 12B). A z porovnani poméru intenzity signdlu na PM a vnitrobunécného
signalu vyplyva, Ze nejvétsi rozdil mezi kontrolni a mutantni linii je pozorovatelny v posledni
velikostni kategorii (Obrazek 12C).

Z vysledk vyplyva, Ze obé mutace podjednotek komplexu ARP2/3, tj. arpc4 i arpc5, maiji za
nasledek zmény v lokalizaci prenasecl PIN3. Podrobnd analyza pfitomnosti PIN3
v jednotlivych velikostnich kategoriich pokozkovych bunék navic naznaduje, Ze mutanty
arpc4 nejsou schopny béhem rlstu bunék ménit mnozstvi auxinového prenasece PIN4 na
PM, jako je tomu u WT. Komplex ARP2/3 je tedy v ¢asném stadiu vyvoje déloznich list(

dllezity pro spravnou lokalizaci prenasec¢d PIN3 do PM dlazdicovych bunék.
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Obrazek 12: Primérna intenzita signalu PIN3::PIN3:YFP v jednotlivych velikostnich kategoriich
v pokozkovych burkach rostlin nesoucich mutaci v ARPC4-l.1. (A) PM (A), vnitrobunécné
oblasti (B) a pomér intenzity signalu na PM a vnitrobunééného signalu (C).
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4.3.2 Lokalizace PIN3 v pokoZce déloznich listd rostlin po naruseni aktinového
cytoskeletu pomoci latrunkulinu B

DuleZitost aktinového cytoskeletu pro spravnou lokalizaci prenasectl PIN3 byla dale
testovdna pomoci aplikace inhibitoru aktinové polymerace latrunkulinu B. Semena
markerové linie pPIN3::PIN3:YFP byla vyseta pfimo na médium obsahujici 1 uM latrunkulin.
Cilem bylo narusit dynamiku aktinového cytoskeletu a farmakologicky tak napodobit

podminky, které byly testovany v ARP2/3 mutantech.
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Obrazek 13: Zména lokalizace PIN3 v pokozkovych burikach rostlin po naruseni aktinového
cytoskeletu latrunkulinem B. (A) Lokalizace PIN3::PIN3:YFP v kontrolni linii (vlevo) a po pouZiti
1 uM latrunkulinu B (vpravo). Méfitko = 20 um. (B-D) Kvantifikace zmén v lokalizaci signalu.
Intenzita signalu na PM (B), ve vnitrobunéénych oblastech (C) a pomér intenzity signdlu na PM
a vnitrobunééného signalu (D). n (WT) = 422; n (LatB) = 549 (Bootstrapping, 95% interval
spolehlivosti, (B) WT = 859,85-934,69; LatB = 715,38-749,45; (C) WT = 184,71-191,88; LatB =
189,86-194,41; (D) WT = 4,62-4,86; LatB = 3,74-3,9.

Mikroskopicka pozorovani provedenda opét po 1,5 DAG ukazala, Ze pomér signdlu
PIN3::PIN3:YFP mezi PM a vnitrobunécnym prostorem je po poutZiti latrunkulinu snizeny
(Obrazek 13D), coz je jasné zplisobeno sniZzenou pritomnosti na PM (Obrazek 13A, B), uvnitf

bunky je oproti mutantim arpc5 a arpc4 signal nezménén (Obrazek 13A, C).
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Obrazek 14: Primérna intenzita signalu PIN3::PIN3:YFP v jednotlivych velikostnich kategoriich
v pokozkovych burikach rostlin osetfenych latrunkulinem B (A) PM (A), vnitrobunécné oblasti
(B) a pomeér intenzity signalu na PM a vnitrobunécéného signalu (C).

Rozdéleni intenzit signdlu do kategorii podle velikosti bunék ukazalo, Ze pridmérna intenzita
signdlu PIN3::PIN3:YFP na PM s velikosti bunék kolisa a po poufziti latrunkulinu je intenzita
oproti kontrole sniZzena ve vsech velikostnich kategoriich (Obrazek 14A). Primérna intenzita
vhitrobunécného signalu se také s velikosti bunék snizuje, ale po pouziti latrunkulinu neni
snizovani tolik vyrazné (Obrazek 14B). Pomér mezi intenzitou signalu na PM
a vnitrobunééného signalu se tak s velikosti u kontrolni linie zvySuje vice neZ po pouziti
latrunkulinu B (Obrazek 14C).

Naruseni aktinového cytoskeletu latrunkulinem B tedy vedlo k velmi obdobnému projevu

jako u arpc5 mutant(, tj. snizené pritomnosti auxinovych prenasect PIN3 na PM a zvySené
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pritomnosti uvnitf bunék. Tyto vysledky tak podporuji dileZitost aktinového cytoskeletu pro

spravné umistovani pfenasecl PIN3 na PM.

4.3.3 Charakterizace vnitrobuné¢né lokalizace auxinovych pfenase€u pomoci
FM 4-64

K identifikaci povahy lokalizace a umisténi auxinovych pFenasecd s vnitrobunécnou
lokalizaci v liniich pPIN3::PIN3:YFP byla pouzZita styrylova barva FM 4-64, kterd je diky své
povaze integrovana do PM, endocytovdna a uvniti bunék po delSim case (24h) oznaduje
vakuolarni systém. Z mikroskopického pozorovani vyplynulo, ze prenasece PIN3 jsou uvnitf
bunky lokalizovany do vakuoly (Obrazek 15), tato pfitomnost je napadnéjsi u mutantd arpc5

(Obrazek 10). Tato cast vysledkd jiz byla také publikovana (Garcia-Gonzalez a kol., 2020).

2l Col-0

PIN3-YFP

Obrazek 15: Vnitrobunécna lokalizace PIN3::PIN3-YFP ve vakuole u kontrolni (A) a mutantni
linie arpc5 (B). Méfitko = 20 um. Podle (Garcia-Gonzalez a kol., 2020)).

4.3.4 Lokalizace PIN4 v pokozce déloznich listd rostlin nesoucich mutace
podjednotek komplexu ARP2/3

Lokalizace prenasece PIN4 byla pozorovana celkem u t¥i linii s mutaci arpc4 a u tfi linii
s mutaci arpc5. Pro linie pPIN4::PIN4:GFP x arpc5 bylo provedeno pozorovani, obrazova
analyza vsak nebyla z ¢asovych dlivod( dokoncena. Lokalizace PIN4 (Obrazky 16 a 17) byla

v zasadé obdobna jako v pfipadé PIN3, ackoliv velice dramatické rozdily v dynamice
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pfitomnosti PIN3 a PIN4 u kontrolnich rostlin byly pozorovdny v burikdch stomatalini linie

které ale nejsou predmétem této prace.

Obrazek 16: Lokalizace pFenaseci v pokozkovych burikach rostlin nesoucich mutaci
ARPC5 podjednotce komplexu ARP2/3. Reprezentativni snimky kontrolnich rostlin (WT) a tfi
linii arpc5 I- 1-1, 2-1 a 3-1, méFitko = 20 um.

Pozorovani distribuce pPIN4::PIN4:GFP x arpc4 ukazalo, Ze rozsah vlivu mutace na lokalizaci
prenasecCll u jednotlivych linii kolisa (Obrazek 17) podobné, jako tomu je u linii
pPPIN3::PIN3:YFP x arpc5 (viz Obrazek 10). VSechny linie véetné kontrolni mély signal PIN4-
GFP na PM, ale téZ v intraceluldrnich oblastech, které u téchto mladych bunék mohou byt i
endomembranovym prostorem, ve kterém probihd biogeneze auxinovych prenasec
(Obrazek 17). Obrazova analyza ukazala, Ze snizeni signalu na PM bylo signifikantné snizeno
pouze v pfipadé mutantni linie 3-1 (Obrazek 17B), stejné jako celkovy pomér signdlu mezi
PM a vnitrobunéénym prostorem (Obrazek 17D). Avsak vnitrobunécna lokalizace prenasecu

byla signifikantné snizena u vsech mutantnich linii (Obrazek 17C).
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Intenzita gignalu (stupnd Sedi, 16 bitd)

Pomér inlenzily signalu na PR/ vnitrobunééného

Obrazek 17: Lokalizace pfenasecti PIN4 v pokozkovych burikach rostlin nesoucich mutaci
v v ARPC4 podjednotce komplexu ARP2/3. (A) Lokalizace PIN4:GFP v kontrolni linii a
v mutantnich liniich arpc4 (linie 1-1, 2-1, 3-1). Méfitko = 20 um. (B-D) Kvantifikace zmén v
lokalizaci signalu. Intenzita signalu na PM (B), ve vnitrobunéénych oblastech (C) a pomér
intenzity signalu na PM a vnitrobunécného signalu (D). n (WT) = 161; n (arpc4 |. 1-1) = 104; n
(arpc4 1. 2-1) = 123; n (arpc4 1. 3-1) = 69 (Bootstrapping, 95% interval spolehlivosti: (B) WT =
844,23-919,63; arpc4 . 1-1 = 755,9-858,12; arpc4 . 2-1 =777,82-907,78; arpc4 |. 3-1 =576,26-
753,07 (C) WT =428,5-445,12; arpc4 . 1-1 = 385,64-408,36; arpc4 |. 2-1 = 385,23-424,53; arpc4
l.3-1=360,87-421,13 (D) WT =1,97-2,06; arpc4 . 1-1=1,96-2,12; arpc4 . 2-1 =1,91-2,2; arpc4
l.3-1=1,63-1,85

Rozdéleni vysledk( do kategorii podle velikosti bunék ukazalo, Ze pridmérna intenzita signalu
PIN4:GFP na PM opét s velikosti bunék kolisa, a to u vSech linii (Obrazek 18A). Primérna
intenzita vnitrobunééného signalu se s velikosti bunék témér neméni a u mutantnich linii je

témér ve vsech pripadech nizsi nez u linie kontrolni (Obrazek 18B). Pomér mezi intenzitou
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signalu na PM a vnitrobunééného signalu s velikosti bunék kolis3, ale celkové se spiSe zvysuje
Primérna intenzita signdlu na PM

(Obrazek 18C).
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Obrazek 18: Prlimérna intenzita signalu PIN4::PIN4:GFP v jednotlivych velikostnich
kategoriich v pokozkovych burikach rostlin nesoucich mutaci v ARPC4 - linie 1-1, 2-1, 3-1. PM
(A), vnitrobunécné oblasti (B) a pomér intenzity signalu na PM a vnitrobunééného signalu (C).
Z vysledkl vyplyva, Ze jednotlivé testované linie PIN4::PIN4:GFP nesouci mutaci v ARPC4
vykazuji celkem vysokou variabilitu v mnoZstvi auxinového prenase¢e PIN4 na PM

pokozkovych bunék déloznich list. Mutantni linie maji do rlizné miry snizenou lokalizaci

prenasecd PIN4 na PM a signifikantné snizenou vnitrobunécénou lokalizaci. Komplex ARP2/3
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je tedy do urcité miry daleZity pro spravnou lokalizaci prenasecd PIN4 do PM pokoZkovych

dlazdicovych bunék.

4.3.5 Lokalizace PIN7 v pokozZce déloznich listd rostlin nesoucich mutace
podjednotek komplexu ARP2/3

Lokalizace prenasSece PIN7 byla pozorovana pouze u jedné mutantni linie pPIN7::PIN7:GFP x
arpc4. Mikroskopické pozorovani ukazalo, Ze v mutantni linii je vyrazné snizena hladina
signalu PIN7::PIN7:GFP na PM (Obrazek 19A, B) i uvniti bunék (Obrazek 19A, C). Pomér
intenzity signalu mezi PM a vnitrobunéénym prostorem je v dlsledku toho také vyrazné
snizeny (Obrazek 19D).

A

ar,c_:_-_r:-fl - L1

m
A

s

Intenzita signalu (stupné Sedi, 16 bitd)
Intenzita signdlu (stupné $edi, 16 bitd)

Pomér intenzity signalu na PM [ vnitrobund&ného =

Obrazek 19: Lokalizace PIN7 v pokozkovych bunkach rostlin nesoucich mutaci v podjednotce
ARPC4 komplexu ARP2/3. (A) Lokalizace PIN7::PIN7:GFP v kontrolni linii a mutantovi arpc4 - L1.
Méfitko = 20 um. (B-D) Kvantifikace zmén v lokalizaci signalu. Intenzita signdlu na PM (B), ve
vhitrobunécnych oblastech (C) a pomér intenzity signalu na PM a vnitrobunécného signalu (D).
n (WT) = 425; n (arpc4 - L1) = 417 (Bootstrapping, 95% interval spolehlivosti: (B) WT = 1336,16-
1438,07; arpcd - L1 = 912,66-984,61; (C) WT = 411,96-429,3; arpc4 - L1 = 356,38-365,32; (D) WT
=3,15-3,32; arpc4 - L1 = 2,55-2,66).
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Rozdéleni namérenych hodnot do kategorii podle velikosti bunék ukazuje, Ze mutantni linie
ma ve vsech velikostnich kategoriich sniZzenou prdmérnou intenzitu signalu PIN7::PIN7:GFP
jak na PM, tak i uvnitf bunék (Obrazek 20). Primérna intenzita signalu na PM s velikosti

bunék stoupa, a to ve zvySené mite u kontrolni linie oproti mutantni (Obrazek 20A).
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Obrazek 20: Primérna intenzita signalu PIN7::PIN7:GFP v jednotlivych velikostnich
kategoriich v pokozkovych burkach rostlin nesoucich mutaci ARPC4, linie L-1. PM (A),
vnitrobunécné oblasti (B) a pomeér intenzity signalu na PM a vnitrobunécného signalu (C).
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U kontrolni linie s velikosti bunék stoupa také prdmérna intenzita vnitrobunécného signalu,
zatimco u mutanta pouze kolisa na stejné Urovni hodnot (Obrazek 20B). Celkovy pomér
hodnot se pak s velikosti bunék zvysuje s tim, Ze nejvétsi rozdil mezi kontrolni a mutantni
linii 1ze pozorovat v poslednich dvou velikostnich kategoriich, kde dochdzi u mutanta
k vyraznému snizZeni intenzity signalu na PM i uvnitf bunék oproti kontrolni linii (Obrazek
19C).

Z vysledk( vyplyva, Ze mutace v podjednotce ARPC4 komplexu ARP2/3 ma vyrazny vliv na
lokalizaci prenasect PIN7 v pokozkovych burikach. Zda se, Zze ve vétsich bunkach (700-
900 um?) je snizeno celkové mnoZstvi pfenadedll PIN7, tj. na PM i uvnitf bunék. Komplex
ARP2/3 je tedy zfejmé dlleZity pro spravnou lokalizaci pfenasecd PIN7 do PM dlaZdicovych
bunék. Mutace v podjednotce ARPC4 m3d zifejmé za nasledek celkové sniZzeni mnoZstvi

prenasecd PIN7 v dlazdicovych burkach.

4.3.6 Lokalizace AUX1 v pokozce déloznich listld rostlin nesoucich mutace
podjednotek komplexu ARP2/3

Lokalizace pfenasece AUX1 byla mikroskopicky pozorovana u tfi linii pAUX1::AUX1:GFP x
arpcd a ti linii pAUX1::AUX1:GFP x arpc5. Obrazova analyza vsech téchto linii vSak nebyla
z ¢asovych dlivodl dokoncena. U vSech linii je patrnd mozaikovita lokalizace prenasecl
v burikdch pokozky déloznich listl (Obrazek 21; Obrazek 22). Z pozorovani se zd3, Ze
lokalizace prenasecl se v mutantech arpc4 témér neméni a nejvice postizena se zd3 byt linie
3-4 (Obrdazek 21). V ptipadé mutantl arpc5 je lokalizace prenasecu je v rostlinach vice
postizena nez v pripadé arpc4 a nejvétsi rozdily Ize pozorovat u linie B1 (Obrazek 22).

Z dlivodu nedokoncené analyzy dat vSak nelze vyvodit jednoznacné zavéry. Z pozorovani
vsak vyplyva, ze komplex ARP2/3 mize byt dlleZity pro spravnou lokalizaci prenasecd AUX1
na PM. Zda se, Ze mutace v podjednotce ARPC5 zpUsobuje vétsi zmény v lokalizaci AUX1 nez

mutace v podjednotce ARPC4.
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Obrazek 21: Lokalizace pfenaseéli AUX1 v pokozkovych burikach rostlin nesoucich mutaci
v podjednotce ARPC4 komplexu ARP2/3. Reprezentativni snimky kontrolnich rostlin (WT) a t#i linii
arpc4 1. 3-2, 3-3 a 3-4, méfitko = 20 um.

arpc5 —Al

Obrazek 22: Lokalizace pfenasecti AUX1 v pokozkovych burikach rostlin nesoucich mutaci
v podjednotce ARPC5 komplexu ARP2/3. Reprezentativni snimky kontrolnich rostlin (WT) a tfi linif
arpcs |. 1-3, Al a B1, méfitko = 20 um.
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4.3.7 Analyza genové exprese fizené auxinem v pokozce déloznich listl rostlin

nesoucich mutace podjednotek komplexu ARP2/3

U mutantl v podjednotkdach komplexu ARP2/3 jsem pozorovala narusenou lokalizaci
auxinovych prenasecu v dlazdicovych burikach pokozky déloznich listli Arabidopsis thaliana.
To by mohlo mit vliv na hladiny auxinu v burikdch a tim padem také na genovou expresi
fizenou auxinem. V praci z nasi laboratore byly ukdzany zmény v mife odpovédi na auxin
pomoci reportéru DII-VENUS u mutantni linie arpc5 (Garcia-Gonzalez a kol., 2020). Mym
cilem bylo provést hlubsi analyzu genové exprese fizené auxinem a doplnit vysledky
o hodnoceni odezvy mutované verze markeru mDII-VENUS v kombinaci s mutacemi
v podjednotkach ARPC4 a ARPC5 komplexu ARP2/3. Tento pfistup umozriuje hodnotit miru
genové exprese fizené auxinem, ale porovnani funkéni a nefunkéni verze markeru je nutné
provadét v separatnich liniich. Proto byly téz pfipraveny kombinace mutant(

s ratiometrickym reportérem R2D2, kde je DIl a mDIl pfitomné v jedné rostliné.

4.3.8 Mira auxinové signalizace v pokozce déloznich listl rostlin nesoucich
mutace podjednotek komplexu ARP2/3 hodnocena pomoci DII-VENUS a mDII-
VENUS

Analyza miry odpovédi na auxin v dlazdicovych burnkach pokozky déloznich list( za pouziti
markerd auxinové signalizace DII-VENUS a mDII-VENUS byla provedena pro mutantni linie
arpc4 i arpc5. Linie DII-VENUS ptimo ukazuji zvySenou miru odpovédi na auxin
prostfednictvim snizeni fluorescencniho signalu, ktery je u téchto linii pod kontrolou silného
35S promotoru. Linie mDII-VENUS diky mutaci v sekvenci degradacniho boxu nereaguji na
auxin a fluorescencni signdl tak reprezentuje hladinu genové exprese fFizené 35S
v jednotlivych bunkach a mize slouzit jako kontrola (Brunoud a kol., 2012).

Analyza markerovych linii DII-VENUS ukazala, Ze v rostlindch nesoucich mutaci arpc4 je
oproti kontrolni linii snizend intenzita fluorescencniho signdlu, coZ ukazuje na zvySenou miru
auxinem fFizené genové exprese v pokozkovych bufkdch (Obrdzek 23B, D). Zatimco
v rostlindch s mutaci arpc5 je intenzita signalu naopak zvysena (Obrazek 24B, D).

Analyza linii mDII-VENUS v kombinaci s mutaci arpc4 ukazala nejednoznacné vysledky

(Obrazek 23C). Mutantni linie M1 ma shodnou hladinu exprese jako kontrolni linie, zatimco
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linie M2 ma hladinu exprese vyrazné snizenou (Obrazek 23A, C). V ptipadé mutace arpc5

ukazuji snizenou hladinu exprese oproti kontrole obé mutantni linie (Obrazek 24A, C).
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Obrazek 23: Analyza genové exprese fizené auxinem v pokozkovych bunkach rostlin nesoucich
mutaci v podjednotce ARPC4 komplexu ARP2/3. (A) Lokalizace mDII-VENUS v mutantech
arpc4. Méfitko = 20 um. (B) Lokalizace DII-VENUS v mutantech arpc4. Méfitko = 20 um. (C)
Intenzita jaderného signalu mDII-VENUS. n (WT) = 1015; n (arpc4 — M1) = 976; n (arpcd — M2) =
888 (Bootstrapping, 95% interval spolehlivosti: WT = 8683,09-9132,35; arpc4 — M1 = 8980,35-
9460,95; arpc4 — M2 = 5037,13-5339,52). (D) Intenzita jaderného signalu DII-VENUS. n (WT) =
822; n (arpc4 — L1) = 622; n (arpc4 — L2) = 651 (Bootstrapping, 95% interval spolehlivosti: WT =
129,15-134,13; arpc4 — L1 = 111,26-119,96; arpc4 — L1 = 114,4-119,95).

Z vysledkl tedy vyplyva, Ze u arpc4 mutantl je vzhledem kintenzité signalu DII-VENUS
zfejmé zvySend mira odpovédi na auxin, coz naznacuje na zvysSené hladiny auxinu v bunkach.

U arpc5 mutantll je tomu ale naopak, coZ je také v rozporu s predchozimi vysledky prace
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z nasi laboratore, viz (Garcia-Gonzélez a kol., 2020). Vysledky pozorovani linii mDII-VENUS
pak ukazuji vyrazné snizenou hladinu exprese v disledku mutaci v komplexu ARP2/3 u tfi ze
¢tyf mutantnich linii. Pfima interpretace hladiny signalu DII-VENUS u mutantnich linii tak

neni spolehliva a pozorovani tedy ukdzalo nejednoznacné vysledky.
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Obrazek 24: Analyza genové exprese fizené auxinem v pokozkovych bunkach rostlin
nesoucich mutaci v podjednotce ARPC5 komplexu ARP2/3. (A) Lokalizace mDII-VENUS
v mutantech arpc5. Méfitko = 20 um. (B) Lokalizace DII-VENUS v mutantech arpc5. Méfitko =
20 um. (C) Intenzita jaderného signalu mDII-VENUS. n (WT) = 946; n (arpc5 — M2) = 866; n
(arpc5 — M3) =901 (Bootstrapping, 95% interval spolehlivosti: WT = 8253,55-8551,16; arpc5
— M2 =4700,38-5072,85; arpc5 — M3 = 5086,84-5441,76). (D) Intenzita jaderného signalu DII-
VENUS. n (WT) = 758; n (arpc5 — L2) = 844; n (arpc5 — L3) = 846 (Bootstrapping, 95% interval
spolehlivosti: WT = 129,4-134,79; arpc5 — L2 = 141,62-148,29; arpc5 — L3 = 144,51-152,78).
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4.3.9 Mira auxinové signalizace v pokozce déloznich listd rostlin nesoucich

mutace podjednotek komplexu ARP2/3 hodnocena pomoci R2D2

Pro analyzu miry auxinové odpovédi v dlazdicovych burikach byl dale pouZit reportér R2D2
vneseny do rostlin s mutacemi arpc4 a arpc5. Mira auxinem fizené genové exprese je
pomoci reportéru R2D2 stanovena jako pomeér (ratio) intenzit fluorescencnich signalt mDII-
ntdTomato a DIl-n3xVenus. Oba reportéry jsou diky jaderné lokaliza¢ni sekvenci (NLS)
pfitomny v bunéénych jadrech a je tak moZné aplikovat postupy kvantitativni obrazové
analyzy. Tento pfistup umoznuje pro kazdou jednotlivou testovanou buriku vyjadfit auxinem
fizenou expresi vzhledem k celkové rychlosti genové exprese, ktera je zde pod kontrolou
promotoru RPS5A (Liao a kol., 2015).

Provedend obrazova analyza a kvantitativni vyhodnoceni arpc4 linii prekvapivé ukazala
vyrazné a signifikantné sniZzeny signdl mDIl-ntdTomato, tj. RPS5A Fizenu genovou expresi
(Obrazek 25A, B), podobné jako u mutantnich linii nesoucich 35S fizenou expresi mDII-
VENUS. Taktéz intenzita signalu DIl:n3xVenus u obou mutantnich linii byla oproti kontrolni
linii vyznamné snizena (Obrazek 25A, C), stejné tak jako pomér intenzit signalll mDII-
ntdTomato/DII-n3xVenus (Obrazek 25D).

Pro linie R2D2 s mutaci arpc4 bylo ddle také provedeno méreni pfiblizné velikosti bunék, ve
kterych se analyzovala fluorescence v jadrech. Pro znazornéni veskerych vysledk( pro R2D2
x arpc4 pak bylo pfi analyze stanoveno rozmezi velikosti bunék 200-900 um?, které odpovida
analyzam pfitomnosti auxinovych prenasecl uvedenych v pfedchozich kapitolach.
Rozdéleni namérenych hodnot dle velikostnich kategorii umoZiuje sledovat postupné
snizovani priimérné intenzity jaderného signalu mDII-ntdTomato (Obrazek 26A). To ukazuje
na snizovani hladiny genové exprese fizené RPS5A béhem rlstu bunék u kontrolni linie.
U mutantnich linii se tak vSak tato exprese vyrazné neméni (Obrazek 26A). Oproti tomu,
pridmérna intenzita jaderného signalu DII-n3xVenus s velikosti bunék spiSe stoupa,
s nejvétsim rozdilem v posledni kategorii bunék. To plati jak pro kontrolni linii, tak ve snizené
mite také pro linie mutantd (Obrazek 26B). Pomér intenzity signalu mDIl-ntdTomato/DII-
n3xVenus se pak s velikosti bunék u vSech linii spiSe snizuje, a to vyraznéji u kontrolni linie,
kde v pfipadé posledni velikostni kategorie dokonce hodnoty pro mutantni linie ptevysuji
hodnoty té kontrolni (Obrazek 26C). Nakonec bylo provedeno také porovnani velikosti
bunék s velikosti k nim prislusnych jader. Ve vsech liniich dochazi k postupnému zvétSovani

jader umérné s velikosti bunék (Obrazek 26D).
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Obrazek 25: Analyza genové exprese fizené auxinem v pokoZkovych burikach rostlin nesoucich
mutaci v podjednotce ARPC4 komplexu ARP2/3. (A) Lokalizace R2D2 v mutantech arpc4.
Méftitko = 20 um. (B) Intenzita jaderného signalu mDIl:ntdTomato. n (WT) = 658; n (arpc4 — L1-
1) = 678; n (arpc4 — L1-2) = 505 (Bootstrapping, 95% interval spolehlivosti: WT = 7761,56-
8237,47; arpc4 — L1-1 =2574,24-2842,07; arpc4 — L1-2 = 3976-4202,83). (C) Intenzita jaderného
signalu DIl:n3xVenus. n (WT) =658; n (arpc4 — L1-1) =678; n (arpc4 — L1-2) = 505 (Bootstrapping,
95% interval spolehlivosti: WT = 328,05-354,53; arpc4 — L1-1 = 83,35-91,22; arpc4 — L1-2 =
224,05-242,74). (D) Pomér intenzity signalu mDIl:ntdTomato/DIl:n3xVenus. n (WT) = 658; n
(arpc4 — L1-1) = 678; n (arpc4 — L1-2) = 505 (Bootstrapping, 95% interval spolehlivosti: WT
=21,99-24,04; arpc4 — L1-1 = 19,66-21,27; arpc4 — L1-2 = 17,5-18,9).
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Vysledky analyzy dat pro mutantni linie arpc4 tak oproti kontrole ukazuji snizenou hladinu
genové exprese pod promotorem RPS5A a zaroven zvySenou miru auxinem fizené genové
exprese v dlazdicovych burikdch pokozky. Vysledny pomér hodnot, ktery je v ptipadé linii
R2D2 rozhodujici, nazna€uje oproti kontrole zvySenou koncentraci auxinu uvnitif bunék
mutantnich linii. Tyto vysledky jsou tak ve shodé s mym predchozim pozorovani linii DII-

VENUS s mutaci arpc4.
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Obrazek 26: Primérna velikost jader vztazend k velikosti bunék a primérna intenzita signalu
R2D2 v jednotlivych velikostnich kategoriich v jadrech pokozkovych bunék rostlin nesoucich
mutaci ARPC4 - linie L-1-1 a L1-2. (A) Primérnd velikost jader vztazena k velikosti bunék.
Primérna intenzita jaderného signalu mDIl:ntdTomato (B), DIl:n3xVenus (C) a pomér intenzity
signalu mDIl:ntdTomato/Dll:n3xVenus (D).
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Analyza linii R2D2 s mutaci arpc5 pak ukazuje opét vyznamné snizeni hladiny exprese
promotoru RPS5A pro obé mutantni linie v rlizné mife oproti kontrolni linii (Obrazek 27B).
Intenzita jaderného signalu DIl:n3xVenus je také snizend pro obé mutantni linie oproti
kontrolni, coZz ukazuje na zvySenou miru auxinem fizené genové exprese (Obrazek 27C).
Vysledny pomér hodnot intenzity signalu mDIl:ntdTomato/DIl:n3xVenus je pak signifikantné
snizeny pouze pro jednu z mutantnich linii acrp5 (Obrazek 27D). Méreni velikosti bunék
nebylo v pripadé téchto linii z asovych dlivod( provedeno.

Z vysledk( analyzy R2D2 u mutantl arpc5 tedy vyplyva, Ze hladina genové exprese pod
promotorem RPS5A je u mutantll do rdzné miry sniZzend, zatimco hladina auxinem fizené

genové exprese je do stejné miry zvySena u obou mutantnich linii. To ma za nasledek, ze
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vysledny pomér hodnot ukazuje signifikantni rozdil vici kontrole pouze pro jednu

z mutantnich linii.
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Obrazek 27: Analyza genové exprese fizené auxinem v pokoZkovych burikach rostlin nesoucich
mutaci v podjednotce ARPC5 komplexu ARP2/3. (A) Lokalizace R2D2 v mutantech arpcs.
Méfitko = 20 um. (B) Intenzita jaderného signalu mDIl:ntdTomato. n (WT) = 1375; n (arpc5 — L1)
= 987; n (arpc5 — L2) = 909 (Bootstrapping, 95% interval spolehlivosti: WT = 4315,98-4441,22;
arpc5 — L1 = 3589,55-3769,14; arpc5 — L2 = 2252,21-2428,17). (C) Intenzita jaderného signalu
Dll:n3xVenus n (WT) = 1375; n (arpc5 — L1) = 987; n (arpc5 — L2) = 909 (Bootstrapping, 95%
interval spolehlivosti: WT = 227,62-238,09; arpc5 — L1 = 172,59-181,98; arpc5 — L2 = 166,73-
176,38). (D) Pomér intenzity signdlu mDIl:ntdTomato/DIl:n3xVenus. n (WT) = 1375; n (arpc5 —
L1) =987; n (arpc5—L2) =909 (Bootstrapping, 95% interval spolehlivosti: WT = 17,9-18,96; arpc5
—L1=18,18-19,19; arpc5 — L2 = 14,18-15,07).
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Vysledky analyzy R2D2 pro mutanty arpc5 se shoduji s vysledky pro mutanty arpc4 v pripadé
hladin exprese. Po vytvofeni poméru naznacuji vSechny linie kromé arpc5 L1, Ze
v dlaZzdicovych burikach je zvySend hladina auxinu. Tyto vysledky jsou v souladu s vysledky
v prdci z nasi laboratore (Garcia-Gonzalez a kol., 2020) a také s mymi predchozimi vysledky
analyzy mDII-VENUS pro mutanty arpc5 a arpc4 - M2 a DII-VENUS pro mutanty arpc4.
Z vysledk( vyplyva, ze mutace komplexu ARP2/3 maiji za nasledek zmény celkové genové

exprese v dlazdicovych bunkach déloznich lista.
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5 Diskuze

5.1 Mikroskopicka pozorovani

Pro mikroskopickd pozorovani byly vytvofeny sady markerovych linii pro auxinové
prenaseCe a znazornéni auxinové signalizace v kombinaci s mutacemi v podjednotkach
komplexu ARP2/3 a také s mutacemi vizoformach aktinu. Mutanti v podjednotkach
komplexu ARP2/3 jsou v nasi laboratofi rozsahle studovani a jsou vhodni pro kfizeni
s markerovymi liniemi diky mozZnosti selekce rostlin na typicky znak tzv. distorted trichom
(Hulskamp a kol., 1994).

Pro pozorovani byly vybrany dlazdicové buriky pokozky déloznich list(, kde byl také potvrzen
jasny fenotyp u mutant( v komplexu ARP2/3, a to zvyseni cirkularity bunék (Pratap Sahi a
kol., 2018). Rostliny nesouci vicenasobné mutace pinl/pin3/pind/pin7 maji vyrazné
snizenou schopnost bunécné expanze, ackoliv jejich tvarovani neni napadné postizeno
(Belteton a kol., 2018) a v pokozkovych bunkach byla také ukdzdna exprese auxinovych
prenasecl (Belteton a kol., 2018; Grones a kol., 2020). Dlazdicové burnky jsou tak vhodnym
pletivem pro sledovani vlivu naruseni aktinového cytoskeletu na umistovani auxinovych
prenasecl v plazmatické membrané. Pro pozorovani byly vybrany velice mladé semenacky
ve stari 1-1,5 DAG, a to z dlivodu toho, Ze pravé v obdobi vyvoje semenackd do 2 DAG
dochazi k dalezitym krokdim morfogeneze jako je pravé zakladani lalok pokozkovych bunék

(zhang a kol., 2011; Armour a kol., 2015; Wu a kol., 2016).

5.2 Zavedeni kvantitativni metody vyhodnoceni lokalizace
auxinovych pfenasec€l a auxinovych gradientd pomoci obrazové
analyzy

Pro vyhodnoceni obsdhlého mnoistvi nasnimanych mikroskopickych snimk( s cilem
kvantifikace dat a urychleni analyzy byla vytvorena sada maker pro pouZiti v programu Fiji
(Schindelin a kol., 2012). Tento program je dostupnym a cCasto pouZivanym nastrojem pro
obrazovou analyzu. Makra byla zpfistupnéna pro verejnost.

Momentdlné neexistuji volné dostupné ndstroje pro snadnou kvantifikaci dat lokalizace
auxinovych prenasecd a marker( auxinové signalizace v pokoZkovych burikach a manualni

analyza je zdlouhava. Sada vytvorenych maker je tak jedine€nym ndstrojem pro analyzu
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tohoto typu dat. Makra se mohou také ddle upravovat a idedlné nastavit na konkrétni druh
pozorovani, coz rozsifuje zpUsob jejich mozného poutziti. Asi hlavni nevyhodou této metody
analyzy pro pripad lokalizace auxinovych prenasecll je, Ze pro spravné nalezeni obrys(
bunék je vyzadovana dostatecnd intenzita signdlu na PM a zdroven vyssi nez vnitrobunécény
signal. S problémem nizkého signdlu na PM jsem se setkala pfi analyze svych dat, a proto

muselo byt v nékterych pripadech pfistoupeno k manualni analyze.

5.3 Analyza lokalizace auxinovych pfenasecl po naruseni dynamiky

aktinoveho cytoskeletu

Vysledky analyzy lokalizace auxinovych prenasecti po naruseni dynamiky aktinového
cytoskeletu zplsobeném mutacemi v komplexu ARP2/3 nebo také pomoci aktinové drogy
latrunkulinu B ukdzaly, Ze dochazi ke zménadm v lokalizaci prenasecd na PM. Tyto vysledky
byly potvrzeny pro prenasece PIN3, PIN7 a do urcité miry také pro pfenasece PIN4. Mimo to
bylo u mutantl ve stari 1,5 DAG pozorovano snizeni vnitrobunécného signalu téchto
auxinovych prenasecl oproti kontrole. Mé vysledky analyzy pro prenasec PIN3 v kombinaci
s mutaci arpc5 jiz byly publikovany v praci z nasi laboratore, kde jsem spoluautorem (Garcia-

Gonzalez a kol., 2020).

Z pozorovani a analyzy lokalizace prenasecl vyplyva, Ze vliv mutaci na lokalizaci prenasect
se muUze liSit u jednotlivych pozorovanych linii dané kombinace, coz bylo pozorovano
v pfipadé prenasecd PIN3 v kombinaci s mutaci arpc5 a také v pripadé prenasect PIN4
v kombinaci s mutaci arpc4. Variabilita byla pozorovana také u mutantnich linii pro auxinovy
prenase¢ AUX1. Data pro tento prenase vsak nebyla kvantifikovana. Je tak vidét, Ze
provedeni kvantitativni analyzy vice nezavislych linii se stejnou mutaci je potfebné pro
spravnou interpretaci vysledkd. Zajimavy nahled na vysledky pak poskytlo také znazornéni
dat rozdélenych podle velikosti mérenych bunék. Daji se tak sledovat zmény v lokalizaci
prenasecl v prlibéhu vyvoje dlazdicovych bunék. Zda se, Zze buriky v mutantnich liniich
nejsou schopny dostatecné ménit mnozstvi prenasecl v pribéhu vyvoje, coz by mohlo mit
vliv na zmény tvaru dlazdicovych bunék pozorovanych v jinych pracich (Deeks a Hussey,
2003; Pratap Sahi a kol.,, 2018). Vhodnéjsi metodou pro sledovani zmén v lokalizaci
prenasecl v prlibéhu vyvoje by bylo vytvoreni Casosbérného zaznamu, tzv. time lapse. Pro

sledovani detaild lokalizace pfenasecd na PM by byla vhodnd mikroskopie s vétsim
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prostorovym rozliSenim, jako je napt. AiryScan ¢i spinning disk s objektivem 100x. Tato

pozorovnani jsem jiz provadéla, ale nejsou soucasti této diplomové prace.

5.4 Analyza genové exprese fizené auxinem v pokozce déloznich
listh nesoucich mutované podjednotky aktin nukleaéniho
komplexu ARP2/3

Pozorované zmény v lokalizaci auxinovych prenasecl pti naruseni dynamiky aktinového
cytoskeletu v pokozkovych burikdch déloznich listl naznacuje na moznost zmén hladiny
auxinu v téchto burkach. Vysledky analyzy markerovych linii ukazaly, Ze hladina auxinem
fizené genové exprese je vdlaidicovych buriikdch u mutantl oproti kontrole snizena
a snizend je také celkova genova exprese u mutantnich linii. Zmény v hladinach genové
exprese fizené auxinem byly jiZ pro linii DII-VENUS v kombinaci s mutaci arpc5 ukazany dfive
(Garcia-Gonzalez a kol., 2020). Avsak ma analyza pro kombinaci DII-VENUS s arpc5 ukazala
opacné vysledky. Mé ostatni vysledky jsou pak z vétSiny v souladu s vysledky této prace
a naznacuji zvySenou hladinu auxinu v dlazdicovych burikdch mutantnich rostlin oproti
kontrole. Vysledky mé analyzy pro DII-VENUS v arpc5 rozdilné od publikovanych vysledk
mohly vzniknout z divodu poufZiti odliSnych metod analyzy dat. DalSim didvodem by mohl
byt fakt, Ze v pripadé ¢lanku byly pozorovany rostliny o pll dne mladsi. Nakonec je dllezité
také podotknout, Ze pro interpretaci vysledkd pouzitych v ¢lanku nebyla pouzita kontrolni
linie mDII-VENUS. Vysledky analyzy auxinem fizené genové exprese ukazuji na dlleZitost
poutziti kontroly, jako je linie mDII-VENUS pro marker DII-VENUS, nebo jesté |épe kombinace
téchto reportérli v kazdé jedné rostliné u linii R2D2.

Zajimavy nahled na data opét poskytlo rozdéleni dat podle pfislusnych velikosti bunék
v pfipadé R2D2 s mutaci arpc4, které ukazalo pravé postupné sniZzovani celkové genové
exprese v burikdch se zvysujici se velikosti, a zaroven se s velikosti sniZovala auxinem fizend
exprese. Snizovani celkové genové exprese v burikdch mUze ale byt zplsobeno tim, Ze
reportér R2D2 je exprimovan pod promotorem RPS5A, jehoZ exprese v rostlinach je
predevsim v aktivné se délicich burikach (Weijers a kol., 2001).

Jako vhodnou alternativu pro sledovani gradientl auxinu by bylo moziné pouzit nové
vytvoreny biosenzor, ktery umoznuje vizualizaci rychlych zmén v koncentraci auxinu (Herud-

Sikimi¢ a kol., 2021).
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6 Zavéry

1. Pro mikroskopické pozorovani lokalizace auxinovych pfenasecli a auxinem fizené
genové exprese v liniich rostlin Arabidopsis thaliana s mutacemi v podjednotkach
komplexu ARP2/3 byly vytvoreny vhodné linie pomoci kfizeni. Pro analyzu potizenych
mikroskopickych snimk( byl zaveden kvantitativni postup vyhodnoceni pomoci
obrazové analyzy v programu Fiji za pouZiti vytvorené sady maker.

2. V pokoice déloznich listd Arabidopsis thaliana byla mikroskopicky pozorovana
lokalizace auxinovych prenasect po naruseni aktinového cytoskeletu. Vsechny
analyzované auxinové prenasSece (PIN3, PIN4 a PIN7) maji zménénou lokalizaci
v bunikach pfi mutacich v podjednotkach komplexu ARP2/3. Lokalizace prenasecl na
PM je u mutovanych linii a také pfi poufZiti latrunkulinu B oproti kontrole do rtzné miry
snizend. Podrobnéjsi analyza dat rozdélenych do kategorii podle velikosti bunék ukazuje
na snizenou schopnost spravné lokalizace prenasecli na PM v priibéhu vyvoje bunék
u mutantl arpc4.

3. Vpokoice déloznich listh mutantl v podjednotkdch komplexu ARP2/3 byla
mikroskopicky pozorovana mira genové exprese fizené auxinem. Z analyzy pofizenych
snimkd vyplyva, Ze u mutantnich linii je oproti kontrole snizena celkova hladina genové
exprese v dlazdicovych burikach. Celkovd exprese fizena auxinem je pak u mutantnich
linii zvySend, kromé linii DII-VENUS s mutaci arpc5. Vysledky naznacuiji, Ze v dlazdicovych
bunkach mutantd je celkové spise zvySena hladina auxinu oproti kontrole. Podrobnéjsi
analyza dat R2D2 pro kontrolni i mutantni linie arpc4 rozdélené do kategorii podle
velikosti bunék ukazuje, Ze v bunkach se v pribéhu jejich zvétsovani snizuje hladina
genové exprese, i té rizené auxinem, a Ze u mutantl arpc4 dochazi ke snizovani exprese

pomaleji nez u kontrolni linie.
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