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Souhrn

Po plisobeni abiotickych nebo biotickych stresovych faktorti spousti rostliny sou¢asné mnoho
komplexnich signdlnich d&jt, které mohou béhem nékolika hodin vyustit v u¢innou obranu.
Na molekularni urovni je signalizace postupny sled velmi rychlych biochemickych reakci.

Je velice t¢zké sledovat béhem interakce patogenu a rostliny jeden konkrétni signalizacni d¢j
od zacatku do konce. Signalni drahy jsou vzajemné propojeny a pusobi, jak synergisticky,

tak i antagonisticky, aby mohly jemné vyrovnavat situace, kterym je rostlina vystavena
Vv konkrétni chvili.

PtedloZena prace se zamétuje na nékolik slozek této komplikované signalni sité, predevsim na
ulohu kyseliny salicylové, fosfatidové, zmén cytoskeletu a jejich vzajemného pisobeni, které
V samotném zaveéru obranné reakce muze vyustit ve zménu metabolomu. Mikroskopické
zobrazeni fluorescenéné znacenych proteint v Zivych pletivech — live imaging — miize pomoci
odhalit lokalizaci a dynamiku vybranych proteini béhem obranné reakce. Ptfi obranné
odpovédi probiha mnoho dilezitych déji v plasmatické membrané: rozpoznani patogenu,
endocytosa, exocytosa, prenos iontll a jinych molekul ap. Aktivitou fosfolipas D vznika
Vv plasmatické membrané kyselina fosfatidova (PA). U jedné z jejich izoforem, PLDJ,

se predpoklada pfima vazba na cytoskelet. Signdlni drdha spusténad PA se podili pfes proteiny
vazajici se k cytoskeletu na zménach jeho dynamiky.

Tato prace se pokousi popsat lokalizaci PLDJ a jeji propojeni s mikrotubuly tésné

pod plasmatickou membranou, pfedevs§im s pouzitim in vivo mikroskopickych technik.
Exprese reportérového genu GFP-PLD¢ v Arabidopsis thaliana odhalilo velice dynamické
bodové usporadani PLDJ, stéjné jako ziidka se vyskytujici stabilni filamenta, kterd né€kdy
kopiruji drahy mikrotubulil a pravdépodobné se nachazeji v misté lipidovych raftt

na plasmatické membrané.

Pozorovanim regenerace mikrotubulli v pribéhu né€kolika hodin plsobeni solného stresu
v rostlinach s vyfazenou PLDJ, byla zjisténa jeji dilezita uloha pti stabilizaci interakce
mikrotubuli s plasmatickou membranou, at’ uz ptimo nebo ptes dalsi proteiny.

Hmotnostni spektrometrie pomohla zjistit snizené mnozstvi sekundarnich metabolitl

po zablokovani funkce PA v buiikach, tim se potvrdilo, Ze fosfolipidova signalizace ovliviiuje
vSechny slozky obranné reakce.

Kyselina salicylova (SA) je zapojena v signalizaci nastupujici jak po biotickém,

tak 1 po abiotickém stresu. Zjistili jsme, ze po pisobeni SA dochézi k rychlému snizovani
poctu aktinovych vlaken, ale i opacnou reakci — zvySovani poctu aktinovych filament, jestlize
byla ptedem pifidana PA. Tento jev by mohl byt vysvétlen nutnosti spravné posloupnosti
zmén v aktinové dynamice a dalSich signdli pfi obranné reakci. SA nebo kratka,
depolymerovand vldkna aktivuji PLD, kterd pifes ptisobeni PA aktinova vldkna opét
polymeruje. Na zaklad€ naSich pozorovani a dalSich publikovanych udaja Ize usuzovat,

ze spravné nacasované stiidani faze polymerace a depolymerace aktinovych vlaken by mohlo
byt nezbytnou podminkou uspésné probihajici obranné reakce.



Summary

Upon abiotic and biotic cues, plant surveillance system simultaneously triggers a variety
of signaling events to develop an effective defense response within a few hours.
On the molecular level, signaling period is the chain of many consecutive and fast
biochemical reactions. Tracking of one particular signaling event e.g. during plant-pathogen
interactions is quite difficult task.

Presented work is focused on several components of this intricate defense network; namely
on the role of salicylic acid, phospholipid signaling and cytoskeleton dynamics and their
mutual interaction coupled with downstream changes of plant metabolom.

Live imaging can help to elucidate localization and dynamics of particular, fluorescently
labeled proteins during defense response. Plenty of important events occurring in plant-
-pathogen interactions take place in plasma membrane: where pathogen perception,
exocytosis, endocytosis occure and ion channels and carriers are located. Also phosphatidic
acid (PA) emerges in plasma membrane by the action of phospholipase D. Phospholipase D6
(PLD9) is supposed to be directly connected with cytoskeleton. Signaling pathway triggered
by second messenger, PA participates in the changes of cytoskeleton dynamics through
cytoskeleton binding proteins and interacts with many others pathways, leading to successful
defense.

This work tries to address localization of PLDS beneath plasma membrane and its connection
with microtubules employing live imaging methods. Expression of reporter gene GFP-PLDJ
in Arabidopsis thaliana, revealed very dynamic localization of PLDd on plasma membrane
in dot patterns as well as rare, steady filamentous structures, sometimes following trajectory
of microtubules and probably occupying sites underneath lipid rafts in plasma membrane.
Lipid rafts are well known for their signaling potencial. Importance of PLD$ for stabilization
of microtubules was revealed by monitoring of microtubules regeneration in plants lacking
PLDé during salt stress. PLD3J stabilizes microtubules on the plasma membrane through direct
or indirect link.

Phospholipid signaling obviously influences all levels of defense, 1-butanol eliminates PA
from cells and influences downstream reaction during phospholipid signaling leading to the
decrease of secondary metabolites production.

Plant hormone salicylic acid (SA) is involved in the course of defense against both biotic and
abiotic stresses. Live imaging uncovered rapid decrease of actin filament amount
after treatment with salicylic acid, but phosphatidic acid was able to prevent this effect.
This phenomenon could be explained by correct succession of changes in actin dynamics or
other signals in general during defense response. SA or short, depolymerized actin filaments
could activate PLD which, in turn could cause polymerization of filaments by production
of PA during defense response. Based on our results and other published data we can
speculate that accurate alternation of depolymerization and polymerization of actin filaments
could be necessary for successful defense response of plants.



Na stéblo travy
vazka seda a stéblo
ji sednout neda.
Macuo Baso

1. Uvod

Podstatou nalézéani rovnovahy u zivych systému je komunikace, ktera se na jakékoliv urovni
uskutecnuje pfijimanim a predavanim signala. Rostliny se zdaji tiché a nepohyblivé, ale stejné
jako ostatni formy Zivota museji odolavat podobnym vné&j$im faktorim, pfi¢emz fada z nich
pusobi neptiznivé. Jakou pouzivaji strategii, aby nalezly ztracenou rovnovahu? Mozna, Ze si
rostliny béhem vyvoje vytvoftily sofistikovanéj$i komunikacni sit,, kterd je skryta uvnitt jejich
bun¢k. Pojd’'me se na ni podivat...

Kazdy nepfiznivy vnéjsi podnét rostliny néjakym zptsobem vnimaji a uvniti jejich bunek

se spousti velké mnozstvi presné fizenych a nacasovanych dé&ji, které maji vést k nalezeni
ztracené rovnovahy.

Jiz tfi minuty po tom, co rostlinna buiika detekuje tlak vyvijeny naptiklad patogenem na jeji
bunécnou sténu, zacne pod mistem tohoto tlaku shromazd’ovat vldkna cytoskeletu a rozb&éhne
se kaskada signalizac¢nich déji. Bunky pfesunou jadro i dalsi organely pod misto nebezpeci,
dojde k preprogramovani genové exprese a po nékolika hodinach za¢nou bunky syntetizovat
obranné proteiny, které jim umozni vice ¢i mén¢ uspesné Celit infekei.

Pfi interakci s patogeny hraje velmi dilezitou roli plasmaticka membrana a to nejen proto,

Ze na ni jsou umistény receptory rozpoznavajici ptitomnost patogenu, jsou tam ptitomné

1 iontové kandly a prenaSeCe, které se UCastni signalizace. Stavebni sloZkou plasmatické
membrany jsou fosfolipidy, ty mohou byt aktivitou fosfolipas D metabolizovany na kyselinu
fosfatidovou, ktera je u rostlin velmi dulezitym druhym poslem a ucastni se fady procesd,
mezi jinymi také modifikace dynamiky cytoskeletu, jehoz casti se nachazi tésné pod
plasmatickou membranou a s plasmatickou membranou mize byt také pfimo spojen pomoci
fosfolipasy Da.

Vyzkum zmén po piisobeni stresovych faktort, které se ¢asto odehravaji jen v malé oblasti
buiiky po velmi kratkou dobu, vyzadoval pouziti novych pfistupti, které odhaleni takovych
jemnych zmén dovoli.

Jako velmi uzitend se ukéazala kombinace modernich mikroskopickych pfistupt, které
s dostatecnou presnosti umoziuji zobrazovani fuznich, fluorescencné znafenych proteint
Vv realném case — live imaging. S pomoci téchto metod jsme sledovali rizné zpisoby, jakymi
je fosfolipasa D& pod plasmatickou membranou lokalizovana a také dynamiku tohoto
uspotadani a jeji propojeni se siti mikrotubulii. Takovy postup pomuze urcit tlohu fosfolipasy
D6 béhem signalizacnich udalosti v bunice. Live imaging a analyza obrazu umoznili sledovat
také dynamiku aktinového cytoskeletu, kterd se vyrazné¢ méni v prabehu obranné reakce po
pusobeni kyseliny salicylové a pouze presné fizené a spravné probéhlé zmény mohou vyustit
V ucinnou obranu.

Mikroskopické metody aplikované na rostliny, v nichZ neni funk¢ni gen pro fosfolipasu Do
pomohly objasnit tlohu fosfolipasy Do pii stabilizaci mikrotubulii béhem pusobeni zvysené
koncentrace soli.



S vyuzitim hmotnostni spektrometrie byl sledovan vliv inhibice fosfolipidové signalizace a
posileni signalizace kyseliny salicylové na tvorbu a mnozstvi sekundarnich metabolitt, které
jsou ¢asto produkovany v souvislosti s reakci rostlin na stres.



2. Soucasny stav reSené problematiky

2.1. Imunitni systém rostlin

Udrzeni velmi kiehké rovnovahy mezi v€asnou, pfiméfenou a dlouhodobé zapamatovanou
reakci na cizorodé latky a zaroven schopnosti neposkozovat sviij vlastni organismus patii
k zakladnim vlastnostem dobfe fungujici imunity, a to jak u rostlin, tak i u zivoc¢ichd.

U zivocicht se imunita déli na nespecifickou (obecnou, vrozenou, evoluéné starsi, bazalni)
a specifickou (adaptivni, ziskanou, s paméti). Zatimco u zivoCichi se pod pojmem
nespecificka imunita rozuméji fyzikalni a chemické bariéry téla, fagocytéza (a nasledna
produkce cytokinl), funkce pfirozenych zabije¢ti (NK buiky — natural Kkiller), funkce
komplementovych proteinii (atraktanty leukocytli, reakce na antigeny) a obecnd mistni
zanétliva reakce zplisobend funkci bazofilnich leukocytl. Rostlindm chybé&ji pohyblivé bunky
zajist'ujici imunitni funkce, ale podobné jako Zivocichové jsou i rostliny schopné rozpoznavat
variabilni antigenni struktury receptory umisténymi na povrchu plasmatické membrany
I uvnitf bun€k a reagovat na n¢. Navic bazalni imunita je jedinou znamou imunitou, na kterou
se mohou rostliny pii setkani s patogenem spolehnout.

2.1.1. Rozpoznani patogenu rostlinou

Rostlina pomoci této imunity rozpoznava zékladni typy povrchovych struktur a reaguje na né
odpovédi zvanou PTI (pathogen triggered imunity), dfive nazyvanou bazalni nebo
horizontalni rezistence. Rostlina rozpozna specifickou povrchovou antigenni strukturu
patogenu (MAMP: microorganism-associated molecular pattern nebo PAMP — pathogen-
associated molecular pattern, ptipadné DAMP — damage-associated molecular pattern).
Receptory rozpoznavajici tyto molekularni vzory (PRRs — pattern recognition receptors) jsou
receptorim podobné kinasy nebo proteiny (RLK — receptor-like kinases, RLP — receptor-like
proteins) a Vvobou piipadech obsahuji LRR domény (leucin-rich repeat), na které
se specificky navazou mikrobialni struktury: glykany, lipidy a proteiny, ale zfejmé i struktury
pochazejici z poskozenych rostlinnych bun¢k — endogenni elicitory. O mimotadné uzitecnosti
LRR vypovida to, Ze se u zivocicht a rostlin vyvinuly nezavisle, konvergentné a nejsou tedy
v genomech jen spolec¢né konzervované, jak by se dalo predpokladat. V genomu Arabidopsis
thaliana bylo nalezeno kolem 615 RLK. (Spoel et al., 2012). Piehled popsanych typt PAMP
a jejich receptort je uveden vtabulce 1(Muthamilarasan et al., 2013). Jeden
z nejprozkoumanéj$ich PAMP je N-koncovy dvaadvaceti aminokyselinovy peptid flagelinu
(flg22), ktery se vaze na FLS 2 (flagellin-sensitive 2) receptor-like kinasu, ktera pak
interaguje s dalsi kinasou BAKI1/SERK3 (BRI1-associated receptor kinasel/ somatic
embryogenesis receptor kinase3). BRI1 (brassinosteroid insensitivel) je receptorem
pro rostlinné hormony brassinosteriody zapojené jak ve vyvoji, tak | V odpovédi rostlin
nastres. BRI1 se vyskytuje jako monomer a ke spusténi kaskady, kterd vede k projevim
funkce brassinosteroidii je zapotiebi, aby receptor nejen dimerizoval, ale spojil se
i s BAKI/SERK3. Po navazani tohoto komplexu k FLS2 se ziejm¢ dale upravuje smeér,
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kterym se odpovéd’ na brassinosteroidy ubira. V tomto piipadé to mize byt naptiklad pres
transkripcni faktor MYB 30, ktery pozitivn¢ reguluje rozvoj hypersenzitivni reakce. Zaroven
jsou nékteré proteiny (SIZ1 — E3 SUMO ligasa) ovliviiované MYB30 zapojeny v draze ABA
a zpusobuji snizeni senzitivity rostliny k ABA. Pokusila jsem se zde popsat jen velmi
nepatrnou vyse¢ rostlinné odpovédi na flg22 a mnoho zapojenych molekul ve vyctu chybi,
protoze by byl popis velmi nepiehledny a nebo nejsou molekuly jest¢ znamy. Takovych
reakci probiha v rostlin€ po percepci PAMP velké mnozstvi, signdlni drahy se rtizné¢ propojuji
a jemné moduluji vyslednou odpovéd’, ktera sestava z velkého mmnozstvi dil¢ich reakci
(zvysené ukladani kaldzy, hromadéni obrannych PR1 proteinti (pathogenesis related proteins),
hromadéni sekundarnich metabolitl a zvySena odolnost mladych rostlinek atd.) na konkrétni
podnét s piihlédnutim k celkovému momentalnimu stavu rostliny (Clouse 2011, Vailleau et
al., 2002, Zheng et al., 2012).

Tab. 1: Piehled specifickych ,povrchovych antigennich stuktur rostlinnych patogeni

Source MAMPs/DAMPs Epitope FRR PRR Type References
Bacteria Flagellin flg22 FLs2 LER-RLK  Gomez-Gomez et al. 2001
Cold-shock proteins RNP-1 motif unidentified unidentified Felix and Boller 2003
Xoo derived unidentified Xal6 LRER-ELK Sun er al. 2004
Ef-Tu clfd EFR LRR-RLK ZLipfel er al. 2006
Peptidoglycan hairpin HrpZ unidentified umidentified Erbs er al. 2003
Ax2l axy 22 Xa2l LRR-RLK Lee et al. 2009
lipopolysaccharides unidentified unidentified unidentified  Erbs and Newman 201 |
Peptidoglycan PGN LYMI & LYM3  LysM-RLP Willmann et af. 2011
Fungi Ergosterol unidentified unidentified unidentified Granado er af. 1995
Cercbrosides sphingoid base unidentified unidentified Umemura et al. 2002
Xylanase TKLGE pentapeptide LeEIX2 LER-ELP Ron and Avni 2004
Necrosis-inducing unidentified unidentified umidentified Mattinen er ai. 2004
proteins (NLP)
Chitin chitin oligosaccharides CERKI LysM-RLK Shimizu et al. 20010
f-glucan p-heptaglucan GEBP umidentified Kishimoto et af. 2011
Oomycetes f-glucan hepta-f-glucoside GnGBP umidentified Klarzynski et al. 2000
Lipid-transfer proteins (elicitins) unidentified unidentified unidentified Osman er af. 2001
Transglutaminase Fepl3 unidentified unidentified Brunner et ol 2002
Cellulose-binding elicitor unidentified unidentified unideniified Gaulin et al. 2006
lectin (CBEL)
DAMPs Prosystemin systemin SR160 LRR-RLK Scheer and Ryan 2002
FEPRI Fepl PEFRI LRE-RLK Krol et al. 2010
Homoglacturonan oligogalacturonides WaAKI EGF-RLK Brutus et al. 2000

Nézvy antigennich struktur (druhy sloupec) a jejich odpovidajici receptory (Stvrty sloupec)
(Muthamilarasan et al., 2013)

Dalsim piikladem interakce je povrchovy TLR4 (Toll-like receptor 4), ktery reaguje
S bakterialnimi lipopolysachridy (LPS — slozky bunétné stény Gram-negativnich bakterii)
avyviji se podobnd obrannd odpovéd’, avSak drdha a proteiny zapojené v této odpovedi
se diametraln¢ 1isi. U zivocichl je tato dvojice reagujicich komponent velmi podobna
(receptor je umistén na antigen v prezentujicich leukocytech) a ma za nasledek rozvoj
zanétlivé reakce. Naproti tomu, mutace v TLR4 genu zptsobuje vazné imunodeficientni stavy
u ¢loveka a nachylnost k onemocnéni bézn€ nepatogennimi bakteriemi u rostlin. (Jones et al.,
2004, Ronald et al., 2010)



2.1.2. Uloha efektori v imunitni odpovédi rostlin

Dalsi, sofistikovanéjsi soucasti vrozené rostlinné imunity je efektorem spousténd imunita (ETI
effector triggered imunity, diive vertikdlni imunita). Ta byvéd komplexnéjsi, rychlejsi
a cilengjsi nez PTI a rozviji se v pfipadé, Ze patogen prvni linii obrany piekona pomoci svych
efektorovych molekul, které injikuje sekre¢nim systémem typu III (T3SS — typ Il secretion
system) do rostlinné buiiky. Je ale nutno podotknout, ze ¢asto nelze tyto dva druhy odpovédi
piesné odlisit. Protoze naptiklad signalizace zprostiedkovanad R proteiny (ETI) zahrnuje
expresi NDR1, EDS1, PAD4 a SAGI10lproteint a ty jsou bézné zapojeny v PTI odpovédi
(Dempsey et al., 2011).

Podle hypotézy ,,gen proti genu®, ktera byla vyt¢ena jiz roku 1946 Florem (Flor 1971),

jsou efektorové molekuly spoustéjici obrannou odpovéd kddovany Avr genem patogenu
arostlina na né odpovida produkty svych R gent, kterych je jen u Arabidopsis thaliana
znamo kolem 150 (Meyers et al., 2003). Struktura a funkce Avr proteini se velmi lisi
U jednotlivych patogenli, zatimco R proteiny jsou konzervované. Avr proteiny mohou
inhibovat hostitelskou imunitu spusténou rozpoznanim molekul z povrchu patogenu (PTI),
maskovat Gc¢inky dalSich Avr geni nebo ménit metabolismus rostliny za uéelem lepsiho
pfistupu k zivindm. Chemicky se efektorové molekuly rizni. Patfi mezi né napf. cysteinové
proteasy, ubikvitinu podobné proteasy, E3 ubikvitin ligasy nebo fosfatasy (Abramovitch et
al., 2006, Block et al., 2008). U vird to byvaji obalové proteiny, proteiny usnadiujici
symplasticky pohyb a replikasy. Houbové Avr proteiny obsahuji ¢asto mnoho cysteinti, diky
jejichz disulfidickym vazbam jsou rozpoznany R proteiny a bakterialni jsou typické hrp
promotorovym boxem, ktery zfejmé slouzi jako sekre¢ni signal (Martin et al., 2003).
Konzervovana struktura intracelularnich receptorovych R proteinli miva N-konec variabilni.
Muze se tam vyskytovat naptiklad TIR doména (toll/interleukin-1-rezistence), jejiz homolog
u savcl pfispiva k rozpoznani a odpovédi na lipopolysacharidy nebo CC doména (coiling-
-coil). Uprostied nalezneme doménu vazajici nukleotidy (NBS — nucleotide-binding site) a C-
-konec nese ligand vazajici LRR doménu (Maekawa et al., 2011). V nepiitomnosti efektoru je
NBS doména chranénd LRR doménou a jeho navdzadnim se receptor aktivuje a spousti
se naslednd signalizacni kaskada. V ramci klastri R gent byla zjisténa vyssi rekombinacni
aktivita nez u zbytku genomu, coz pfipomina mechanismy Zzivo¢isné adaptivni imunity.
Mimoto byla také navrzena tzv. ,teorie strazci™ (guard hypothesis), podle které R proteiny
nerozpoznavaji pouze cizorodé Avr proteiny, ale také hlidaji integritu urCitych vlastnich
proteintl a pfi jejich zménéné konformaci se spousti kaskada obrannych dé&ju (Spoel et al.,
2012). Nejprozkoumanéjsim je v tomto ohledu RIN4 protein (RPM1-interacting protein 4),
ktery je fosforylovan RIPK (RPM1-induced protein kinase) poté, co se na ni navaze efektor
AvrRpm1l z Pseudomonas syringae. Nasledné¢ se RIN4 asociovany s membranovou H*-
ATPasou podili na pohybu svéracich bunék praduchii, které jsou stézejni v pronikani
bakterialnich patogent do rostliny; toto je ale jen jeden z moznych mechanismi fungovani
RIN4. Touto teorii se d& vysvétlit fakt, Ze relativné nizky pocet R proteinli je schopen
odpovidat na mnohem vétsi pocet a variabilitu Avr proteinti (Liu et al., 2011). Dal§im
ptikladem muize byt efektorova molekula z P. syringae AvrPphB (cysteinova proteasa), ktera
Stépi rostlinnou ,,hlidanou molekulu® - PBS1 kinasu (avrPphB susceptible 1). Tato zména je



detekovana produktem R genu — RPSS5 (protein ribosomové podjednotky, LRR doména,
kinasova aktivita) (Block et al., 2011).

Typickym vysledkem interakce Avr-R je hypersenzitivni reakce (HR) v misté infekce, coz je
déj napadné ptipominajici apoptdzu u zivocisnych bunék. Je to analogie protipozarnich ohnil,
kterymi rostlina oddéli infikované pletivo od zdravého. Dodnes ale nebyly u rostlin zjistény
zakladni enzymy - kaspasy, které apoptozu realizuji, byly ale nalezeny podjednotky
proeasomu, které disponuji aktivitou podobnou kaspasam, pro jednoduchost se nazyvaji
metakaspasy (Spoel et al., 2012). Hypersenzitivni reakce nemusi byt pfi obranné reakci vzdy
pritomna a pfesto mize ucinna obrana prob&hnout. Je to ziejme déno silou nebo mnozstvim
vyvolavajiciho podnétu (efektorovych molekul) (Tian et al., 2009).

2.1.3. Systémové ziskana rezistence

Na infekci nereaguje rostlina pouze v misté infekce - obranou, nybrz i jako celek, a to
systémové¢ ziskanou rezistenci (SAR — systemic acquired resistance), ktera se aktivuje
vétSinou po efektory spuSténé imunitni reakci a chrani celou rostlinu pfed fadou biotrofnich
patogent po delsi dobu (Signalizace zapojena pti SAR je popsana v Kapitole: 2.2.1.).

SAR doprovazi zvySena hladina kyseliny salicylové (SA) néasledovand expresi obrannych
gentt kodujicich PR (pathogenesis related) proteiny. Téchto proteini je cela tfada, jsou
rozdeleny do 17 skupin. Nékteré vykazuji enzymovou aktivitu (glukanasy, chitinasy) u fady
Z nich je funkce neznama (Van Loon et al., 2006). Hromadéni SA v rostlinnych buikach je
soucasti signalizace po percepci efektorovych molekul, ale neni syst¢émovym signalem, ktery
by buniky informoval o nezbytnosti spusténi obranné kaskady, protoze tento systémovy signal
se zaCind hromadit jesté pred zvySenim hladiny SA (Durrant et al., 2004, Vlot et al., 2009).
Jednim z kandidati na zprostiedkovani SAR je t€kavy metylsalicylat. Bylo totiz dokazano, ze
SABP2 (SA-binding protein, zprostiedkovava pfeménu metylsalicylatu na kyselinu
salicylovou, ma lipasovou aktivitu) defektni rostliny tabaku nebyly schopné rozvinout lokalni
ani systémovou obrannou reakci (Kumar et al., 2003). Avsak neni jisté, zda tento postup
funguje i u husenicku - tam byly jako zprosttedkovatelé SAR uvazovany proteiny prenasejici
lipidy (LTP, lipid-transfer proteins) zatazené¢ do skupiny PR-14. LTP1 a 2 patii mezi dvé
hlavni skupiny LTP zapojené v piimé nebo nepifimé obrané rostlin. LTP maji schopnost
prenaset fosfolipidy mezi membranami in vitro. Mezi sebou si nejsou LTPs prili§ sekvencné
podobné, ale sdileji motiv osmi cysteinli a Ctyfi a-helixy spojené disulfidovymi mistky,
tvorici hydrofobni dutinu. Typickym je pomérné vysoky isoelektricky bod — kolem pl 9
(Yeats et al., 2008). Puvodné se piedpokladalo, ze usnadfiuji lipidovou komunikaci uvnitf
buniky, ale pozdéji se ukazalo, ze jsou piitomny ve velkém mnozstvi v extracelularnich
prostorech. LTP plisobi pfimou antibakteridlni aktivitou a soucasnd ptitomnost vapnikovych
iontll tuto vlastnost jest¢ potencuje. Ukazalo se také, ze LTP izolovany ze semen cibule ma
schopnost permeabilizovat membranu patogent, ale ne hostitelskych bunék (Regente et al.,
2005).

Zjistilo se také, ze mutant A. thaliana dirl (defective in induced resistance 1) nema schopnost
rozvinout SAR, ale jeho schopnost lokdlni obranné reakce zlistdva zachovana. AvSak rostliny
zvysen¢ exprimujici DIR1 protein neziskaly konstitutivni schopnost rozvinout SAR, takze se
piedpoklada, ze k uspéSnému rozvinuti SAR je zapotiebi jest¢ dalSich reakcnich partnera.
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U tabaku se uvazovalo, Ze timto partnerem pro vyvolani obranné odpovédi je jasmonat (Buhot
et al., 2004). Protein DIR1 vykazuje typickou strukturu LTP a mize ve své hydrofobni dutiné
vazat lysostearoylfosfatidylcholin. Otazkou je, jakou ma tento komplex funkci (Lascombe et
al., 2008). V tabakovych bunkach dokonce LTP1 soutézi 0 receptor s elicitorem z oomycet —
elicitinem (Buhot et al., 2001). LTP se podileji i na tvorbé kutinu na povrchu rostlin, a tim
ptispivaji k tvorbé konstitutivnich obrannych bariér.

Nemén€ zajimava je predstava o tom, Ze signalem, ktery pfenaSi informaci o napadeni na
delsi vzdalenosti, je zména membranového potencidlu u bunék véetné uvolilovani vapniku.
Zmeéna elektrického potencidlu membran patii k nejrychlejsim a daleko dosahujicim zménam,
ale byla zatim prokazana pouze v interakci herbivort s rostlinami (Maffei et al., 2007).

Nové se ukazuje, ze krozvoji SAR pfispivaji 1 jiné¢ latky, napiiklad aminokyselina
pipekolova, terpenoid dehydroabietal, dikarboxylova kyselina azelaova a glycerol-3-fosfat.
Posledni tfi jmenované latky potfebuji k rozvoji SAR protein DIR1 a ptredpoklada se, ze cely
d¢j je zavisly na draze kyseliny salicylové (Yu et al., 2013).

Heil se ve své praci zaméfuje na porovnani systémovych signall, které jsou tékavé a téch,
kter¢ se pifenaSeji cévnim systémem rostlin. Signaly pifendSené vzduchem (etylen,
metylsalicylat, metyljasmonat a dalSi) podle né; maji schopnost spustit tzv. priming
ve vzdalengjSich Castech rostliny, to znamend, Ze se rostlina do jisté miry pfipravi na mozné
napadeni v budoucnu, ale zaroveil nemusi spotiebovat velké mnozstvi energie na dokonanou
obranu. Obrana spusténd pomoci t€kavych sloucenin je sice rychlejsi, ale neni tak G¢inna
(Obr. 1) (Heil et al., 2008). Uloha sekundarnich metaboliti v obrané rostlin je diskutovana
v kapitole: 2.4.2.

R

rozsah obrany

Obr.1: Model dvoustupiiové regulace systémové ziskané rezistence. Upraveno podle (Heil et al.,
2008).
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2.2. Signalizace v obrannych reakcich rostlin

Mezi percepci antigennich patogennich struktur a vyslednou hypersenzitivni reakci nebo
produkci obrannych proteinii a sekundarnich metabolith probiha slozity komplex
signalizacnich reakci. I kdyz se v poslednich letech objevilo mnoho novych informaci, neni
do detaili znédmo, jakymi kroky je PTI propojena s ETI nebo jakym mechanismem se
informace o infekci rozsitfuje po celé rostlin€é. V soucasné dob¢ je 1épe popsana interakce tii
hlavnich nizkomolekuldrnich latek vznikajicich béhem obranné odpovédi jako reakce
po interakci receptoru s PAMP nebo efektory: kyseliny salicylové (SA), kyseliny jasmonové
(JA) a etylenu (ET), do signalni sité se zapojuji i kyselina abscisova (ABA), brassinosteroidy,
auxiny, strigolakton a mnoho dalSich latek, u kterych se pavodné uvazovalo spi§ o zapojeni
do vyvoje rostlin nebo jejich funkce nebyla vibec znama. Vsouéasné dob¢ se na rostlinu a jeji
signalizaci za€ind pohlizet komplexnéji a je jisté, ze signalizace vedouci k obrané zahrnuje
vychyleni rovnovdhy mnoha rostlinnych hormonti najednou. Postupné se zacinaji odkryvat
jednotlivé kroky béhem konkrétnich obrannych déjt, jejich nacasovani a kompartment, kde
tento d¢j probiha a klic¢ové kontrolni body, kde mlize byt drdha vychylena jinym smérem
(Robert-Seilaniantz et al., 2011 a).

2.2.1. Signalizace v obrannych reakcich proti patogeniim

Na pocatku PTI se kromé obecnych signaliza¢nich déji, jako je uvolnéni vépniku, reaktivnich
forem kysliku (ROS), reaktivnich forem dusiku (RNS) a pfestavby cytoskeletu (tyto déje jsou
Casto prechodné a striktné kompartmentalizované), aktivuji lipasam podobné proteiny EDS1
a PAD4 (enhanced disease susceptibility 1, phytoalexin deficient 4), které nasledné¢ vedou
ke spusténi biosyntézy SA (m.j. také zesilenim signalu amplifikacni smyckou mezi témito
dvéma d¢&ji, kdy jeden d¢j aktivuje pribéh druhého). Béhem ETI zélezi na tom, jaky typ
receptoru byl efektorem aktivovan, jestlize to byl TIR-NBS-LRR (toll/interleukin-1-
rezistence), biosyntéza SA zacina stejnymi kroky jako u PTI, ale jestlize byl aktivovan CC-
NBS-LRR (coiling-coil) typ receptoru, biosyntéza SA se spousti ptes aktivaci NDR1 (non-
race-specific disease resistance 1) proteinu (Bernoux et al., 2011).

Syntéza SA probihd u rostlin dvéma paralelnimi drahami: v prvnim piipadé je prekursorem
fenylalanin , ktery je metabolizovan fenylalaninamoniaklyasou (PAL) v cytoplasmé,
ve druhém piipadé¢ je prekursorem chorismat preménovany isochorismat synthasou
(ICS1/SID2/EDS16 - isochorismate synthase/SA-induction deficient 2/enhanced disease
susceptibilityl6) na isochorismat a pfes benzoovou kyselinu na SA, tato draha probiha
v chloroplastech. Po bakterialni infekci je preferovana isochorismatova draha, draha PAL je
minoritni. Predpoklada se, Ze PAL drdha se spousti pfi dysfunkci chloroplastl, ktera je
zpusobena nadbytkem ROS. V ptipadé¢ syntézy v chloroplastu je vsSak nutnd tcast
transportérového proteinu z rodiny MATE (multidrug and toxin extrusion) - SID1/ EDSS5,
ktery prenasi SA z chloroplastu do cytoplasmy (Dempsey et al., 2011, Xing et al., 2013).
Extracelularné pfitomné (napt. pfidanim béhem experimentu) SA piechazi velice rychle do
buiiky zatim nepoznanym pienaseCem. ZvySena hladina SA spousti signdlni drdhu vedouci
k expresi PR1 proteinu, ktery je zaroven hlavnim sledovanym markerem b&hem biotického
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stresu (exprimuje se ale 1 po abiotickém stresu) a kromé toho se spousti exprese i dalSich PR
proteini — PR-2 (B-1,3-glukanasa) a PR-5 (thaumatin) (Van Loon et al., 2006).

Zvysend hladina SA néjakym zpusobem souvisi s nariistem redukcniho prostfedi v buiice
a monomerizaci oligomerniho proteinu NPR1(nonexpressor of PR genesl), tento koaktivator
prechazi jadernymi pory konstitutivné do jadra a spolu s WRKY (hlavné 38 a 62) a TGA
transkripénimi faktory (nazev obou transkripénich faktorti je odvozen od konzervované
proteinové sekvence) spousti expresi PR1 a dalSich SA responsivnich genu naptiklad pres cis-
responsivni element as-1 (Obr. 2) (Pieterse et al., 2012). N¢které geny (GST6, - glutathion-S-
transferasa a EIGT, - glucosyltransferasa), které se exprimuji po aktivaci as-1 elementu pres
signalizaci SA, ale i auxinu (2,4,-dichlorfenoxyoctové kyseliny) jsou nezavislé na zapojeni
NPR1 proteinu v signalni draze. Bylo zjisténo, ze tato NPR1 independentni draha se
v odpovédi na SA a auxin aktivuje v ¢asné fazi signalni kaskddy po rozpoznani patogenu,
kdezto NPR1 dependentni draha se po téchto signalech aktivuje pozdé&ji (Uquillas et al.,
2004). Zajimavy je také mechanismus antagonismu auxinové a SA signalizace, auxin
(indolyloctova kyselina, IAA) naptiklad inhibuje expresi PR proteinii a inhibuje dosud
nezndmym mechanismem biosyntézu SA. Ale funguje to i naopak, SA inhibuje reakce
vedouci k projeviim genil ovlivnénych auxinem. Molekula auxinu se vaze k jadernému TIR1
(transport inhibitor response 1) receptoru tak, ze TIR1 doslova slepi s AUX/IAA adaptorovym
proteinem. AUX/IAA je pivodné vazan na ARF (auxin response factor) transkripéni faktor
a brani mu nasednout na pfislusny cis-element (AuxREs) a zacit expresi auxin-responsivnich
genid. Molekula auxinu vlastn€¢ uvolni AUX/IAA z vazby na transkripéni faktor, naproti tomu
SA koreceptor AUX/IAA na jeho ptivodnim misté stabilizuje a k expresi auxin-responsivnich
genll nemuze dojit. Geny pro ARF1 a 9 transkripéni faktory jsou navic blokovany pomoci
miRNA393, jejiZ hladina vzroste 20 a 60 min po percepci flg22 buitkou. Timto mechanismem
se také potlacuje exprese genll auxinové drahy. Velice zajimavy je odklon biosyntetické drahy
auxinu u A. thaliana, ktera se mize v zavislosti na vné&jSich podminkach pfesmérovat
k syntéze obrannych sekundarnich metabolitti (Robert-Seilaniantz et al., 2011 b).
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Obr. 2: Schéma mechanismu signalizace salicylové kyseliny (SA).Rostlina s inaktivni SA
signaliza¢ni drahou (A) ma promotor pro SA responsivni geny (WRKYs a PR-1) blokovan
SNI1 proteinem, po akumulaci SA (B) v bufice se monomerizuje NPR1 protein a piechazi do jadra,
kde se vaze k TGAs transkripénim faktorim. SNI1 protein je odstranén z promotoru pomoci
komplexu proteini SSN2 a RAD51D, které spolu s proteinem BRCA2A usnadni iniciaci transkripce
SA responsivnich gend. Pievzato z (Pieterse et al., 2012)

Obecné je prijimany fakt, ze SA zprostiedkovava obranu proti biotrofnim patogeniim a JA
Casto spole¢né s ET proti nekrotrofnim patogeniim a proti mechanickému poskozeni a tyto
dvé hlavni signalni drahy jsou v antagonistickém vztahu, podobné jako je to pozorovano
u zivo€icht, kdy biosyntetickou drdhu prostaglandinti (strukturni analogy jasmonatll) inhibuje
SA. V poslednich letech se objevuji mnohé vyjimky a zjistuje se, Ze jde o piekryvajici se
déje, které nemaji jednoznaéné vymezenou funkci u jednoho typu patogenu, ale reaguji podle
momentalnich podminek s cilem usSetfit rostliné co nejvice energie béhem obrany a jemné
kompenzovat vzniklé problémy. Jsou to spiSe jakési nastroje, které mohou byt spustény
velkym mnozstvim déja a vedou k jednotlivym zptsobiim obrany (Koornneef et al., 2008).
Béhem vyzkumu obrannych reakci se pozornost zamétovala hlavné na signalizaci SA, JA
a ET, skuteCnost je ale takova, ze se do obranné¢ odpovédi zapojuje mnoho hormonalnich
a signalnich latek a spole¢né jemné moduluji vyslednou reakci podle momentélnich potieb
rostliny. Zvyseni hladiny giberelini vede ke zvySeni SA signalizace a inhibuje JA/ET
signalizaci. ABA naproti tomu podporuje JA/ET signalizaci (Robert-Seilaniantz et al., 2011
b). Bylo zjisténo, ze ET produkovany Arabidopsis thaliana po napadeni herbivory piipravuje
rostlinu na moznost rychlejsi obranné reakce zprostfedkované SA tieba po virové infekci (De
Vos et al., 2006). Také se ukazuje, ze transkrip¢ni faktor MYC2 (syn.: JAIl, JIN1, ZBF1)
a ERF1 (ehtylen response factor 1) jsou uzlovymi body, které shromazduji informace z vice
signalnich drah a za rtiznych podminek. Transkrip¢ni faktor MYC2 (napoméhajici exprimovat
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rozsahlou sadu JA responsivnich genil) aktivuje expresi genii synergickym plisobenim JA
a ABA po zranéni a transkripcni faktor ERF1 je aktivovan spoleénym plsobenim JA a ET
po napadeni patogeny a v obou piipadech se aktivuji geny odpovidajici na signalizaci
prostiednictvim JA. Navic transkripéni faktor WRKY33 a 53, zapojeny v SA signalizaci je
také negativné regulovan MYC2 (Dombrecht et al., 2007). Pasobeni JA na auxiny pomaha
udrzovat pfiméfeny vyvoj rostliny 1 pii percepci patogent, naptiklad tim, Ze se po plsobeni
vyssi hladiny auxinu zvysi apikalni dominance a vice roste vrchol rostliny, ktery byva castéjsi
obéti patogenti a herbivora (Zavala et al., 2006).

Z dosavadnich poznatkli vyplyva, ze dvé zédkladni signalizacni drahy (SA, JA) se propojuji
artzné ovlivituji pusobenim mnoha transkripénich faktort, induktorii, represortt a jinych
proteini nebo molekul. Pochopit vS§echny probihajici procesy a sledovat jeden d¢j za druhym
béhem obranné reakce neni se sou¢asnym mnozstvim poznatkti mozné. Laboratot profesorky
Xinnian Dong (USA), kde se zabyva systémové ziskanou rezistenci (SAR), pfispéla
vyznamnym objevem receptoru pro SA. B&hem SA signalizace se v cytosolu rozpada
oligomer proteint NPR1 (nonexpressor of PR genesl) s naslednou expresi SA responsivnich
obrannych gentl, zatimco exprese JA responsivnich gentl je béhem tohoto procesu inhibovana
(Durrant et al., 2004, Koornneef et al., 2008). NPR1 ma dva paralogy NPR3 a NPR4
(nonexpressor of PR genes3 and4), které Dong identifikovala jako receptory pro SA s riiznou
afinitou, SA v tomto piipad¢ stabilizuje vazbu k substratu NPR1. Tyto dva proteiny slouzi
jako adaptorové proteiny pro CUL3 E3 ligasu, ktera ubikvitinyluje NPR1 a ten je nasledné
degradovan proteasomem. Piechod NPR1 do jadra je nutny pro expresi obrannych gent,
zatimco degradace NPR1 a hlavn¢ jeho nasledna syntéza je vyzadovana pro rozvoj SAR. Zda
se, ze NPR1 potlacuje rozvoj lokalni hypersenzitivni reakce a napomaha rozvoji SAR (Fu et
al., 2012). Expresi SA responsivnich genii negativné reguluji jesté¢ dalsi proteiny NIMIN1
(NPR1/NIML1 interacting 1), 2 a 3 a SNI1 (supressor of NPR1) (Pape et al., 2010).

Na zavér bych jesté chtéla upozornit na mechanismus regulace exprese genl fizenych
jednotlivymi signdlnimi molekulami, ktery se principem regulace u jednotlivych signalnich
molekul moc neli§i. Mechanismus percepce a regulace exprese genli odpovidajicich na SA
aauxin je popsan v predchozich odstavcich. Na piikladu signalizace u JA bude princip
podobné regulace vysvétlen. JA se vaze na receptor COIl (coronatine insensitive 1), tato
dvojice se vaze k JAZ (jasmonate ZIM-domain) adaptorovému proteinu, ktery je v klidovém
stavu vazan na transkripéni faktor MYC2 (syn.: JAIl, JIN1, ZBF1), ktery blokuje v zahajeni
transkripce JA responsivnich gent. Komplex COI1-JA-JAZ, kde JA propojuje oba dalsi, je
degradovan SCFCC'( Skpl/Cullin/F-box complex, je to E3 ubikvitin ligasa) dependentnim
zpiisobem, to znamen4, Ze je nakonec eliminovan proteasomem. Podobny mechanismus, kdy
jsou zapojeny adaptorové proteiny a cely komplex je v pfipadé odblokovani transkripénich
faktort degradovan ptes ubikvitinylaci pomoci proteasomu, je spole¢ny pro mnoho signalnich
molekul: SA, auxin, gibereliny, ABA, ET a JA (Kazan et al., 2012, Pauwels et al., 2011,
Robert-Seilaniantz et al., 2011 a).

15



2.2.2. Signalizace v reakci na abioticky stres

V celkovém méftitku zptisobuji abiotické stresy (sucho, chlad, mraz, vysoka teplota, oxidativni
stres, tézké kovy, zasoleni, UV zafeni, zmény v profilu dostupnych zivin, osmoticky stres)
rostlinam vétsi Skody, nez stres zpisobeny zivymi organismy. Vyhodou pro rostliny vsak je,
ze abiotické faktory se plasticky nepfizpiisobuji rostlinné obrané, nevyhodou pak, ze jich
Casto pusobi vice najednou. Signalni drahy pro abioticky a bioticky stres se piekryvaji,
protoze Casto pusobi mnoho druhii stresu najednou a rostlina se diky ptsobeni jednoho stresu
mize 1épe piipravit na jiny (Akpinar et al., 2012). Zvyseni hladiny ROS a vapniku byva velmi
ranou reakci rostlin na abioticky, ale i1 bioticky stres. Tato obecna reakce vede ale
k signalizaci jiz specifi¢téjSimi kinasami, transkripénimi faktory nebo rostlinnymi hormony,
které vedou az k expresi funkcnich proteinti namifenych piimo proti jednotlivym druhtim
stresu (Akpinar et al., 2012).

Abioticky stres je velmi Siroky pojem, omezim se tedy pouze na stres zpusobeny NaCl,
protoZze se piimo dotykd mé experimentalni prace a ostatni druhy zminim pouze v piipadé
nezbytnych souvislosti.

Pti zasoleni trpi glykofytni rostliny hlavné kvili pfitomnosti sodiku, a to uz od koncentrace
50 mM, casteéné také vadi vznik hypertonického prostfedi, jehoZz ptitomnost je rostlinou
detekovana diive nez efekt sodnych iontl. Reakce na solny stres probihd ve dvou féazich,
prvni nastava, jakmile buiiky kofent rostlin detekuji a zacnou pfijimat sodik ptes neselektivni
kationtové kandly NSCC (non-selective cation channels). Tato faze je pfechodna a pocatecni
vstup sodnych iontl potom ptisobi jako signal pro dé&je probihajici ve fazi druhé. Druha faze
se rozviji béhem hodin aZ dnli a hlavnim jejim projevem je snaha vyloucit sil z bunék
a zaroven zastaveni rustu az smrt rostliny v zavislosti na toxické davce. Pocatek a rozvoj
druhé faze moZznd vypada jako relativné nefinné obdobi, ale ve skuteCnosti se v té dobé
Rostliny sodik nejprve shromazd’uji ve vakuole pomoci tonoplastového antiporteru NHX1
avpfipadé nadmérného mnoZzstvi aktivné vylu€uji pomoci proteinu umisténého
na plasmatické membrané — SOS 1 (salinity overly sensitive 1 — Na*/H* antiporter) (Ismail et
al., 2014, Mahajan et al., 2005).

Signalizace, ktera vede ke sniZeni toxicity sodiku zahrnuje vznik ROS, zvySeni hladiny
sekundarnich posli: vapniku a kyseliny fosfatidové a hromadéni oxidu dusnatého.Tyto
signaly jsou potom piendSeny MAP kinasami (MAPK, mitogen activated protein kinase)
signaliza¢ni kaskadou, kde se odpovédi na zasoleni a hyperosmolaritu G¢astni hlavné MAPK
6 (vede k aktivaci SOS1 kanalu), MAPK 3 a 4. MAPK 4 a 6 zprostfedkovavaji signalizaci
i pti chladovém stresu (Smekalova et al., 2014). Zvyseni hladiny uvedenych sekundarnich
poslit dochazi po zvySeni hladiny ABA (abscisic acid). ABA je jednim z mnoha hormont
ucastnicich se abiotického stresu, ale jako jediny je 1épe popsany. Signalizace prostfednictvim
ABA reguluje u husenicku asi 10% vSech gent a je zapojena u stresu ze sucha, nizké teploty,
mechanického poskozeni, zasoleni a vyvojovych procesech. V jednom z popsanych
mechanismi spousténych po percepci ABA buiikou piestane fosfatasa PP2C (phosphatase
2C) blokovat fosforylaci kinasy SnRK2 (SNF1-related protein kinase 2). SnRK2 fosforyluje
iontové kanaly, membranové proteiny nebo transkrip¢ni faktory (AREB - ABRE-binding,
DREB - dehydratation-responsive element binding protein), které potom aktivuji expresi
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gena pies cis-elementy napiiklad ABRE, (ABA-responsive element) béhem dehydratace,
zasoleni rostliny a dozravani semen. Pomoci SnRK2 je regulovan i chloridovy iontovy kanal
SLACI (slow anion channel associated 1), ale i draslikovy kanal KAT1 (K*-inward rectifying
channel) pii zavirani praduchti béhem sucha. Cilem ABA signalizace jsou i transkripcni
faktory WRKY 40, 18 a 60, které vSak jsou negativnimi reguldtory ABA signalizace
(Danguah et al., 2014).

Krom¢ ABA se vSak béhem abiotického stresu soucasné zapojuji 1 dalSi hormony: auxiny,
cytokininy, gibereliny (GA), JA, SA, brassinosteroidy (BR), strigolaktony a ethylen (ET).
U ryze se béhem sucha zvySovala nejen hladina ABA, ale i JA. Podobny efekt byl pozorovan
u je¢mene po zasoleni. Predpoklada se, ze v tomto piipadé JA napomaha pfi vzniku bunééné
smrti, kdezto ABA zprosttedkuje sekvestraci NaCl do vakuoly nebo jeho vylu¢ovéani. Béhem
sucha i zasoleni je ptfes ABA zprostiedkovdna zastava rustu rostliny tim, Ze inhibuje
isopentenyltransferasu (IPT), klicovy enzym pii biosyntéze cytokinini a zaroven ovliviuje
i signalizaci pomoci auxinti, GA a ET. Rist rostliny se zastavi i po vyfazeni GA signalizace,
kterd je zapfi¢inéna funkci transkripénich faktort DREB 1 a ERF v signdlnich drahach ABA
aET pii suchu a zasoleni. Hladina ABA vV rostlinach ovliviiuje biosyntézu strigolaktontl,
protoZze maji podobné prekursory. Strigolaktony napt. u ryze inhibuji rist postrannich pupend,
navic jsou spolu sauxiny a ET zapojeny pii tvorbé a prodluzovani kotenovych vlaskda.
Antagonisticky efekt mezi ABA a cytokininy byl pozorovan i pii regulaci zavirani praduchd.
Zvyseni hladiny BR vylepSuje kondici rostlin pfi zasoleni a suchu, coz nastavd spolecné
s nartstem hladiny ABA a NO (Colebrook et al., 2014, Ismail et al., 2014, Kohli et al., 2013).
Podstatnou mérou se pii odpovédi rostlin na zasoleni podili také fosfolipidova signalizace,
ptredevsim fosfolipasy A2, C a D a to hlavné produkci druhych poslit: lysofosfolipidd, inositol
1,4,5-trisfosfatu (IP3), diacylglycerolu (DAG) a kyseliny fosfatidové (PA) (Meijer et al.,
2003, Wang 2002). Exprese fosfolipasy D& (PLDJ) se zvySuje uz po 2h po pusobeni soli
a po 10h pusobeni sucha u huseni¢ku. V odolnosti proti soli je zapojena i fosfolipasa Dala 3
(PLDal a PLDa3). Nasobné mutanty huseni¢ku S témito geny vytazenymi z funkce byly
citlivéjsi k soli nez jednoduché mutantni linie (Katagiri et al., 2001). Kyselina fosfatidova
(PA) — druhy posel vznikajici hydrolyzou fosfolipidi ptisobenim PLD se také za¢ina hromadit
v bunikach po ptsobeni soli a mize aktivovat expresi obrannych genti. Toto bylo popsano
v pfipadé PA vzniklé pisobenim PLDal na fosfatidylcholin, ktera reaguje s MAPKG a ta
nasledné aktivuje SOS 1 transportér eliminujici sodné ionty z bunky. Mutant pldal nebyl
schopen uzavirat priiduchy. Kviili necitlivosti k ABA pfies signalizaci pomoci ROS — PA totiz
aktivuje i NADPH oxidasu jako zdroj ROS (Yu et al., 2010). In vitro bylo dokazano, ze PA
odvozena z PLDal se vaze i na kinasu SnRK2 zapojenou v ABA signalizaci (McLoughlin et
al., 2012). Vaze se také na protein MAP65-1, ktery propojuje mikrotubuly a stabilizuje je.
Pravé navazani PA na MAP65-1 podporuje stabilizaci mikrotubulli a to mé pozitivni efekt
pii odolnosti béhem zasoleni. Mikrotubuly se béhem odpovédi na solny stres rozpadaji a tato
reakce byla vyraznéjsi u pldo.l mutanta, ptidani PA naopak kondici mikrotubula zlepsilo a tim
zlepsilo 1 odolnost rostlin A. thaliana k solnému stresu (Zhang et al., 2012). PLDal se sama
k mikrotubuliim nevaze a pusobi pouze ptes PA, avsak in silico i in vitro byla prokazana
pfima vazba mikrotubull k PLDd a pfedpokladd se, ze PLDO je mustkem spojujicim
mikrotubuly s plasmatickou membranou (Gardiner et al., 2001). Ptidani NaCl rozrusilo tuto
vazbu a zpusobilo odpojeni mikrotubulti od plasmatické membrany a jejich depolymerizaci
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(Dhonukshe et al., 2003 a). Zda se tedy, Ze stabilizace mikrotubul je dulezity krok pfi a¢inné
obran¢ rostliny béhem solného stresu, ale tato stabilizace musi byt spravné nacasovana. Kdyz
totiz byly mikrotubuly stabilizovany taxolem a poté byla aplikovana stl, zvysila se umrtnost
rostlin. Pocatecni depolymerizace mikrotubulli nasledovand tvorbou {plné nové
mikrotubularni sité¢ s jinym ,,0kolem* je zfejmé¢ nezbytnou podminkou k tomu, aby reakce
vSech proteini probéhly v€as a na spravném misté a vyustily v u€innou obranu proti
abiotickému stresu (Wang et al., 2007, Zhang et al., 2012).

2.2.3. Fosfolipidova signalizace v obrannych reakcich

Integrita a spravna funkce cytoplasmatické membrany patii k zdkladni vybave bunky schopné
odolavat nepfiznivym vné&jSim vlivim. Predstava modelu fluidni mozaiky zroku 1972
chapala plasmatickou membranu jako fosfolipidovou dvojvrstvu (kde jsou zastoupeny
i glykolipidy, sfingolipidy a steroidni struktury) protknutou mnozstvim integralnich
i perifernich proteint (Singer et al., 1972). Fosfolipasy hydrolyzuji fosfolipidy a tim piimo
méni sloZzeni plasmatické membréany, jejich alespoii docasnd lokalizace na plasmatické
membrané se tedy pfedpokladd. U nékterych ¢lenti vSech hlavnich skupin fosfolipas byla
zjiSténa, nebylo ale zatim dokazano, zda se vyskytuji uspotadané ve specifickych doménach
nebo cytoskelet kopirujicich utvarech (Chen et al., 2011, Pokotylo et al., 2014). Hydrolyzou
membranovych fosfolipidi vytvareji fosfolipazy nejen nékolik diilezitych sekundarnich posli,
ale také méni zakiiveni plasmatické membrany a vytvareji tak platformu pro rizné déje
na plasmatické membrané. Fosfolipidy se liSi nejen sloZenim polarnich hlavic, ale 1 sloZzenim
fetézcl mastnych kyselin, kterymi jsou zanofeny v lipidové dvojvrstvé. V rostlinnych
membrandch je nejvice zastoupen fosfatidylcholin (PC) a fosfatidyethanolamin (PE), zbytek
tvoti fosfatidylglycerol (PG), fosfatidylserin (PS) a fosfatidylinositol (PI) a kyselina
fosfatidova (PA); nepolarni fetézec byva nejCastéji tvofen kyselinou palmitovou (16:0)
a linolovou (18:2), mén¢ je zastoupena kyselina linolenova (18:3) (Murphy et al., 2011).
Fosfolipasy a fosfolipidova signalizace ma v rostlinném metabolismu, vyvoji 1 pfi odpovédich
na vnéj$i vlivy velmi vyznamné misto. U A. thaliana bylo popsano mnoho fosfolipas
a pro zjednoduseni se déli do ¢ty hlavnich skupin, podle mista Stépeni fosfolipidové
molekuly. (Obr.3) V ramci téchto skupin se fosfolipasy dale déli podle biochemickych
vlastnosti a proteinové struktury. Skupina fosfolipas A (PLA1 a 2) patii k nejvétsim a ¢lenové
této skupiny jsou zapojeni v mnoha bunécnych d¢&jich, jejich pilisobenim vznikaji volné
mastné kyseliny a lysofosfolipidy. Cinnosti fosfolipas C (PLC) vznikaji sekundarni poslové
diacylglycerol (DAG) a inositoltrisfosfat (IP3), ktery byva v rostlindch fosforylovan na
inositolhexafosfat (IP6), ktery ma rovnéz funkci sekundarniho posla. DAG muze byt DAG-
kinasou fosforylovan na dal$i molekulu s funkci druhého posla — kyselinu fosfatidovou (PA).
Podle toho, jaky substrat PLC S$tépi preferencné, se tato skupina déli na PI-PLC
(fosfatidylinositol-PLC) a skupinu nespecifickych PLC (NPC) jejichz substratem je vétSinou
fosfatidylcholin (Arisz et al., 2009, Chen et al., 2011, Munnik et al., 2010)
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Obr. 3: Schema mist, kde jednotlivé fosfolipasy $tépi fosfolipidy. Upraveno podle (Wang 2002).

Posledni skupina — fosfolipasa D (PLD) bude popsana podrobnéji, protoze velka ¢ast této
prace se zabyva ulohou PLD v signalnich drahach spousténych biotickym a abiotickym
stresem. K nejprobadanéjsim patii PLD z A. thaliana, kde bylo nalezeno 12 isoforem
rozdelenych podle biochemickych vlastnosti do péti skupin oznaovanych a.f, v, 6 a C.
(Tab.2). PLDa je aktivovana vysokymi, nefyziologickymi koncentracemi vapenatych iontu,
isoformy PLDf a y jsou aktivni pfi mnohem nizs§i koncentraci vapenatych iontl a vyzaduji
pritomnost fosfatidylinositol 4,5- bisfosfatu (PIP2) a ptisobi na smiSené¢ mycely substratu (PC
+ PE). Isoforma PLDJ se vyznacuje tim, Ze je aktivni pouze v pritomnosti kyseliny olejové,
PLD( jako jedina nevyzaduje pfitomnost vapenatych iontd. Jednotlivé skupiny isoforem se
také 1isi preferenci k riznym substratim.

Vsechny PLD maji dvé katalytické domény zajist'ujici lipasovou aktivitu. Pro né je typicky
konzervovany HxKxxxxD (HKD) motiv sekvence aminokyselin. Strukturné 1ze rozdélit PLD
do dvou skupin podle toho, zda se vjejich struktufe nachazi C2 doména zavisla
na vapenatych iontech a vazajici fosfolipidy. C2 doména se vyskytuje u isoforem PLDal, a2,
a3, o4 (synonymum ¢), B1, B2, y1, v2, y3 a 3. Zbyvajici dvé izoformy PLDC1 a {2 obsahuji
naproti tomu tzv. PX/PH (phox a plekstrin homologni) domény a tim se velmi podobaji
dvéma nalezenym sav¢im PLDI1 a 2, které ke své funkci nevyzaduji vapenaté ionty.

Tab.2: Srovnani biochemickych poZadavku jednotlivych izoforem PLD.

PLD type Signature property

(Ce™ PI(4,5)P; Oleate Substrate preference
PLDx 1 mM/pM -/ + = PC=PE
o3 mM —/? — PC=PE, PG
€ mM/pM —/? —/+ PC=PE=PC
PLDPR1 um T — PC=PE
PLDvy1 v + = PE=PC
v2 uM + —
PLDo tM-mM ar + PE=PC
PLD1 No - - PC
52 #

P1(4,5)P, — fosfatidylinositol 4,5-bisfosfat, PE — fosfatidylethanolamin, PC — fosfatidylcholin, PG —
fosfatidylglycerol. Pfevzato od (Li et al., 2009 )
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U PLDy2 byl nalezen tzv. DRY motiv, kterym PLD interaguje s o podjednotkou G-proteinu,
pfima vazba na a podjednotku G proteinu byla prokézana i u PLDa. Funkce PLD6 (a ¢astecné
i PLDg) je podminéna ptitomnosti kyseliny olejové a navic byla ve struktufe isoformy PLDS
nalezena vazebna mista jak pro tubulin, tak i pro aktinové podjednotky. Vazba k aktinu se
potvrdila i u PLDB1. VétSina PLD je lokalizovdna m.j. na plasmatické membrané, PLDy
na intracelularnich membranach, PLD{2 byla nalezena pouze na tonoplastu. V celé rostling se
nejvice vyskytuje PLDal a 8, ostatni isoformy maji minoritni zastoupeni. Jen v pylu bylo
nalezeno vyraznéjsi zastoupeni isoforem PLDo2, €, B1, B2 a 6 (Chen et al., 2011, Li et al.,
2009 , Wang 2002).

Podstatou funkce PLD je odstépeni Casti polarni hlavice (vétSinou cholinu, glycerolu nebo
ethanolaminu) za vzniku kyseliny fosfatidové, kterd zlistdva zanofena v membrané a plni zde
funkci druhého posla béhem signalizacnich kaskad u vétsiny fyziologickych i patologickych
déji v rostlin€. Kyselina fosfatidova (PA) muze vznikat i pisobenim PLC, kdy se odstépi cela
polarni hlavice (vétSinou fosfatidylinositoltrifostat) a nepolarni zbytek (DAG) je fosforylovan
na PA pomoci DAG kinasy. DAG patii k vyznamnym druhym posliim u zivoc¢icht, u rostlin
je vétSinou ihned fosforylovan.

PLD katalyzuje 1 tzv. transfosfatidylacni reakce, kdy akceptorem fosfatidylového zbytku neni
molekula vody, nybrz hydroxylova skupina primarniho alkoholu, takze vznika nefunkéni
fosfatidylalkohol. Nejvhodnéjsim substratem je 1-butanol (n-butanol). Toho se vyuziva
pfi vyzkumu, kdy se pfidanim 1-butanolu blokuje produkce PA, ale aktivita se napt. u PLD$
v ptfitomnosti 1-butanolu zvySuje (Bargmann et al., 2006, Meijer et al., 2003).

PLD jsou zapojeny V signalizaci mnoha obrannych odpovédi bud’ pies funkci PA nebo
podobné signalni molekuly, remodelaci membrany a nebo vazbou na rostlinny cytoskelet
(posledni zminéné je podrobné¢ popsano v kapitole 2.3.1.4.1. a 2.3.1.3.2.).

Bakterialni infekce zvySuje aktivitu PLD na plasmatické membrané (Gardiner et al., 2003).

Po pisobeni PAMP — xylanasy se v huseni¢ku zvySovala exprese PLDB1 isoformy, ktera je
schopna vytvaret signalni molekulu N-acylethanolamin (NAE) z pfirozené se vyskytujiciho
N-acylfosfatidylethanolaminu (NAPE). NAE uZ v nanomolarnich koncentracich aktivuje
kli¢ovou molekulu fenylpropanové drahy — fenylalaninamoniaklyasu (PAL), kterd se ticastni
drahy biosyntézy sekundarnich metaboliti nebo signdlnich molekul. NAE (12:0) se také
pouziva jako specificky inhibitor PLDal. Fluorescencné zna¢ena PLDPB1v bunécné kultute
rajéete (Lycopersicon aesculentum = Solanum lycopersicum) byla po aktivaci elicitorem
pozorovana jako jednotlivé body v cytoplasmé. (Bargmann et al., 2006, Jia et al., 2013,
Meijer et al., 2003). Odpovéd’ rostlin na napadeni patogeny zahrnuje i produkci ROS, bylo
zjisténo, ze tato produkce se prudce zvySuje béhem SA signalizace prave pres piisobeni PA
produkované ¢innosti PLD a vede k uzavieni praducht po napadeni patogeny (Gardiner et al.,
2003). Naopak po pusobeni inhibitoru vzniku PA — n-butanolu se v suspenzni kultufe
A. thaliana netvoril PR1, coz je marker SA signalizace (Kalachova et al., 2013, Krinke et al.,
2009). Rezistenci proti penetraci padli travniho (Blumeria graminis) zprosttedkovava vylu¢né
signalizace pted PLDJ, ktera se shromazd’uje na membrané okolo tvofici se papily a né¢jakym
zpisobem se zde ucastni regulace polarniho transportu antimikrobialnich latek a snad
I regulace smérovani a mnozstvi PAMP receptori i pro jiné patogeny (Pinosa et al., 2013).
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Béhem sucha zprosttedkovava PLDal zavirani praduchii signalizaci pies interakci PA
s a podjednotkou heterotrimerniho G proteinu a naslednou ABA signalizaci (PA se vaze
i na ABI1 fosfatasu, ktera zabranuje spusténi exprese ABA responsivnich gentl), zatimco
PLDa3 ovliviiuje odliSnym mechanismem zvySeny rast kofend. Mutantni linie plda3 jsou
hypersenzitivni vii¢i suchu a zasoleni. Je zapojena i PLDe, ktera prostfednictvim PA indukuje
rust kofenovych vlaska pii solném stresu (Bargmann et al., 2009 b, Bargmann et al., 2006, Li
et al., 2009 ).

PLDal a PLD6 se bud’ cilenou degradaci, nebo ochranou membranovych lipidi podileji
na reparacnich reakcich po plisobeni mrazu. Obé tyto fosfolipasy jsou zapojeny jak
pti indukci, tak i pti odpovédi na ROS béhem dehydratace i zasoleni. Vznikajici PA se totiz
ptimo vaze na PA vazebny motiv v molekule NADPHoxidasy (AtrbohD a AtrbohF —
respiratory burst oxidase homolog) (Bargmann et al., 2006, Hong et al., 2010, Li et al., 2009
). Zvyseni exprese obou isoforem — PLDal i & bylo mnohokrat referovano pii stresu
Z nedostatku vody, at’ uz se jednalo o sucho, osmoticky stres, zasoleni, chlad nebo mraz
(Bargmann et al., 2006, Meijer et al., 2003).

Po zranéni se zvySovala exprese PLDPB1, yl a y2 vedouci k aktivaci MAPK kaskady
a biosyntézy JA. (Meijer et al., 2003). Po zranéni i mechanickém poskozeni mrazem bylo
signalizace (Bargmann et al., 2006).

PLD{2 napomaha pfi redistribuci PIN2 (polarniho exportéru auxinu z bunky) na plasmatické
membrané v kotfenech. Podili se tak na udrzovani gravitropismu a prodluzovani hypokotyld
(Lietal., 2009).

V pribéhu senescence se zvysuje exprese isoforem PLDal a PLDJ, které naslednou aktivaci
ABA a ET indukuji enzymy degradujici lipidy v membranach (Jia et al., 2013).

2.3. Subcelularni zmény p¥i obrannych reakcich

Po stresové zatézi reaguji rostlinné bunky nejen na biochemické, ale i na histologické Grovni
cetnymi zménami, které jsou piimo pozorovatelné.

Po tom, co jsou bunky listu A. thaliana vystaveny hrozbé pruniku houbovych hyf se
pod mistem kontaktu patogenu s plasmatickou membranou za¢nou béhem nékolika minut
shromazd’ovat mikrotubulova 1 aktinova vladkna, navic do téchto mist putuji 1 peroxisomy
a endoplasmatické retikulum. (Hardham et al., 2008)

Pti stresové odpovédi se nekdy v rostlinnych pletivech po biotickém 1 abiotickém stresu
v ramci ETI rozviji hypersenzitivni reakce - HR (hypersensitive response) v mnoha rysech
velmi podobnd programované bunééné smrti — PCD (programm cell death). Byla popsédna
vroce 1915 Stakmanem, avSak stdle neni objasnénych mnoho jevl, které ji doprovazeji.
(Stakman 1915) Rozvoj HR a doprovazejici reakce v okolnich bunkach se mohou velmi lisit
Vv zavislosti na vyvolavajicim faktoru. Na pocatku reakci vedoucich k HR byva prudky
vzestup hladiny vapniku v cytosolu, zvySuje se také mmnozstvi volnych kyslikovych
i dusikovych forem (ROS, RNS), vzrusta aktivita kinas, jadro putuje pfi penetraci hub k mistu
pruniku, zastavuje se cytosolické proudéni uvnitt bunck, zvySuje se aktivita kaspasam
podobnych proteas a nakonec se fragmentuje DNA v jadfe. Bunky v okoli bunck
podstupujicich HR méni také sviij metabolismus, coz vede naptiklad k zesilovani bunécné
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stény. Navic se zjistilo, ze v okoli bun¢k tabadkové suspenzni kultury, které podstupovaly HR,
se siln¢ alkalizovalo prostiedi, coz napomahd i pti ukladani kalosy v rostlinnych pletivech.
(Heath 2000, Nielsen et al., 2012) V okoli bun¢k, kde probiha HR, byla pozorovana chlorosa
listd, coz souvisi s Ubytkem chloroplastti. Chloroplasty jsou cCastym cilem efektorovych
molekul pochazejicich z patogent a neni divu — Vv chloroplastech neprobihé jen fotosyntéza,
ale jsou 1 centrem biosyntézy signalnich molekul (SA, MeJA, ABA) a dalSich rostlinnych
hormond a navic zde probiha produkce ROS. Bylo potvrzeno, ze autofagic a degradace
poskozenych chloroplastii ve vakuole (Obr.4) vede k aktivaci zminénych signalnich molekul
u zbylych, nepoSkozenych chloroplastii. Tato aktivace a jeji nasledné kroky jsou signifikantné
ovlivnény osvitem rostliny. Pfi nizké intenzit¢ svétla se po rozpoznani patogenu rostlinou
exprimuje vyznamné niz§i mnozstvi EDSl1(enhanced disease susceptibility 1 — protein
s lipasovou aktivitou) a NPRZ1(nonexpressor of PR genes 1). EDS1 spolu s PAD4
(phytoalexin deficient 4 — protein s lipasovou aktivitou) jsou zapojeny V odstranovani
poskozenych organel a také béhem casné odpovédi na patogen tyto dva proteiny spolu tvofi
komplex, ktery je nezbytny pro akumulaci SA (Dong et al., 2013, Louis et al., 2012).

Vacuole

Degradation of stromal proteins - ':%

Tonoplast

Isolation membrane?
4 ATG-dependent system

Chloroplast

-

Obr. 4: Model predpokladané degradace chloroplastu ve vakuole postupnym tvoienim vybézki —
stromulll. Za pfispéni ATGS5 proteind (autphagy related 5). RCB pfedstavuje fotosynteticky Rubisco
protein obsazeny ve vaccich. Vacky prechazeji do vakuoly, kde jsou degradovany.

Stromule  Autophagosome
Cytoplasm

Dalsi velmi zvlastni strukturou, ktera se v rostlinnych bunikach tvofi po plisobeni biotického
i abiotického stresu jsou stromuly. Jsou to trubi¢kovité vybézky z chloroplastii i jinych
plastidi o Sifce 50 nm (u husenicku) az téméf lum. Jejich délka byva od nékolika az
do desitek mikrometra. Jejich vyskyt je Castéjsi a byvaji i delsi v bunkach s niz§im poctem
chloroplastii nebo v etiolovanych organech. Stromuly jsou pokryty obéma chloroplastovymi
membranami a jejich vngj$i strana se vaze k rostlinnému aktinovému cytoskeletu. Pohyb
stromulil je umoznén myosinovymi motory XI (Hanson et al., 2011). Pti vzniku stromult se
uplatiuje FtsZ gen, coz je prokaryoticka obdoba tubulinu tvofici v plastidech vlakna (Martin
et al., 2009). Stromuly rostou z chloroplastii a mohou je propojovat mezi sebou ale i s jinymi
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organelami, napf. trubicemi ER, plasmatickou membranou nebo jadrem. Tato propojeni
mohou slouzit k rychlej§imu pienosu signali (jak chemickych, tak i elektrickych) béhem
obranné odpovédi nejen v burice, ale i mezi builkami tim, Ze stromuly jsou nasmérovany
piimo k plasmodesmatim (Kwok et al., 2004). Stromuly jsou pomérné stabilni pohyblivé
struktury. Vznikaji po zménach redoxniho stavu bunék, po tvorbé ROS, béhem symbiotickych
interakci, po virové infekci, béhem zvySené teploty, pii autofagni degradaci plastidi,
ale napiiklad i po aplikaci MeJA, ABA nebo prekurzoru ethylenu - 1-aminocyklopropan-1-
karboxylové kyseliny (ACC). Po aplikaci SA stromuly naopak zanikaji (Erickson et al., 2014,
Gray et al., 2012, Mathur et al., 2012).

Podobné vybézky jsou schopné vytvaret i dals$i organely napt. mitochondrie nebo peroxisomy,
vybézky jsou potom nazyvany matrixuly a peroxuly. Peroxuly se tvofi i zanikaji velmi
rychle napf. poté, co v buiice vzroste mnozstvi ROS. U jadra ani vakuol nebyly podobné
vybézky pozorovany témér nikdy (Mathur et al., 2012, Scott et al., 2007).

Mitochondrie byvaji cilem efektorovych molekul naptiklad HopG1 z Pseudomonas syringae,
efektor poskozuje funkci mitochondrii, coz vede zatim nepoznanym mechanismem ke zvySeni
hladiny ROS, zvySeni exprese PRI u A. thaliana. Mitochondrie slouzi ke snizeni
piebytecného mnozstvi ROS a bylo zjisténo, ze se prekvapiveé spiS negativné podileji
na regulaci obranné odpovédi tim, Ze predchazeji premrsténé autoimunitni reakci z piebytku
ROS a RNS. Mitochondrie béhem svého vyfazeni z funkce také piispivaji k rozvoji PCD
uvolnénim cytochromu ¢ v pfitomnosti efektorové molekuly viktorinu nebo elicitoru harpinu.
U zivocichl se po uvolnéni cytochromu c¢ z mitochondrii aktivuji kaspasy pfimo zapojené
Vv PCD. Podobny mechanismus se predpokladé i u rostlin. Mitochondrie a dal$i organely se
Vv buiice pohybuji na dlouhé vzdalenosti podél aktinovych filament a obcas se zastavi v mist¢,
kde je pritomen mikrotubulus, ale jak bylo zji§téno, krom& mitochondrii se organely zastavuji
i V neptitomnosti mikrotubuli (Colombatti et al., 2014, Hamada et al., 2012).

Velmi vyznamné se pii obranné odpovédi uplatituje transport vackld uvnité bunky, jejich
sekrece, ale i endocytosa. Do apoplastu bunky sekretuji material na zesileni bunééné stény,
obranné proteiny a sekundarni metabolity, popifipadé kalosu v misté papily, kterd vznika
V misté napadeni houbovymi patogeny. Transportu materialu do mista priniku patogenu se
ucastni dv€ nezavislé dréhy. Prvni znich je typickd sekrecni draha, ve které je zapojen
SNARE komplex (soluble N-ethylmalemide-sensitive factor attachment protein receptor),
jehoz soucasti napomadhaji uchyceni vackid na plasmatickou membranu a také jejich
exocytose. Soucasti druhé dradhy je typicky transportér xenobiotickych latek — ABC-
transportér (ATP-binding cassette transporter), koédovany genem s oznacenim PEN 3 (Meyer
et al., 2009, Nielsen et al., 2012).

PEN3 protein pfesunuje do apoplastu naptiklad produkt genu PEN2, coz je netypicka
myrosinasa (S§tépi glukosinolaty na toxi¢t&jsi produkty u rostlin ¢eledi Brassicaceae), obecné
pattici do rodiny B-glukosidas. PEN2 je fyziologicky lokalizovana na povrchu peroxisomd.
B-glukosidas se v rostlinach vyskytuje velké mnozstvi a ¢asto nesou apoplastickou signalni
sekvenci. Nekteré znich (PYK10/BGLU23) jsou soucasti specifickych ER-télisek (ER
bodies), které se pii stresovych situacich objevuji v listech pouze u fadu Capparales. ER-
téliska jsou vélcovité nebo vietenovité utvary o délce kolem 10 pm a Sifce asi 1 um. Jde
0 derivaty ER vyskytujici se v cytoplasmé, maji jednotkovou membranu a jsou Casto pokryta
ribosomy. ER-t¢liska se za béznych podminek vyskytuji v kofenech rostlin tadu Capparales.
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V ER-téliskach se hromadi i obranné¢ PR1 a PDFI1.2. proteiny (produkty signalizace SA
a MeJA po stresu) a pii obranné reakci jsou ER-téliska relokalizovana po aktinovych
filamentech k plasmatické membrané¢ a sekretovana do apoplastu. B-glukosidasy z ER-télisek
se ucastni syntézy fytoalexinl i $t€peni indolovych glukosinolétli na toxické produkty, navic
maji funkci i v metabolismu Zeleza a pii jeho nedostatku vychytavani koteny (Nakano et al.,
2014).

2.3.1. Cytoskelet

Od doby, kdy N. K. Kolcov vroce 1903 poprvé poukazal na piitomnost a dulezitost
cytoskeletu pti urcovani tvaru buiky, se neuvéfitelné zvysilo mnozstvi poznatkd o tom,

ve kterych bunécnych procesech je cytoskelet zapojen, stejné jako pochopeni molekuldrnich
mechanismd, které jsou podstatou téchto d&ji. Spolu s tim se ptirozené posunul i pohled

na cytoskelet od nazoru, ze je jakousi neménnou kostrou bunky k predstavé leseni, které
podléha neustalym a velmi rychlym pifestavbam podle momentélnich potieb buiiky.

O mimotadné dulezitosti svéd¢i i to, ze proteiny tvorici jednotlivé slozky cytoskeletu, ale

i proteiny asociované s cytoskeletem, maji velmi konzervovanou strukturu u vSech eukaryot
a mutantni linie téchto proteind jsou letdlni anebo vykazuji vyrazny fenotyp.

Vzhledem k tomu, Ze cytoskelet funguje v buiice jako systém dynamickych vodicich drah,
nepieckvapuje, ze je zapojen do vétSiny bunéCnych procesi. A nejde jen o procesy
fyziologické, jako je naptiklad mitosa, cytokinese, urovani tvaru buiky, bunécna polarita
nebo doprava vackl, organel v bunce. Na cytoskeletu zaviseji i reakce rostlin na podnéty
okoli, at’ uz se jedna o pohyby svéracich bunck priducht reagujicich na vlhkost, ozatfenost
a koncentraci CO2 nebo otevirani iontovych kanali. Také reakce po setkani s patogenem maji
na svém pocatku vyznamné zmény cytoskeletu (Wasteneys et al., 2004). Piekvapivou
informaci je, Ze u Zivocichll jsou na mikrotubuldrnim cytoskeletu zavislé i tak abstraktni
procesy, jako je dlouhodoba pamét’ (Craddock et al., 2012).

Cytoskelet rostlin vykazuje oproti Zivo¢isSnému jednu velice diskutovanou odliSnost: jeho
slozkou idajné nejsou intermediarni filamenta (Nick 2008).

Pivodni predstava o cytoskeletu jako jedine¢ném eukaryotickém znaku se zménila ve chvili,
kdy byla u prokaryot nalezena analoga proteind vSech typd cytoskeletalnich filament. (Shih et
al., 2006).

2.3.1.3. Mikrotubularni cytoskelet

Mikrotubuly jsou 25 nm Siroké duté vélce, jejichz zékladni stavebni jednotkou je tubulinovy
o/P heterodimer, kde se ob¢ jednotky poji nekovalentnimi vazbami. Heterodimery poskladané
za sebou tvoii protofilamentum. Mikrotubulus pak tvoii 10-15 (typicky 13) protofilament
paralelné poskladanych vedle sebe, na jednom konci spojenych do tubuldrni struktury.
Protofilamenta se k sob¢ skladaji tak, Ze jejich a i B-tubulinové jednotky jsou vedle sebe, ne
vSak upln¢ ptesné, ale s nepatrnym, 0,9 nm velkym posunem po délce.

Jeden konec mikrotubulu je tedy zakoncen B-tubulinovymi jednotkami a druhy pouze
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o-tubulinovymi jednotkami. To ma svou funkci: o i B-tubulinové jednotky maji schopnost
vazat GTP, ale pouze B-tubulin je schopen §tépit GTP za soucasného piipojeni a- konce o/f3
heterodimeru. Z tohoto divodu se B-konec mikrotubulu oznacuje jako rychleji rostouci — plus
konec a a-konec mikrotubulu jako méné dynamicky — minus konec. U rostlin se mikrotubuly
svymi minus konci kotvi k mnoha bunénym organizacnim centriim, coz jsou komplexy
obsahujici tfeti typ tubulinu — y-tubulin a dal$i proteiny naptiklad katanin. Tato centra se
Castéji nachazeji pod povrchem bunky, takze mikrotubuly rostou vétSinou smérem dovniti
(Valiron et al., 2001).

Ptirozenou vlastnosti mikrotubuli je jejich velkd dynamicnost, mikrotubulus na jednom konci
neustdle doristd a na opacném disociuje; tato tzv. dynamicka nestabilita mikrotubulil je
modulovana a regulovana i mnoha proteiny asociovanymi s mikrotubuly (MAP -
microtubule-associated proteins).

O tom, zda bude plus konec mikrotubulu dortstat ¢i ne, rozhoduje pfitomnost Cepicky
na koncovém B-tubulinu. Cepicka sestava z tzv. +TIP proteint (+tip interacting proteins)

a B-tubulin, ktery se k ni vaze je ve formé GTP (Dimitrov et al., 2008).

Dynamiku mikrotubulii ovliviiuje vyznamné i struktura samotného tubulinu.

Existuje mnoho isoforem jak o- tak i B-tubulinu, jejich N-konec je velmi konzervovany
a rozdily mezi jednotlivymi isoformami najdeme Vv poslednich asi dvaceti aminokyselinach
C-konce proteinu (Westermann et al., 2003). Naptiklad genom A. thaliana obsahuje Sest genti
pro a-tubulin a devét pro B-tubulin (Kopczak et al., 1992, Snustad et al., 1992). Obecné se ma
za to, ze je n&kolik isoforem tubulinu exprimovano konstitutivné a exprese dalSich je
minoritni, zavisld na rostlinném pletivu nebo okolnich podminkach. Jako ptiklad poslouZzi
A. thaliana, kde se TUA2 a vétsina dalsich geni uvadi jako vSeobecné exprimované, ale TUAL
je popisovan hlavné v pylu (Carpenter et al., 1992) a zvyseni exprese TUB9 bylo pozorovano
po chladu a naopak exprese TUB2 se po ptsobeni chladu snizovala (Chu et al., 1993).
U rostlin je vyzkum na tomto poli pomérné na pocatku, ale napiiklad medicinsky vyzkum
odhalil, ze jestlize je jeden isotyp TUB3 majoritni soucasti mikrotubulii, jsou mnohem
dynamictéj$i a naopak mutace v genu tohoto proteinu zplsobuje vaznd neurologicka
poSkozeni. Isoforma proteinu TUB3 je pfitomna hlavné v centrdlnim nervovém systému
a ucastni se jeho zrani a navic i interakce s kinesinovymi motorovymi proteiny (Panda et al.,
1994, Tischfield et al., 2011). Podobné bylo pozorovano u mouchy Drosophila melanogaster,
e isotyp tubulinu B2 se specificky podili pfi zrani spermatocytil. Casto jsou ale jednotlivé
isotypy zaménitelné a specifita se projevuje pouze u procesii spojenych s rozmnozovanim
(Wilson et al., 1997).

Dal$im mechanismem, ktery reguluje chovani mikrotubulll a zaroven =zajistuje vetsi
robustnost celého mikrotubularniho cytoskeletu, jsou posttranslaéni modifikace tubulint
a jejich posttranslacni alternativni sestfih. U rostlin byly zaznamenany tyto zmény hlavné pfi
ontogenetickém vyvoji a patii sem: acetylace (o-tubulinu v pylu a listech kukufice), ktera
je pomérné rozsifena, polyglykosylace, polyglutamylace (ta je zapojena pii interakci
s kataninem, proteinem asociovanym s mikrotubuly, ktery zptsobuje pferuSeni mikrotubuli),
tyrosinylace (a-tubulinu v rasicich pupenech Vittis vinifera) (Hammond et al., 2008, Parrotta
et al., 2010). Rostlinné hormony — auxin a giberelin zvySuji tyrosinylaci a-tubulinu
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u transverzalné¢ ulozenych mikrotubult (Duckett et al., 1994). Zajimavé bylo zjisténi,
ze inhibitory fosfatas a kinas zpiisobuji reorganizaci mikrotubult (Baskin et al., 1997).

2.3.1.3.1. Proteiny asociované s mikrotubuly

Proteiny asociované s mikrotubuly (MAP) jsou nastrojem, ktery vyznamné ovliviiuje
dynamiku mikrotubuli. Spole¢nym rysem tradi¢né zminovanych MAP je jejich pomérné
velka konzervovanost u eukaryot a dale pfitomnost mikrotubularni vazebné domény. Hamada
deli MAP vyssich rostlin do dvou velkych skupin: MAP napomaéhajici skladéni

a rozpadu mikrotubulii a ddle MAP umoznujici skladani mikrotubulérnich struktur a regulujici
funkce zalozené na mikrotubulech. (Hamada 2007)

MAP ucastnici se nukleace - nukleac¢ni centra yTuC jsou u rostlin rozloZena difuzné
V cytoplasmé na rozdil od Zivocichii, kde existuje mikrotubuly organizujici centrum
(microtubule-organizing center — MTOC). Mechanismus nukleace je ale podobny, u vSech
eukaryot nalézame v yTuC: y-tubulin a orthology proteinti Spc97 a Spc98 (Murata et al.,
2005). Do skupiny MAP napomahajici prodluZzovani MT patii proteinova rodina MAP215,
ta je opét velmi dobfe konzervovana napii¢ ecukaryoty a jeji Clenové usnadnuji jak
ptifazovani, tak i odd€lovani tubulinovych dimerd. U A. thaliana takto funguje protein MOR1
(microtubule organization 1) a nejen to, morl mutanti maji poskozenu nejen tvorbu déliciho
vieténka, ale i cytokinesi a tvorbu fragmoplastu (Twell et al., 2002).

Katanin je jedinym znamym zastupcem MAP destabilizujicich mikrotubuly u rostlin, jedna
jeho podjednotka ma ATPasovou aktivitu a druha se vaze k heterodimeru tubulinu (Bouquin
et al., 2002). Obecnym kandidatem na MAP, které spojuji lateralné¢ mikrotubuly je MAPG5.
Bylo ale zjisténo, Ze napiiklad MAP-65-3 funguje takto u A. thaliana jen béhem fazi déleni
bunky a ne pfi interfazi, ale MAP-65-1 se objevuje i pfi interfazi, zatimco MAP-65-5 se vaze
pouze K transverzalnim mikrotubulim (Muller et al., 2004). Proteiny MAP65 v tabaku se
nevazou k volnému tubulinu, ale pouze k mikrotubuliim a to k C-konci tubulinu, mimoto bylo
pozorovano, Ze protein MAP65 stabilizuje mikrotubuly a to 1 po chladovém stresu, kdy se
normalné mikrotubuly rozpadaji (Wicker-Planquart et al., 2004).

Genom A. thaliana obsahuje 61 geni pro Kinesiny. Funkce kinesini nezahrnuje pouze
transport organel, ale i organizaci mikrotubularnich struktur. Podrodina Atl kinesint reguluje
lokalizaci a fosforylaci MAPKKK kaskady pfi tvorbé fragmoplastu (Tanaka et al., 2004).
Kinesin ATKS5 byl identifikovan jako +TIP vazajici se na prodluzujici se konec mikrotubulu.
Uvazuje se o tom, ze tento protein je ekvivalentem pro dyneinové motory, které
dvoudéloznym rostlinam chybi. (Ambrose et al., 2005)

+TIP proteiny (+tip interacting proteins) se vazi na rychle rostouci (plus) konec mikrotubulu
a jsou zapojeny ve vnitrobunééném transportu, ve vazbé na kinetochor nebo na plasmatickou
membranu napiiklad EB1, MAP200/MOR1, CLIP-170 nebo SPR1 (spiral 1, member of
TOR/SPIRAL family), ktery se vdze i po celé délce mikrotubulu, nékdy v poranénych
pletivech. Mutant sprl vykazuje pravotocivy spiralni rist kofend a etiolované
hypokotyly.(Nakajima et al., 2004)

MAP vazajici se na membrany byl objeven uz vroce 1978 elektronovou mikroskopii.
Hovorilo se o mustku, ktery vaze kortikalni MT k plasmatické membrané (Hardham et al.,
1978) a vroce 2001 bylo objeveno, ze timto proteinem je s nejvetsi pravdépodobnosti
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fosfolipasa D6 (Gardiner et al., 2001), ktera je u rostlin zapojena v signalni draze spoustéjici
se naprtiklad pfi stresu ze zasoleni nebo chladu. (Li et al., 2009 )

Pivodné bylo zjisténo, Ze chemické latky, které ovliviiuji napiiklad aktinovy cytoskelet,
ovlivni do jisté miry i mikrotubularni sit’ (Collings et al., 1998). Pozdéji byly nalezeny
s cytoskeletem asociované proteiny, které reaguji s obéma slozkami cytoskeletu, aktin
vazajici MAP:ARP2/3, rodina kinesina 14B, ale zifejmé 1 PLDo.

U eukaryot se popisuje, ze celé komplexy pretranslacni RNA a fady dalSich pfipojenych
proteintl jsou pomoci MT sité pfendSeny k mistu translace. Kandidatem na funkci mustku
mezi RNA granulemi a MT je kinesin-1 proteiny a prvni vysledky ukazuji, Ze je tomu tak
i urostlin, kde u A. thaliana takto funguje protein SPR2/TOR1. Dalsim RNA-asociovanym
MAP proteinem je MFP (multifunctional protein), ktery vaze jak RNA, tak i MT a je
lokalizovan na peroxisomech (Chuong et al., 2005).
PB-ER (prolamin body-endoplasmatic reticulum) protein
je dal§$im RNA vazebnym proteinem, ale vaZze se nejen
k mikrotubulim, ale i k aktinovym vlaknim. EF-la
(elongation factor 1-a) reguluje translaci RNA i nukleaci
MT a vzor, ktery vytvaii po expresi GFP-EF-1la
Vv buiikéch listi bobu neni typickym mikrotubularnim
vzorem, ale zda se, Ze jde spiSe o jakousi frakci MT.
(Obr. 5) (Moore et al., 2000).

Obr. 5: Zvlastni usporadani MAP proteinu. Epidermalni
bunka listu Vicia faba exprimujici GFP-EFl-a, filamenta
pfipominaji netypicky uspofddané mikrotubuly. Meétitko
odpovida 10 um (Moore et al., 2000).

2.3.1.3.2. Zapojeni mikrotubularniho cytoskeletu v obrané rostlin

Reorganizace mikrotubularniho cytoskeletu vymykajici se bézné dynamice mikrotubulii byla
popsana po mnoha druzich stresovych faktord, naptiklad mechanickém nebo osmotickém
stresu, zranéni a patogenech a je predmétem zkoumani, zda tato reorganizace nastava v ramci
obranné reakce po rostlinnych hormonech (auxiny, cytokininy, ET, ABA) (Ho et al., 2009)
nebo po jinych faktorech a nebo zda je to jev, ktery nastava pomérné casto béhem obranné
reakce, ale pouze v nékterych subcelularnich kompartmentech.

Pomémné dobfe byla ale dokumentovdna pocatecni, mechanickd faze obranné reakce
v pokozkovych listech A. thaliana. K imitaci houbové infekce byla pouzita mechanicka
stimulace bunc¢k jehlou. Jiz béhem péti minut bylo mozné pozorovat shlukovani MT kolem
mista predpokladané infekce. (Obr. 6) (Hardham et al., 2008).
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Obr. 6: Reakce mikrotubuli na mechanickou stimulaci. Mikrotubularni marker TUA6-GFP
Vv epidermalnich listovych bufikach A. thaliana umoznil vizualizovat shlukovani kortikalnich
mikrotubuléi pod mistem mechanické stimulace buiiky jehlou. Cislice udavaji trvani stimulace
v minutach. Métitko odpovida 10 um (Hardham et al., 2008).

MT cytoskelet hraje také roli kratce po percepci PAMP, konkrétné flg22, kdy se podili
na internalizaci, €ili inaktivaci aktivniho receptoru FLS2. MT funguji jako drahy, po kterych
se vacky s FLS2 pohybuji (Robatzek et al., 2006).

D¢j, ktery muze jiz bezprosttedné souviset s illohou MT pii obranné reakci, popisuje Qiao.
Bakteridlni elicitor harpin zdroveil zabrafuje polymeraci tubulinu a spousti expresi PR-1
proteinu, typického markeru obranné reakce (Qiao et al., 2010).

Dobie je prozkoumana uloha mikrotubulli pii solném stresu, kdy bylo zjisténo,
ze mikrotubuly se zapojuji do odolnosti proti zasoleni nepfimo pies proteiny asociované
s mikrotubuly naptiklad SPIRAL1 (+TIP — MAP) nebo PFD3 a 5 (prefoldin 3 a 5), které
napomahaji spravnému skladani tubulind po biosyntéze a mutanti netvofici tyto proteiny jsou
zvysené citlivi k NaCl, ale ne k jinym osmotikiim (Rodriguez-Milla et al., 2009). Jako velmi
dualezité se ukazalo propojeni MT a plasmatické membrany pomoci PLD9, ktera, jak se zda,
bud’ sama nebo s néjakymi dal§imi reakénimi partnery (flotiliny nebo jim piibuzné proteiny
vyskytujici se v rostlinnych cytoplasmatickych mikrodoménach) reguluje ptipojeni MT
k plasmatické membrané (Gardiner et al., 2001, Ho et al., 2009, Marc et al., 1996, Zhang et
al., 2012).

Fosfolipasa D& je u husenicku také zapojena v signalizaci, které se ucastni MT bé&hem
zasoleni. Se zvySenou odolnosti k solnému stresu je také spojena zvySena exprese MAP65-1
proteinu, ktery spojuje lateralné MT. Ty svazkuji a MT sit’ se takto stabilizuje. Aktivita
MAPGB5-1 proteinu se zvySuje po vazbé na PA, signalni molekuly vznikajici napt. i ¢innosti
PLDal (Zhang et al., 2012).
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V mutantu A. thaliana — sos1, kde chybi NA*H* antiporter zvysuje stabilizace MT toleranci
k soli a naopak. Depolymerace MT vedla k otevieni iontovych kanalti a zvySeni koncentrace
vapnikovych iontl, coz nasledné indukovalo vznik nové MT sité (Wang et al., 2011).

2.3.1.4. Aktinovy cytoskelet

Aktinovy cytoskelet patii k nejdynamictéjsSim soucastem rostlinné bunky. Diky tomu se
ucastni mnoha fyziologickych procesti, napiiklad transportu nukleovych kyselin, vack,
organel, exocytosy, endocytosy, udrzuje vnitrobunécnou strukturu a jeji polaritu, uplatituje se
pii prodluzovani pylovych lacek i kotfend (Staiger et al., 2000). Aktinova filamenta (AF)
nerealizuji vSechny tyto funkce sama o sobé, ale komunikuji s dalSimi soucastmi buiky
pomoci aktin vazebnych protein (ABP — actin binding protein), kterych je u rostlin zatim
znamo kolem sedmdesati (Drobak et al., 2004, Hussey et al., 2006). Aktinova vlakna (F-
aktin) ve skutecnosti tvofi jen malou ¢ast celkového aktinu v rostlinnych bunkéch, z velké
Casti je pfitomen jako monomerové jednotky (G-aktin), které maji velmi pfiblizné tvar kostky
(o rozmérech 6,7 x 4,0 x 3,4 nm). Molekula aktinu sestdva ze Ctyi podjednotek, v jejichz
centru je vazan ATP (adenosine triphosphate), ktery napoméahd aktinovym jednotkdm
polymerovat. Nejprve vznikaji dimery aZ trimery, které se dale spojuji. Tak je vytvoieno 7-9
nm $iroké, Sroubovicovité vinuté dvouvldkno, které mé rychle rostouci (+) konec (barbed
end), tam se piipojuji nové jednotky G-aktinu, opacny (-) konec (pointed end) je naopak
mistem, kde jednotky ADP-aktinu disociuji z vlakna (Hild et al., 2010). Aktinové vlakno
roste v priméru rychlosti 1,7 pm/s. Pro dynamiku aktinu a vazbu k ABP jsou vyznamné
postranslaéni modifikace, naptiklad fosforylace tyrosinovych zbytkd monomerd (Liu 2011,
Staiger et al., 2009).

Genom A. thaliana obsahuje osm funkénich gend pro aktin, rozdélenych do dvou zakladnich
skupin: vegetativni geny (ACT 2, 7 a 8) a reproduktivni geny: (ACT 1, 3, 4, 11, 12) a dva
pseudogeny (ACT 5 a 9), sekvence téchto gend vykazuje vysokou podobnost 93-97%
(McCurdy et al., 2001). Mutace Vv téchto genech jsou ¢asto letalni nebo vykazuji pomérné
vyrazny fenotyp, napiiklad mutace v ACT2 vykazuje poruchy vzrostného vrcholu, pfii
vytazeni ACT7 maji rostliny poruseny rtst kotfend, snizenou kliivost semen a poskozeny rist
nadzemnich ¢asti (Gilliland et al., 2002, Gilliland et al., 2003).

Nezbytnymi regula¢nimi nastroji aktinové dynamiky jsou ABP, které se tradicné déli do péti
skupin podle funkce. Toto déleni neni ale zavazné a rizni autofi pouzivaji i déleni jina (Liu
2011).

Proteiny vézajici monomerni aktin reguluji polymeraci a depolymeraci aktinu. Patii sem napf.
profiliny, ADF (actin depolymerizing factor) neboli kofiliny, které se vazi i k AF.

Mezi proteiny napomahajici zesitovani a svazkovani mikrofilament patii: fimbrin, gelsolin,
villin.

Cepickujici proteiny pokryvaji konce filament a reguluji ptidavani G-aktinu k filamentu. Sem
patii CP (capping protein) — ¢epickujici protein.

Podobné jako mikrotubuly maji i mikrofilamenta svd nukleacni centra a proteiny, které
iniciuji tvorbu AF, u rostlin je znam Arp2/3 komplex a forminy.
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Proteiny, které se vazi lateraln¢ k mikrofilamenttim, reguluji vazbu motorovych proteinti nebo
stabilizuji aktinova filamenta. Sem patfi myosiny, kinesiny, ROP GTPasy (Rho of plant).
Vazebné domény pro aktin se vyskytuji i u fosfolipasy Dé a g1 (Hussey 2004).

V poslednich letech se zac¢ina na dynamiku AF, a hlavné na jeho schopnost se v kratkém case
bud’ rozpadnout, nebo naopak vyrazné polymerovat, pohlizet jako na kli¢ovy faktor funkce
aktinového cytoskeletu. V neoSetfenych bunkach hypokotylu u A. thaliana bylo sledovano
chovani kortikélni sit¢ AF, vyskytovala se zde jemnd a pomérn¢ dynamicka vldkna a Sirsi
svazky AF, které byly viceméné statické. Jemna vlakna se kompletné obnovovala béhem 30 s.
Vlakna vétSinou nezanikaji prostou depolymeraci, ale byl pozorovan jejich rozpad na mensi
Casti a poté bud’ jejich zanik, nebo z fragmentti za¢inala vyrastat vlakna nova. Rist novych
vldken byl pozorovan i vétvenim vlaken existujicich. Vyjimkou neni ani ohybani, krouceni
nebo naopak narovnavani jiz existujicich AF (Staiger et al., 2009).

2.3.1.4.1. Zapojeni aktinového cytoskeletu v obrané rostlin

Stejné jako mikrotubuly se 1 AF shromaZzd’'ovala pod mistem, kde byl mikrojehlou napodoben
prunik patogenu do epidermalni buiiky listu A. thaliana, podobna situace byla pozorovana
i pti infekci houbovym patogenem (Hardham et al., 2007, Hardham et al., 2008). Inhibitory
polymerace aktinu zastavovaly typické pfemisténi jadra pod misto infekce 1 uklddani kalozy,
buiiky navic nebyly schopné zabranit praniku i ptivodné nepatogennich houbovych patogenti.

A 100000 WRKY38 Inhibitory polymerace aktinu vedly u husenicku i
1000,0 | *

PR-2
oo | : ke zvyseni exprese PR-1, PR-2 a WRKY38 —
wol i ' I I I markeri obranné reakce se zapojenim signalni
10 drahy SA (Obr.7A).(Matouskova et al., 2014)
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V misté infekce se shromazd’uji i ABP, napiiklad profilin, ROP-GTPasy, ale i proteiny rodiny
PEN, které se zapojuji pfi exocytose, vacky s obrannymi proteiny a sekundarnimi metabolity
jsou k plasmatické membrané dopravovany po vlaknech AF. Dulezitou tlohu hraji AF
I pti HR, ktera nastala v BY-2 bunkach 12 h po oSetfeni kryptogeinem (protein pochazejici
z oomycety Phytophtora cryptogea). Pvodné nahodné organizovand tenka AF
zesvazkovatéla do silnych provazci, které byly v bunikach transverzalné orientovany (Higaki
et al., 2007, Higaki et al., 2011).

Aktinova sit’ neni zapojena jen do pfimé obrany v misté priniku patogenu, ale méni se
i béhem hodin signalizace v ramci obranné reakce rostliny. Spojitost byla nalezena mezi
dynamikou aktinového cytoskeletu a fosfolipidovou signalizaci. Kdyz pomineme jiz
zminénou predpokladanou pfimou vazbu PLDS a B1 k aktinu, bylo dokazano, ze produkt
aktivity PLD, kyselina fosfatidova (PA), vyznamné zasahuje do chovani AF ptfes ABP.
Pfi snizeni mnozstvi PA v bufice pfidanim n-butanolu, zacala aktinova filamenta nejprve
svazkovat a potom mizela (Motes et al., 2005, Pleskot et al., 2013). PA putisobi na aktinovy
cytoskelet naptiklad ptes cepickujici protein — CP, ktery se véze na rychle rostouci konce
aktinovych filament. Po zvySeni koncentrace PA v buiice, se CP na PA navaZe a tim se uvolni
rychle rostouci konce vldken a aktin zacne velmi rychle polymerovat (kvali velkému
mnozstvi piirozen¢ se vyskytujictho profilinu, ktery usnadiiuje spontanni polymeraci)
a mnozstvi vladken se zvySuje. Hladina PA se zvySuje po biotickém stresu, osmotickém
a chladovém stresu a po zranéni. Konkrétnéji bylo zjiSténo, ze se tak déje napt. po zvyseni
hladiny ABA (Huang et al., 2006, Hwang et al., 2001). Existuje i opa¢ny mechanismus kdy
AF stimuluji aktivitu PLDB1 a zpétnovazebné pak vznikajici PA stimuluje AF k polymeraci
(Pleskot et al., 2010).

Do rezistence proti efektorovym proteinim z Pseudomonas syringae  DC3000 je
v A.thaliana zapojen i dalsi ABP - aktin depolymerizacni faktor 4 - ADF4 (actin
depolymerizing factor) neboli kofilin. Rostliny pii redukovaném mnozstvi ADF4 nejsou
schopny dostatecné rozvinout signalizaci, kde je zapojena SA a exprese markerového genu
PR1 je vyrazné sniZena, stejné jako odolnost rostliny k patogenu a naopak se zvySuji projevy
HR (Tian et al., 2009). V SA signalizaci je zapojen i NPR1 protein, ktery tlumi projevy HR,
takze nefunkénost SA signalizace mize vysvétlit zvySeny vyskyt HR (Fu et al., 2012). Piesny
mechanismus prubéhu procesu, kde je zapojen ADF4 neni jeSté¢ dostatecné znam, avSak je
znam alesponl zpusob, jak ADF4 ovliviluje aktinovy cytoskelet. ADF4 se vaze jak
k monomernimu aktinu a zpomaluje jeho dynamiku tak i k AF, které déli na mensi fragmenty.
Tyto fragmenty mohou zanikat nebo dat vznik dalSim AF. Autofi zminuji, ze depolymerizace
aktinu sama o sobé muze byt signalem, ktery spousti napt. v Zivo¢iSnych buiikach aktivaci
transkripénich faktorti (Tian et al., 2009). Tento mechanismus nepotvrzuje Henty-Ridilla,
ktera uvadi, Ze mutantni rostliny adf4 mély signifikantn¢ delsi AF a také jejich Zivotnost,
aktivita fragmentace filament byla dvojnasobné snizena, cytoskelet tvofil vice svazkii AF
a mnozstvi svazkl filament bylo tedy relativné nizs$i nez mnozstvi nesvazkovanych filament
uWT A. thaliana, kde ADF4 pfitomen je. To naznacuje, ze ADF4 je nezbytny pro zvySeni
dynamiky aktinového cytoskeletu a jeho polymeraci, kterd v prvnich hodinach po rozpoznani
PAMP vede ke zvyseni poctu aktinovych filament (Henty-Ridilla et al., 2014, Henty-Ridilla
etal., 2013, Henty et al., 2011).
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2.3.2. Techniky pouzivané pfri vizualizaci cytoskeletu

Nejvétsim problémem, se kterym se potyka soucasny vyzkum bunéénych procest, je vysoka
dynamika a pfechodna lokalizace téchto déji v nékteré Casti buiky. Cytoskelet je typickym
prikladem a je proto nutné pouzivat specidlni piistupy pii jeho vyzkumu. Jen s pouzitim
zobrazeni zZivych preparatii v redlném Case — live imagingu a nejmodernéjSich zobrazovacich
technik je casto mozné vidét, napiiklad pirechodnou depolymeraci mikrotubulti, kterd spusti
celou kaskadu dé&jii vedoucich k fyziologické nebo i1 obranné reakci. Podminkou zobrazovani
zkoumanych bunécnych struktur v redlném case je predchozi transformace rostlin vedouci
k pfechodné nebo stabilni expresi zkoumaného proteinu fuzovaného s fluorescenénim
proteinem, naptiklad GFP (green fluorescent protein z meduzy Aequorea victoria), RFP (red
fluorescent protein z Aequorea victoria), mCherry (Cervené emitujici protein z Discosoma sp.)
ap (Day et al., 2009). Zobrazit takto znacené proteiny je mozné pomoci riaznych modifikaci
fluorescencniho mikroskopu se zdrojem svétla (nejlépe laserovym) o definované vinové
délce. Kazdy fluorescenéni protein absorbuje maximum fotond pii dané vinové délce
a vzapéti emituje svétlo o vlnové délce o néco vysSsi. Piiprava genovych konstrukt
a transformace rostlin, které exprimuji fluorescenéné¢ znacené proteiny pro sledovéani
subcelularnich komponent, je pouze prvni krok. Déle je tfeba se rozhodnout, jakou
mikroskopovaci techniku vyuzit. Zakladem je fluorescenéni mikroskop, kde ale vystupni
obraz trpi tim, ze kromé& zaostfené roviny vidime i svételny Sum pochézejici z oblasti nad
nebo pod rovinou zaostfeni. Tento problém je mozné eliminovat vyuzitim skenovaciho
konfokalniho mikroskopu (CLSM — confocal laser scanning microscopy), kde je Sum
pochazejici z mimoohniskové roviny odfiltrovan pouzitim konfokalni clonky a mizeme tak
pozorovat pouze ostry obraz z ohniskové roviny. Tato technika vyuZzivd sniméani obrazu po
jednotlivych bodech a hodi se proto pro déje ne pftilis rychlé (cytosolickd lokalizace struktur)
nebo déje, které maji jednoznacnou tendenci (Ubytek vldken cytoskeletu homogenné v celé
bunce) (Semwogerere et al., 2008). Pro velmi rychlé d&je (naptiklad sledovani dynamiky
cytoskeletu) se vice vyuziva dalsi typ konfokalniho mikroskopu — spinning disk microscopy
(SD), kde je konfokalniho efektu dosaZeno clonkami v podob& dvou rotujicich kotouct
S otvory popt. mikrocoCkami a celé zorné pole je najednou snimano vysokorychlostni CCD
kamerou. Pro sledovani procest probihajicich na plasmatické membrané anebo tésné pod ni
(do 100 nm) se vyborné hodi tzv. TIRF mikroskopie (total internal reflection fluorescence
microscopy) vyuzivajici odraz svétla na hranici prostfedi s riznym indexem lomu (sklicko —
vodné prostfedi vzorku) pomoci tzv. evanescentni vlny vznikajici dopadem svétla pod
kritickym uwhlem. Pfi maximdlnim moZném zvétSeni mizeme pomoci téchto ti1 typl
mikroskopii dosahnout rozlieni 300 nebo nejvyse 200 nm (Claxton et al., 2011).

Zatim nejpokrokovéj§imi jsou v soucasnosti tzv. mikroskopické metody S velmi vysokym
rozliSenim (super-resolution microscopy — PALM, STORM, SIM, 4Pi, STED ap.)
vyuzivajici technickych, softwarovych vylepSeni nebo kombinovanych pfistupa. Pro
pfibliZzeni popiSi SIM mikroskopii (structured illumination microscopy), ktera se na rozdil od
mnoha jinych ,,super-resolution” metod hodi pro zobrazeni i velmi dynamickych procest:
vyuziva se pii ni dvou difrakénich mtizek, které se vici sobé pohybuji a vytvaieji tzv. moiré
efekt.
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Svétlo prochazejici pies né osvétluje postupné vzorek, obraz
je sniman vysokorychlostni CCD kamerou a jednotlivé
obrazy se potom softwarové sklddaji a upravuji. Pomoci této
techniky je mozné dosahnout rozliseni 50-100 nm (Komis et
al., 2014). Pravé diky témto pokroc¢ilym technikdm mizeme
piimo pozorovat rychlé procesy probihajici pouze na urcitém
misté v bunice (Obr 8).

Obr.8: Srovnani pouziti riznych mikroskopickych pristupi pii
zobrazeni mikrotubularniho cytoskeletu v epidermalnich bunkach
A. thaliana. Snimek (F) ukazuje zobrazeni pomoci klasického
fluorescencniho mikroskopu, snimek (G) byl pofizen konfokalnim
skenovacim mikroskopem a pfi snimani obrazku (E) byla pouzita
metoda s velmi vysokym rozliSenim — SIM (structured illumination
microscopy). Sloupec vpravo zobrazuje normalizované intenzity.
Mg¢titko odpovida 5 um (Komis et al., 2014).

2.3.3. Latky ovliviiujici dynamiku cytoskeletu

Pfi studiu dynamiky cytoskeletu a hlavné déji s dynamikou cytoskeletu spojenych se
osveédcilo pouzivani chemickych latek, které ovliviiuji chovani cytoskeletu — cytoskeletalnich
drog. Rozpad nebo naopak stabilizace cytoskeletu ovlivni procesy nasledné a pomuze urdit
vyznam a dobu zapojeni cytoskeletu behem fyziologickych i patologickych dé&ji. Vzhledem
k dalezitosti cytoskeletu jsou tyto latky Casto vyuzivany jako 1éky, herbicidy nebo jedy.
Cytochalasiny je souborny nazev pro 24 sekundarnich metabolitd ptibuzné struktury
pochazejicich z rliznych plisni. Povazuji se za latky depolymerizujici aktinovy cytoskelet, ale
ve skutecnosti se vazi k rostoucim koncim aktinovych vldken a brani pfipojeni dalSich
aktinovych podjednotek. Po oSetfeni mizi hlavné tenka aktinova vlakna, silnéjsi svazky jsou
naopak stabilizovany. Cytochalasiny zastavuji cytoplasmatické proudéni a pohyb organel
uz pii koncentracich, kdy se rozpada aktinovy cytoskelet, tj. kolem 10 uM (Cooper 1987,
Foissner et al., 2007).

Latrunkuliny jsou latky makrolidové struktury, které byly izolovany z moiské houby
Latrunculia magnifica. Aktinovy cytoskelet destabilizuji tim, Ze brani polymeraci filament
vazbou na aktinové podjednotky. Latrunkuliny zabraiuji polymeraci aktinového cytoskeletu
uz v nanomolarnich (100-200 nM) koncentracich, ale teprve mikromolarni (200 pM)
koncentrace zastavuji cytoplasmatické proudéni a pohyb organel, coz bylo povazovano
za typicky projev funkce aktinového cytoskeletu. Pisobeni latrunkulini na cytoskelet je
mnohem specifi¢téjsi, nez je tomu u cytochalasini (Morton et al., 2000, Spector et al., 1989).
Faloidin je bicyklicky heptapeptid pochazejici z houby Amanita phalloides, ktery stabilizuje
aktinova filamenta a vazbou na n¢ bréani jejich depolymeraci. V rostlinné biologii se pouziva
vazany na fluorescen¢ni rhodamin ke znaceni aktinového cytoskeletu (Cooper 1987).
Jasplakinolid je pon¢kud kontroverzni peptid izolovany z moiské houby Jaspis johnstonii,
ktery byl na zakladé in vitro studii povazovan za latku zvysujici polymeraci aktinu. Po pouziti
in vivo se ale ukazalo, ze pii koncentraci 100 nM a kratké expozici opravdu aktinovy
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cytoskelet v rostlinach polymeruje, avSak del$i pusobeni a koncentrace kolem 400 nM
zpusobuji ubytek jemnych aktinovych filament, a naopak shlukovani vétsich svazkt (Ou et
al., 2001).

Taxany jsou skupina ptirodnich i polosyntetickych latek z Taxus sp., kde jsou ve skutecnosti
tvotfeny endosymbiotickou houbou Taxomyces sp.zijici v kiite stromu, slouzi ptredevsim jako
antineoplastikum (Stierle et al., 1993). V biologii rostlin se vyuziva hlavné paclitaxel (taxol).
Latka stabilizujici mikrotubuly vazbou na pét aminokyselinovych zbytku v B-tubulinu,
paclitaxel, také indukuje polymeraci mikrotubult (Das et al., 2012).

Dinitroaniliny jsou herbicidy, mezi néz patii synteticky oryzalin (Surflan) nebo trifluralin.
Ke stabilizaci mikrotubuld se vyuziva hlavné oryzalin, jehozZ mechanismus ucinku spociva
ve snizeni polymerace mikrotubulli. Oryzalin ma podobny mechanismus uc¢inku jako
kolchicin (ktery je ale u rostlin méné ucinny) a také se u rostlin vyuziva podobné jako
kolchicin — k vyvolani polyploidie (Bajer et al., 1986).

2.4. Produkce sekundarnich metabolita a obrana rostlin

Na rozdil od vSeobecné zastoupenych priméarnich metabolitl odrézeji sekundarni metabolity
specifitu jednotlivych celedi, ale Casto i rodii nebo druhi rostlin. Z chemického hlediska
mohou byt sekundarni metabolity derivaty ¢i degradacni produkty primarniho metabolismu,
ale Casto je jejich struktura zcela nepodobnd a mnohem komplikovanéjsi, stejné¢ jako
metabolické drahy, které k produkci sekundarnich metaboliti vedou.

Neni pochyb o tom, Ze sekundarni metabolismus je rostlinnym néstrojem, ktery odpovida
na neptiznivé vlivy okoli, kterymi mohou byt jak abiotické, tak i1 biotické stresové faktory
nastrojem v ekologickych interakcich rostlin (Bourgaud et al., 2001). Tohoto poznatku se
vyuziva pii snaze zvysit pfirozenou produkci sekundarnich metaboliti, které jsou lidskému
zdravi prospésné. Jestlize pohlizime na produkci sekundarnich metaboliti rostlin jako
na odpovéd jejich imunitniho systému a uvédomime si jejich dalekosahly dopad na lidské
zdravi, nabizi se otazka, do jaké miry jsou si vlastn€ imunitni systémy a biochemické procesy
lidi a rostlin podobné, a jak by se tento fakt mohl vyuzit k lep§imu pochopeni procest
probihajicich u obou zminénych skupin organism.

2.4.1. Charakteristika Arabidopsis thaliana (L..) Heynh.

Husenicek rolni — Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. z ¢eledi Brassicaceae a fadu Capparales
je jednoletd az ozimda bylina s pfizemni listovou rizici. Lodyha pfiméd a Casto vétvena,
dortstajici vysky 5-30 cm. Listy pfizemni riizice (rosety) jsou obkopinaté, celokrajné ¢i
oddalen& zubaté, v jejich odéni jsou piitomny i trojramenné chlupy. Uzce eliptické lodyzni
listy prisedaji zazenou bazi. Kvéty skladaji hrozen. Kalisni listky jsou Zlutozelené s Casto
nafialovélou Spickou, korunni listky 2-4 mm dlouhé a bilé. Plodem jsou Sikmo od lodyhy
odstavajici Sesule.

Celkové rozsiteni druhu zaujima celou Evropu s vyjimkou nejsevernéjSich oblasti. Husenicek
vsak roste i ve stfedni Asii, na Kavkazu, na pobiezi Malé Asie a v severni a vychodni Africe.
Druhotné pak roste v Cing, Japonsku, jizni Africe, Severni Americe a v Australii.
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V CR se druh hojné vyskytuje v termofytiku a mezofytiku na piirozenych i druhotnych
stanovistich. Mén¢ Casty je v oblastech s karbondtovym podlozim a v oreofytiku (zde
zavlékan na antropogenné ovlivnéna stanoviste).

Huseni¢ek rolni roste na polich, okrajich cest a mezich, uhorech, v okoli Zeleznic
a na skalnatych svazich. Je druhem inicidlnich sukcesnich stadii. Kvete od dubna do fijna
(Dostal et al., 1989).

Nejpouzivanéj§i modelovou rostlinou ve vyzkumu je A. thaliana z nékolika divodu:
piedevsim, jeji maly (cca 142 milion( part bazi v haploidnim genomu) osekvenovany genom
obsahuje velmi malo repetitivnich sekvenci, a proto se molekuldrné-genetické manipulace
S timto organismem snadno planuji a pozd¢ji 1 kontroluji. Navic snadné genetické manipulaci
napomaha i to, Ze rostlina mé vegetacni dobu v fadech tydnti (efemerni rostlina), takze ziskani
novych generaci rostlin neni tak zdlouhavé, jako je tomu naptiklad u tabaku. A. thaliana je
schopna samoopyleni (autogamie), coz umoziuje snaz$i manipulaci béhem segregace
a selekce rostlin po transformaci nebo kiizeni. Sekvenace genomu huseni¢ku odhalily asi
26 tisic strukturnich genil.

Huseni¢ek patii do Celedi Brassicaceae, ktera zahrnuje mnoho hospodaisky dulezitych
plodin: fepka olejka, hoicice, brukvovita zelenina. Rozhodla jsem se proto podrobnéji se
zaméfit na sekundarni metabolismus druhu A.thaliana, ktery je piekvapivy jak mnozstvim,
tak 1 $ifi sekundarnich metabolita.

2.4.2. Sekundarni metabolismus Arabidopsis thaliana a jeho zapojeni v obrané

Ackoliv se chemické charakteristika sekundarnich metabolitli rozviji v poslednich 200 letech,
lidé jim vénuji pozornost od nepaméti pro jejich vyrazné fyziologické ucinky. I kdyZ obsah
téchto latek byva v rostliné mensi nez 1% celkového obsahu uhlikatych latek, ma az 25%
1é¢iv sviy chemicky pivod v pfirozené se vyskytujicich sekundarnich metabolitech. Nov¢jsi
pohled chape sekundarni latky pfedev§im jako nastroje interakce rostlin s patogeny
(fytoalexiny) nebo ostatnimi rostlinami (metabolity zabranujici kliceni v alelopatickych
interakcich) popfipadé vyssimi zivocichy (latky sniZujici stravitelnost rostlinné hmoty) nebo 1
fyzikalnimi vlivy (ochrana pfed UV zafenim). VSeobecné se déli sekunddrni metabolity
vysSich rostlin do tfi hlavnich skupin podle biosyntetickych drah: fenolické latky, alkaloidy,
terpenoidy a steroidy.(Bourgaud et al., 2001)

A. thaliana obsahuje asi 170 sekundarnich metabolitd vSech skupin, jejich piehled a
predpokladand funkce je v nasledujici tabulce.

Skupina sekundarnich Pocet  Predpokliadana

metabolith struktur Funkce

indolové latky i se sirou 10 obrana proti patogenlim

glukosinolaty 35 obrana proti patogentiim a herbivorim
fenylpropanoidy 20 ochrana proti patogeniim (?) a UV zafeni
benzenoidy 25 obrana proti patogenim(?), atraktant opylovact (?)
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ochrana proti UV zéfeni, auxinovy transport,
flavonoidy 15 udrzovani semen v dormantnim stavu, ochrana
proti patogentim (?)
ochrana proti herbivoriim a patogentim(?),

terpen 50 . S

peny rezistence k oxidativnimu stresu(?)
derivaty mastnych 15 obrana proti patogenim (?),
kyselin signalizace t¢kavymi latkami

Obr. 9: Piehled a predpoklidana funkce hlavnich skupin sekundarnich metaboliti u
Arabidopsis thaliana, ptevzato (D'Auria et al., 2005).

Celed” Brassicaceae je pomémé specificki a pondkud uzaviena skupina, co se tyka
obsahovych latek, navic tvoii podstatnou ¢ast nasi bézné stravy (kien, hoicice, rukola, feficha,
brukvovita zelenina — zeli, kapusta, fedkve, kedluben, kvétak, brokolice atd., lichofefisnice,
1zi¢nik), takze 1 kdyZ obsahové latky této celedi nemaji tak vyrazné fyziologické tcinky jako
jiné taxony, naSe zdravi ovliviiuji vyraznéji pravé s ohledem na pfijimané mnozstvi.

s/ ) -
N OH mo

: Glukoerucin Skopolin
. o
Kamalexin | COOCH,
H,CO
Q\M O
OH HO
OCHz Methylbenzoat
Kyselina sinapova o

|

OH =0

0" o
HO,I“ HO o ‘
o SN A
HOOSor  \F

HO //
o OH O R

Brassinolid Kempferol Glukosinulaty

Obr. 10: Priklady sekundarnich metaboliti pFitomnych v A.thaliana

2.4.2.1. Latky obsahujici dusik

Kamalexin (Obr. 10) — indolova struktura s obsahem siry patii k fytoalexinim, které
produkuje A. thaliana jako reakci na napadeni patogenem a na abioticky stres, v dané Celedi
zname podobnych struktur s obrannou funkci asi tficet. Mezi nejzndmé;jsi patii kaulilexin C
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nebo averlexin (Pedras et al., 2000). Biosyntéza téchto latek je velmi blizka syntéze
indolyloctové kyseliny — rostlinného hormonu auxinu s vyraznou ulohou ve vyvoji
a signalizaci u rostlin. Kamalexin inhibuje rist biotrofnich patogenti, zatimco mutant pad3
(PAD3 je cytochrom P450) poskozeny v biosyntéze kamalexinu nezastavoval rast biotrofnich
patogend, ale zasahoval do rtstu nékterych nekrotrofii, ktefi ovlivnéni nebyly. Pfedpoklada se
proto nepiima, vystrazna funkce kamalexinu v obran¢, a nebo, u¢inek az jeho rozkladnych
produkta vznikajicich pfi poskozeni bunck. Potvrzeno ale bylo, Ze pfitomnost kamalexinu je
po abiotickém stresu nutna k tvorbé reaktivnich kyslikovych forem a rozvoji programované
bunééné smrti (Kliebenstein 2004).

Klasické alkaloidni struktury nebyly zatim u A. thaliana zaznamenany, ale u jinych taxont
celedi byly popsany tropanové alkaloidy naptiklad kochlearin, ktery svou strukturou
pfipomina kokain, avSak takovy ti¢inek nebyl u 1zi¢niku 1ékaiského (Cochlearia officinalis)
pozorovan (lidove se pouziva pro svlij vysoky obsah vitaminu C, proti paradentdze, k podpoie
chuti k jidlu a stimulaci tvorby zlu¢i) (Brock et al., 2006).

metabolity mnoha ¢eledi fadu Capparales — glukosinolaty.

Molekula glukosinolati (syn. thioglykosidy) je tvofena cukernou slozkou (vétSinou se jedna
0 B-D-glukosu, resp. B-thioglukosu) a aglykonem, kterym je anion sulfonovaného oximu
V poloze trans vzhledem k postrannimu fetézci -R a v poloze cis k thioglukosidovému zbytku.
Postranni fetézec byva bud’ alifaticky, aromaticky, indolové struktury nebo jde o sirnou
slou¢eninu  (Obr. 10) (Velisek et al., 2009). V huseni¢ku bylo detekovano
36 glukosinolatovych struktur, znichZz jsou nejhojnéji zastoupeny struktury odvozené
od methioninu naptiklad glukoiberverin, glukoerucin (Obr. 10) nebo glukoberteroin (Reichelt
et al, 2002). Glukosinolaty hraji roli vobrané¢ proti patogenim a herbivoram.
Glukosinolatovy derivat 4-metylsulfinylisothiokyanat (4-MSOITC) inhibuje in vitro rast
veétsSiny znamych biotrofnich patogent, ale pfili§ netcinkuje na nekrotrofni patogeny, zatimco
in vivo experimenty prokazaly, Ze rist biotrofnich patogent inhibovan nebyl, ale ukazala se
¢aste¢na inhibice nékterych nekrotrofi (Koenraad et al., 2001). Indolové glukosinolaty
(glukobrassicin) jsou indukovatelné biotickym stresem, jejich biosynteticka draha je velmi
blizka draze auxinu a vnéjsi podminky mohou ptesmérovat signalizaci a rozhodnout o tom,
zda bude vznikat auxin a nasledné se budou vice exprimovat geny zavislé na auxinu nebo
geny zapojené do biosyntézy indolovych glukosinolatl a fytoalexinu kamalexinu. Navic byla
objevena 1 regulace na trovni genui odpovidajicich na auxin. ZvySena funkce ARF (auxin
response factor), transkripéniho faktoru aktivovaného auxinem, potlauje biosyntézu
glukosinolati a naopak, po snizeni exprese ARF pomoci miRNA393 se hladina glukosinolatt
zvySuje a projevy geni zapojenych v auxinové draze jsou inhibovany, stejné¢ jako draha
vedouci k biosynéze kamalexinu (Navarro et al., 2006, Robert-Seilaniantz et al., 2011
b).Zpocatku se mélo za to, ze rizné druhy malych RNA — sRNA (napi. miRNA, siRNA,
trans-acting siRNA, nat-siRNA) se zapojuji hlavné v obrané¢ proti virim. Dnes vime, Ze
umlcovani strukturnich genti pomoci sSRNA je zapojeno pfi signalizaci po pusobeni biotického
i abiotického stresu, stejné jako do vétSiny vyvojovych procest. (Obr. 11) (Kruszka et al.,
2012).
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Obr.11: Schematické znazornéni zapojeni nékterych miRNA do signalnich reakei pfi abiotickém i
biotickém stresu (Kruszka et al., 2012).

Bylo zjisténo, ze syntéza methioninovych glukosinolatii u A. thaliana je regulovana hlavné
ttemi transkripénimi faktory MYB 28, 29 a 76. Jejich exprese je podminéna zranénim
(vSechny) a ptitomnosti kyseliny jasmonové (MYB29), biosyntézu indolovych glukosinolatl
fidi TF MYBS51. (Schweizer et al., 2013) Ruzné transkripéni faktory fidi biosyntetické kroky
u glukosinolati v riznych mistech v rostling, hlavné v bunikach podél cévnich svazka. Z toho
mizZeme usuzovat na jejich zapojeni v systémové obran€ proti patogenim a herbivorim
pomoci indukce dosud neznamé signalni molekuly. (Sonderby et al., 2010) Obecné se
mnozstvi glukosinolatd u rostlin zvysuje po napadeni a také s postupujicim stafim rostliny.
Naopak transkripni faktor MYC2, ktery je regulovany m.j. také jasmonaty, inhibuje
biosyntetickou drahu vedouci k syntéze kamalexinu i jinych glukosinolatii a stimuluje tvorbu
flavonoidd, ale neovliviiuje zfejmé tvorbu auxinu (IAA), ktera se zvySuje po plsobeni JA
Jjinym mechanismem nez ptes MYC2. TF MYC2, poméaha zvySovat toleranci k oxida¢nimu
stresu a miiZze to byt mechanismem zvysSené tvorby flavonoidii antokyanint, tokoferolu nebo
recyklace askorbatl. Flavonoidy také inhibuji metabolismus auxinu. (Dombrecht et al., 2007,
Zheng et al., 2012)

Béhem poskozeni rostlinného pletiva se zacne z télisek v idioblastech pletiva uvoliiovat
myrosinasa (EC 3.2. 3 1) enzym S thioglukosidasovou aktivitou kter}’/ rozklédé glukosinolaty

vvvvvv

Isothiokyanaty, latky s kumulovanym syst¢émem dvojnych vazeb (R-N—C—S), se nazyvaji
Casto také hot¢icnymi oleji, chrani rostliny pted herbivory, uvoliiuji se i po oSetfeni herbicidy
(Vercammen et al., 2001).

U glukosinolati a mnohem vice u jejich rozkladnych produkti — isothiokyanata — byl
prokézan protektivni efekt proti rakoviné plic, zaludku, tlustého stfeva, prsu, mocového
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meéchyie a prostaty. Podstatou jejich mechanismu uc¢inku je indukce nebo inhibice enzymi
podilejicich se na metabolismu xenobiotik (cytochrom P450, NAD(P)H: chinon-
oxidoreduktazy, glutathion-S-transferdzy, uridin 5-difosfatu, glukoronosyl-transferazy,
epoxid-hydrolazy, ferritinu, y-glutamatu, cystein-ligdzy a kataldzy), inhibice rdstu tumori
a jeho prokrveni a indukce apoptozy (Traka et al., 2009).

2.4.2.2. Fenylpropanoidy a benzenoidy

Prekursorem pro biosyntézu téchto latek je fenylalanin a u Arabidopsis thaliana mizeme najit
hlavné derivaty skoficové kyseliny: sinapoyl cholin nebo kumarinovy derivat skopolin (Obr.
10). Skopolin i jeho aglykon, skopoletin, se také povazuji za fytoalexiny, protoze inhibuji
kli¢eni spor Sclerotinia sclerotiorum, nékterych druhti Fusarium sp. a dalSich. Byla zjisténa
i uloha skopoletinu v abiotickém stresu, muze totiz chelatovat Zelezo a pomahat tak jeho
netoxickému skladovani v buiice . Sekrece skopolinu a jeho externi konverze na skopoletin
(pomoci exocytovanych B-glukosidas) kofenovymi buikami napomaha pti vychytavani Zeleza
Z pudy.VétSina z téchto latek je zapojena v ochrané rostliny proti UV zafeni a také negativné
ovliviiuji biosyntézu auxinu (Nakano et al., 2014).

Do skupiny benzenoidi patii dal$i vyznamna signalni slouc¢enina — kyselina salicylova, ktera
byva rovnomérné distribuovana v celé rostling, zatimco dalsi benzenoidni struktura — Kyselina
syringova je pfitomna hlavné v kofenech a kyselina vanilinova v kvétenstvich (Rohde et al.,
2004). Kyselina salicylova — signalni molekula spoustéjici expresi obrannych PR1 proteinti
(pathogen-related1) je béhem obrany syntetizovana drahou pies ICS (isochorismate synthase)
a zapojuje se v lokalni obranné reakci i SAR (systemic acquired reaction — systémove ziskana
rezistence), zatimco tékavy metylsalicylat i metylbenzoat (Obr. 10), ktery je povazovan
za systémové prenaseny signal, vznika paralelni drahou se zapojenim PAL (phenylalanine
ammonia lyase) a tato draha dava vznik Sirokému spektru fenylpropanoidu, které se tcastni
i stavby bunééné stény. (Van Poecke et al., 2001)

2.4.2.3. Polyketidy: flavonoidy

Polyketidy jsou latky velmi rozsifené naptiklad u hub, jejich podskupina — flavonoidy patii
k nejvétsi skupiné polyketidi a jsou syntetizovany z malonyl-CoA pies drahu chalkonsyntasy.
Flavonoly, nejvétsi skupina flavonoidi u Arabidopsis thaliana, chrani rostlinu pred UV
zafenim systémem konjugovanych dvojnych vazeb. Po ozéafeni se hromadi hlavné glykosidy
kempferolu (Obr. 10) a kvercetinu a to nejen v nadzemni ¢asti hlavné mladsich rostlin, ale
I v kofenech (Veit et al., 1999). Flavonoly zasahuji do hormonalni rovnovahy A. thaliana tim,
7e inhibuji polarni, basipetalni transport auxinu a tim 1 rist. Zji§ténym mechanismem ucinku
je inhibice nékterych proteinkinas, fosfolipasy A2 a fosfodiesteras. Flavonoidy hraji roli
i v symbiotickych interakcich (Fox et al., 2001).

Na stupni ozateni zavisi také produkce dalSich flavonoidl — barevnych antokyani.

U A. thaliana je to kyanidinovy derivat. Protoantokyanidiny neboli kondenzované tanniny

reguluji v semenech dormanci a délku Zivota a podileji se na ochrané proti patogenim
(Debeaujon et al., 2003).
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Pro lidské zdravi maji flavonoidni struktury z ¢eledi Brassicaceae zasadni vyznam hlavné
z diivodu jejich hojného pifijmu potravou. Nejcastéji sledovanym flavonoidem je kvercetin
z brokolice, ale flavonoidy se nachazeji ve velkém mnozstvi u vSech zéstupcii celedi.

je antioxidacni pusobeni, které¢ se pozitivné¢ projevuje hlavné u aterosklerotickych projevi,
karcinomu, neurodegenerativnich onemocnéni a starnuti (Cartea et al., 2011).

2.4.2.4. Terpeny, derivaty mastnych Kkyselin a steroidy

Po poskozeni se z A. thaliana uvoliiuje smés tékavych monoterpenti (kofeny) a seskviterpenti
(nadzemni ¢asti) : a-pinen, limonen, myrcen, ocimen ap., pfitomny jsou i netékavé triterpeny
(Tholl et al., 2005). U monoterpeni se predpoklada ochranna funkce proti reaktivnim formam
kysliku.

Z latek lipidové povahy je zaznamendna pfitomnost hlavné ochrannych povrchovych voskl
a suberint a také oxilipint se signaliza¢ni funkci.

Podobnou biosyntetickou drahu jako terpeny maji rostlinné steroidni struktury. V A. thaliana
se z kampesterolu a cholesterolu odvozuji brassinosteroidy, latky se signaliza¢ni funkci.
Nejvyraznéjsi ucinek maji brassinolid (Obr. 10) a kastasteron, jejich G¢inek v rostliné zacina
vazbou na receptorovy komplex (BRIl a BAK1) lokalizovany vné plasmatické membrany,
ptes dalsi signalizacni kroky zptsobuji elongaci, déleni bunék a také jejich diferenciaci. Navic
u mutantli se sniZenou produkci brassinosteroidit bylo zjist€éno menSi mnozstvi cévnich
svazkli. BRIl receptor patii do skupiny asi 200 LRR-RLK receptorti (leucin-rich repeat
receptor-like kinase), které se podileji také na percepci pii biotickém stresu (Cheon et al.,
2010, Vert et al., 2005).

Geny, které jsou regulovany brassinosteroidy, ovliviiuji slozeni bunééné stény, chovani
cytoskeletu a syntézu hormoni. Brassinosteroidy zvysuji odolnost proti zvySené i snizené
teploté, suchu, zasoleni, patogenlim, a to hlavné regulaci a propojenim s ostatnimi signalnimi
molekulami v rostling. Jejich interakce s auxinem, gibereliny, etylenem, kyselinou abscisovou
a jasmonovou je znama spiSe kvili regulaci ristovych a vyvojovych procest. Za standardnich
podminek zvySuji brassinosteroidy hladinu etylenu a kyseliny jasmonové a u niz§ich rostlin
bylo popsano zvySeni hladiny kyseliny abscisové po brassinosteroidech pfi stresu, zatimco
kyselina abscisovd inhibuje brassinosteroidovou signalizaci. Pfidavek brassinosteroidii
zvySoval toleranci A. thaliana K solnému i tepelnému stresu. Také se ukazuje, ze
brassinosteroidy nezavisle na NPRI1 (nonexpressor of pathogen-related genesl) indukuji
expresi SA-responzivnich gent PR-1 a WRKY70 (Divi et al., 2010).

Steroidni struktura brassinosteroida piisobi i na lidsky organismus, a to svym anabolickym
efektem (zvySuji mnozstvi svalovych vldken), ale neplisobi, jako je tomu u ostatnich steroidi,
pfes receptory umisténé v jadfe, nybrz ptres povrchové receptory vné¢ bunék. Navic bylo
prokéazano, Ze brassinosteroidy inhibuji riist nékterych rakovinnych bunék, a to bez ovlivnéni
bun¢k normalnich (Esposito et al., 2011).
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2.4.3. Produkce sekundarnich metaboliti explantatovymi kulturami in vitro

V poslednich dvaceti letech byly vkladany velké nad€je do produkce sekundarnich metabolitd
pomoci explantatovych kultur. Prvni definice pochazi od Bauera: ,,Za explantat je povazovan
kazdy fragment zivého pletiva, cely orgdn nebo komplex organt, ktery je vytrzeny
z korelacnich vztaht k celku a je péstovan v umélych podminkach® (Bauer 1939). Zname
mnoho typu explantatovych rostlinnych kultur, nejcastéji vyuzivané jsou kotenové, kalusové
nebo bunécéné. Bunky téchto kultur jsou vice ¢i spiSe méné diferencované diky specifickému
slozeni media. Nediferencovan¢ — kmenové bunky se Vrostliné vyskytuji v apikalnim
meristému jak nadzemni Casti, tak 1 kofene, ale najdeme je i difuzné rozeseté v jinych
pletivech. Jsou rostlinou udrzovany v nediferencovaném stavu pomoci hormonti a jinych
chemickych signalti. Bylo zjisténo, ze zdanlivé neorganizovana kalusova hmota ma strukturu
nejpodobnéjsi asi kotfeni (Sugimoto et al., 2010).

Zéakladem pro odvozeni in vitro kultur je pouziti spravného poméru rostlinnych hormoni
auxinu a cytokininu (n¢kdy i giberelini) pro udrzeni rostliny v dediferencovaném stavu.
Pomér hormonti (i konkrétni forma auxini nebo cytokinintl) ma vliv prav€ i na sloZeni
a mnozstvi sekundarnich metabolitd. Kazdy rostlinny druh mé& své specifické néaroky
na mnozstvi daného hormonu, ale obecné plati, Ze v jistém smyslu plisobi auxiny a cytokininy
antagonisticky. Pfi vyrazné vy$§im poméru cytokyninu vi¢i auxinu se preferenéné vyvijeji
nadzemni ¢asti rostliny, vyssi koncentrace auxinu naopak zvyhodiuje vyvoj kofenti. Nepatrné
vys$s§i pomér auxinu viuci cytokininu zptisobuje dediferenciaci rostlinnych bunck a vyviji se
kalus (Skoog et al., 1957). U jednotlivych taxonu je tedy potieba zjistit vliv poméru
rostlinnych hormont na dediferenciaci i slozeni metaboliti viceméné experimentalné.
Rostlinné in vitro kultury vykazuji oproti péstovanym rostlinam nékolik vyhod: rostlinné
kultury rostou v kontrolovanych podminkach, to znamena, Ze nejsou ovliviiovany
nezddoucimi mikroorganismy a podminky se mohou podle momentalni potfeby ménit.
V kratS§im Case poskytuji vice rostlinné biomasy a tim i sekundarnich produkti nez intaktni
rostliny. Diky totipotenci rostlinnych bunék je méné diferencovana buika rostlinné kultury
schopna piepnout do prakticky jakéhokoli metabolického stavu, ke kterému ma jeji genom
potencial. K elicitaci — vyvolani zvySené produkce zadanych rostlinnych sekundarnich
metabolith - se vyuZivaji abiotické stresové faktory, rostlinné hormony, signalni molekuly
zapojené v obrannych drahach a nebo molekularné-genetické ptistupy.

Postupem Casu se ale ukazalo, Ze naptiklad produkci sloZitych molekul alkaloidii neni mozné
u rostlinnych kultur dovést do zdarného konce, protoze metabolické drahy jsou piili§ slozité
a Casto vazané na urcité morfologické struktury rostliny. Cytostatikum paklitaxel je jednou
z mala slozitych struktur, které lze pomoci buné¢éné kultury tisu (Taxus sp.) vyprodukovat
v dostateéném mnozstvi, pravé indukci rostlinnou signalni molekulou — kyselinou
jasmonovou (Tabata 2006).

Explantatové kultury Celedi Brassicaceae mohou poskytnout idealni material pro produkci
flavonoidnich struktur s antioxida¢nim ucinkem. Je mozné vyuzit vyhod fizeného, rychlého
narlistu biomasy a zaroven je rostlinna kultura schopnd syntetizovat celé, relativné
jednoduché molekuly flavonoidl, které pak mohou byt zkultur extrahovany pro
farmaceutické ucely.
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Jednim z Gspé&Snych pokust bylo zvySeni mnozstvi fenolickych struktur u in vitro kultur zeli
(Brassica oleracea var. costata) pomoci specifického poméru benzylaminopurinu (cytokinin)
a kyseliny naftyloctové (auxin) (Taviera et al., 2009).

Glukosinolaty se v intaktnich rostlinach celedi Brassicaceae tvoii po mechanickém
poskozeni, které v rostlindch spousti signalizani drahu kyseliny jasmonové. Toho bylo
vyuzito pro zvySeni obsahu indolovych glukosinolati v embryondlnich kulturach rodu
Brassica, kde se po oSetfeni kyselinou jasmonovou zvysil obsah téchto latek az sedmkrat
(Mollers et al., 1999).
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. Cile diserta¢ni prace:

Prostudovat ulohu cytoskeletu v casné obranné reakci rostlin.

Na modelové rostliné Arabidopsis thaliana budou s pouzitim transgennich rostlin
s fluorescenéné znaCenymi slozkami cytoskeletu sledovany casné zmény aktinového
cytoskeletu jako odezva na stres. Pro zjisténi role aktinové sité pii odezve na bioticky stres
a jejich ucasti v signalnich drahach budou vyuzity cytoskeletalni drogy. K vyvolani
stresové odpovédi budou pouzity signalni molekuly - kyselina salicylova, kyselina
fosfatidova a benzothiadiazol. Ziskané vysledky téchto experimentti in vivo budou
hodnoceny pomoci obrazové analyzy a statisticky zpracovany.

Studovat piimé interakce fosfolipazy D s cytoskeletem.

Za pouziti molekularné-biologickych metod bude studovana lokalizace fosfolipasy D
Vv buiice a ptima interakce fosfolipasy D a cytoskeletem in vivo, popiipadé bude studovana
tato interakce po pusobeni signalnich molekul.

Studovat tlohu fosfolipasy D a mikrotubulti béhém abiotického stresu (solného). Ziskané
vysledky téchto experimentd in vivo budou hodnoceny pomoci obrazové analyzy
a statisticky zpracovany

Hodnotit produkci sekundarnich metabolitd Arabidopsis thaliana jako vysledek stresové
odpovédi. Signalni molekuly kyselina salicylova a inhibitor kyseliny fosfatidové budou
aplikovany na rostliny husenicku a poté budou v listech analyzovany indukované
sekundarni metabolity s vyuzitim hmotnostni spektrometrie.
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4. Material a metody

4.1. Material

Pouzité laboratorni piistroje a chemikalie jsou uvedeny v pfiloze 1. Roztoky a kultivacni
media jsou uvedeny v piiloze 2.

4.1.4. Primery

Pied transformaci rostlin mikrotubuldrnimi markery, byly klonovany genové konstrukty
mCherry-TUA6 a mCherry-TUB6. Pro amplifikaci a kontrolu gent pro tubulin o a 6 byly
pouzity klonovaci primery, amplifikujici cds (kédujici sekvenci):

TUAG6BamHI Fw  5-AGGATCCAATGAGAGAGTGCATTTCGATC-3’

TUAGSall Rv 5-AGTCGACTTAGTATTCCTCTCCTTCATC-3’
TUB6BamHI Fw 5'-AGGATCCAATGAGAGAAATCCTTCACATTC-3’
TUB6Sall Rv 5'-AGTCGACTCACTCATGATCCAATATCTCT-3"

Pfed transformaci rostlin a suspenznich kultur markerem pro PLDS, byla kontrolovéna
ptitomnost sekvence pro konstrukt GFP-PLDJ pomoci primeru:

eGFP-PLDSvpK7WGEF2 Fw 5'-GTAAACGGCCACAAGTTCAG-3’
eGFP-PLD3vpK7WGF2 Rv 5'-TGGTTAAAGTGTCAGGAAGAGC-3’

Genotypizace inser¢nich mutantnich linii p/do SALK_023247 se realizovala s pomoci
primert:

LBb1.3 5-ATTTTGCCGATTTCGGAAC-3’

plddaLP023247 5'-ATCCTACAGTGCAAATCGTGC-3’

plddaRP023247 5'-AGGAAAGGAAGTCAGGTGAGG-3’

Neptitomnost fragmentu PLDS v MRNA (cDNA) vinseréni mutantni linii pldo
SALK_023247 se kontrolovala za pouZiti primert:

gplddBefinsFw 5'-CCGTAAGGTTATCACCAGCG-3’

gplddBefinsRv 5'-CGAACCGGGATCTTAGCC-3’

K orienta¢ni kontrole reportérovych gend (fluorescen¢ni markery) se pouzivaly primery:
mCherryEr Fw 5'-GCGAGGAGGATAACATGG-3’

mCherryEr Rv 5-TTACTTGTACAGCTCGTCC-3’

RFPzGW Fw 5'-CGTCATCAAGGAGTTCATGC-3’

RFPzGW Rv 5'-GTACTGTTCCACGATGGTG-3"

GFPzpGreen Fw 5'-TAAACGGCCACAAGTTCAG-3’

GFPzpGreen Rv 5-TGTACAGCTCGTCCATGC-3"

eGFPzP2FGW7 Fw 5'-GTAAACGGCCACAAGTTCAG-3’

eGFPzP2FGW7 Rv 5-TGTACAGCTCGTCCATGC-3’

44



4.1.5. Bakterialni kmeny
Agrobacteium. tumefaciens

C58C1ls pGV2260 Agricultural biotechnology center, Mad’arsko
(Bechtold et al., 1993)

E. coli DH5a Clontech, USA

E.coli XL1blue PiF, UK (Mattanovich et al., 1989)

4.1.6. Rostlinny material
Rostliny Arabidopsis thaliana ekotyp Columbia-0, divoky typ (dale oznacovano Ath WT)

Rostliny A. thaliana ekotyp Columbia-0, GFP-PLDS (fosfolipasa D§; dale ozna¢ovano GFP-
PLDS).

Transformovano plasmidem pK7WGF2 pomoci Agrobacterium tumefaciens do divokého
typu; promotor 35S z viru kvétakové mozaiky; selekce kanamycinem

piipraveno v Laboratofi biochemie rostlin, VSCHT v Praze, J. Matouskova, P. Simandl
(Simandl 2011)

Rostliny A. thaliana ekotyp Columbia-0, WT, GFP-TUAG6 (tubulin a 6; dale oznaovano
GFP-TUAG)

Transformovano plasmidem pCambial300 pomoci A. tumefaciens do divokého typu;
promotor 35S z viru kvétdkové mozaiky, selekce hygromycinem,

dar od Dr. J. Ambrose, Pensylvania, USA (Ambrose et al., 2007)

Rostliny A. thaliana ekotyp Columbia-5, mutantni linie v genu GLABROUS 1, GFP-TUAG
(tubulin o 6; dale ozna¢ovano GFP-TUAG6gI1)

Transformovano plasmidem pBI 121 (Clontech) pomoci A. tumefaciens (kmen pGV2260) do
gl-1 mutantni linie; promotor 35S z viru kvétakové mozaiky, selekce kanamycinem,

dar od Prof. Hashimoto, NARA Institut, Japonsko (Ueda et al., 1999)

Rostliny A. thaliana ekotyp Columbia-0, WT, GFP-TUBG6 (tubulin  6; dale oznacovano
GFP-TUBG6)
Transformovano plasmidem pCambial300 pomoci A. tumefaciens do divokého typu;

promotor 35S z viru kvétdkové mozaiky, selekce hygromycinem
dar od Dr. J. Ambrose, Pensylvania, USA (Ambrose et al., 2007)

Rostliny A. thaliana ekotyp Columbia-0, WT, GFP-fABD2 (fimbrin Actin Binding Domain;
dale ozna¢ovano GFP-fABD2)

Transformovano plasmidem pCB302 pomoci A. tumefaciens do divokého typu; promotor 35S
z viru kvétadkové mozaiky, selekce detekci GFP

dar od Dr. K. Schwarzerové, PfF UK, Praha (Voigt et al., 2005)
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Rostliny A. thaliana ekotyp Columbia-0, WT, mCh-TUAS5 (tubulin a 5; dale oznafovano
mMCh-TUADS). Transformovano upravenym plasmidem pEG104 pomoci A. tumefaciens do
divokého typu; promotor 35S z viru kvétakové mozaiky, selekce fosfinotricinem a detekci
mCherry

dar od Dr. S. Perssona, Potsdam, Némecko (Gutierrez et al., 2009, Sampathkumar et al.,
2011)

Rostliny A. thaliana ekotyp Columbia-0, WT, mCh-TUAG6 (tubulin a 6; dile oznafovano
mMCh-TUA®B). Transformovano plasmidem pGreen 0029 pomoci A. tumefaciens do divokého
typu; promotor 35S z viru kvétdkové mozaiky, selekce kanamycinem a detekci mCherry,
pripravovano v laboratofi K. Schwarzerové (E. Bellinvia, J. Matouskova), PfF UK, Praha

Rostliny A.thaliana s vyfazenou funkci genu PLDJ pomoci inserce T-DNA, linie SALK
023247 (dale oznacovano pldoA) a linie SALK 092469 (dale oznacovano pldoB)

T-DNA v obou ptipadech vloZena plasmidem pROK2 (Alonso et al., 2003)

rostliny ziskany z Salk Institute Genomic Analysis Laboratory, La Jolla, Kalifornie, USA

Rostliny A.thaliana s vyfazenou funkci genu EDS1 pomoci inserce T-DNA, linie SALK
057149 (dale oznacovano edsl) T-DNA vlozena plasmidem pROK2 (Alonso et al., 2003)
rostliny ziskany z Salk Institute Genomic Analysis Laboratory, La Jolla, Kalifornie, USA

4.2. Metody
4.2.1. Kultivace a mikroskopie rostlinného materialu

4.2.1.1. Kultivace rostlinného materialu

K odhaleni dynamiky aktinového cytoskeletu po ptisobeni cytoskeletarnich drog a signalnich
molekul byly pouzity sedmi- az desetidenni rostliny Arabidopsis thaliana, Col-0, WT stabilné
transformované konstruktem GFP-fABD2 (Voigt et al., 2005). Pti povrchové sterilizaci byla
semena nejprve osetfena 90% ethanolem, pro lepsi smacivost, poté sterilizovana 20% Savem
a tfikrat promyta sterilni vodou a vysazena pipetou na sterilni tuhé medium. Rostliny byly
sterilné péstovany na tuhém, modifikovaném MS mediu - ARA mediu (llles et al., 2006) v
rezimu kratkého dne — 8 hodin svétlo s intenzitou 110-150 umol.m2.s%, pii teploté 22°C —
den, 20°C — noc. Relativni vlhkost byla 50%. Uzaviend miska se semeny byla do rlstové
komory umisténa vertikalng, aby semendcky rostly po povrchu agaru a mohly byt pozdéji bez
poskozeni pfemistény na podlozni sklo k provadéni experimentu.

Pro sledovani kolokalizace PLD& s MT a biolistické oSetfovani, stejné jako pro selekce rostlin
byly pouzivany péti- az tficetidenni rostliny A. thaliana, Col-0, WT stabiln¢ transformované
konstruktem GFP-PLDJ,GFP-TUA6 nebo mCh-TUA5 (Gutierrez et al., 2009), popiipadé
dvojité linie A. thaliana, Col-0 se stabilné¢ vnesenymi konstrukty GFP-fABD a mCh-TUA5
(Sampathkumar et al., 2011). Rostliny byly péstovany nesterilné na zahradnim substratu
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v rezimu kratkého dne — 8 hodin svétlo s intenzitou 110-150 umol.m2.s%, pii teploté 22°C ve
dne, 20°C v noci. Relativni vlhkost byla 50%.

Pro sledovani zapojeni PLD6 a MT Vv solném stresu byly pouzivany pétidenni rostlinky
Arabidopsis thaliana, Col-0 divokého typu (WT) a linie inserénich mutantd A. thaliana, Col-
0, pldo SALK 023247. Pii povrchové sterilizaci byla semena nejprve oSetiena 90%
ethanolem, pro lep$i smacivost, poté sterilizovana 20% Savem a tfikrat promyta sterilni vodou
a vysazena pipetou na sterilni tuhé medium. Byly péstovany na standardnim MS mediu
(Murashige et al., 1962) s ptidavkem 1% sacharosy, zpevnéném 1,2% agarem, v rezimu
kratkého dne — 8 hodin svétlo s intenzitou 110-150 umol.m2.s?, pti teploté 22°C ve dne,
20°C v noci. Relativni vlhkost byla 50%. Sterilni misky s rostlinami byly umistény vertikalné
do rustové komory, aby kofinky neprorustaly do agaru a bylo mozné je béhem experimentu
bez poskozeni premistit na agarové plotny s obsahem soli.

Metabolomicka studie byla provadéna na jedenactidennich semenaccich A. thaliana, Col-0
WT a sterilné péstovanych v tekutém MS mediu (Murashige et al., 1962) v titra¢nich
destickéach, medium se obménovalo jednou za sedm dni. Rostlinky byly kultivovany v rezimu
dlouhého dne — 10 hodin svétlo s intenzitou 120 umol.m?2.s?, pfi teploté 22°C. Relativni
vlhkost byla 70%.

4.2.1.2. Kultivace suspenznich kultur

Tabakové bunééné linie BY-2 (Nicotiana tabacum L. cv. Bright Yellow 2 (Nagata et al.,
1992) byly péstovany v 250 ml Erlenmeyerovych bankach v 50 ml tekutého BY-2 media za
stalého michani 150 RPM v orbitadlnim inkubatoru (Sanyo Gallenkamp Orbi-Safe), pii teploté
27°C ve tmé. Kultura byla udrzovéna tak, Ze kazdych sedm dni bylo 10 ml suspensni kultury
prevedeno za sterilnich podminek do 50 ml Eerstvého tekutého BY-2media.

Bunééné linie Arabidopsis thaliana, Col-0, divokého typu (Axelos et al., 1992) byly
péstovany ve forme bunééné suspensni kultury v 250 ml Erlenmeyerovych baikach v 50 ml
tekutého Hellerova media pfi teploté 22°C a konstantnim michani 130 RPM v orbitalnim
inkubatoru (Sanyo Gallenkamp Orbi-Safe) se stalym maximalnim osvétlenim (zafivkami
Osram L 30W Lumilux Cool White). Kazdych sedm dni bylo 10 ml suspensni kultury
pievedeno za sterilnich podminek do 50 ml ¢erstvého tekutého Hellerova media.

4.2.1.3. OSetreni rostlin

Cytochalasin E — CytE (Sigma Aldrich) byl nejprve rozpustén v DMSO (zasobni roztok 4
mM, uchovavat v -80°C) a zéasobni roztok pridan k ristovému mediu tak, aby vznikla
pozadovana koncentrace (10 nebo 20 uM). 2mM (uchovavat v -80°C) zasobni roztok
latrunkulinu B — LatB (Sigma-Aldrich) v DMSO byl piidan do ristového media tak, aby
vznikla 100-500 nM koncentrace pouzivana k oSetieni rostlin béhem mikroskopického
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experimentu. Roztoky byly po celou dobu experimentu uchovavany v ledu. Nejvyssi
koncentrace DMSO v pracovnim roztoku dosahla 0,25%.

Oryzalin byl rozpustén ve vodé (zasobni roztok 20 mM, uchovavat pii 4°C) a do media
ptidan tak, aby vznikla 20 uM kone¢na koncentrace.

1 M zasobni vodny roztok salicylatu sodného - SA (Sigma Aldrich) byl pfidan k ristovému
mediu tak, aby vznikla pozadovana koncentrace pracovniho roztoku (250 uM, 1ImM a 50
uM).

1 M zasobni roztok 4-hydroxybenzoové kyseliny — HBA (Sigma Aldrich) byl pfidan
k ristovému mediu tak, aby vznikla pozadovana koncentrace pracovniho roztoku (250 uM a
1mM).

Odpovidajici mnozstvi kyseliny fosfatidové — PA (Sigma Aldrich) bylo rozpusténo v 200 pl
chloroformu a nasledné odpatreno na vakuové odparce, poté bylo ptidano zivné medium tak,
aby vznikl 10 mM zasobni roztok (pfipravovat vzdy ex tempore). Odparek byl v mediu
dispergovan sonikaci. Uspé&$nost procesu byla hodnocena dle opalescence roztoku. Tésné pied
upotiebenim byl zasobni roztok nafedén zivnym mediem na 10 uM koncentraci.

Odpovidajici mnozstvi n-butanolu nebo tert-butanolu (Sigma Aldrich) bylo rozpusténo
Vv riistovém mediu, tak, aby vznikl 0,1% roztok.

Pti aplikaci solného stresu byla po péti dnech ristu ¢ast rostlin pfesunuta na MS zpevnéné
medium se 150 mM nebo 200 mM NaCl (Lachner CR). Po 30 minutach, 2, 3 a 5 hodinach
pusobeni probihala fixace rostlin a imunoznaceni mikrotubula v kofenech.

Fluorescen¢ni barvivo FM4-64 se nejprve rozpustilo v DMSO (zasobni roztok 20 mM,
uchovavat v -80°C), poté se roztok pfidal do ristového media, tak, aby vznikla poZadovana
koncentrace 20 pM.

Vsechny kone¢né koncentrace roztoki se pfipravovaly ex tempore a byly udrzovany na ledu.

4.2.1.4. Imunohistochemické znacéeni mikrotubulu

Fixace a imunoznaceni pétidennich oSetfenych i kontrolnich rostlin A. thaliana, Col-0, WT a
pldo probihala ve specidlnich Petriho miskach (100x100 mm) rozdélenych mfizkou na 25
jamek (P — LAB, CR) do kterych byly umistény kosicky s rostlinami, takZe nebylo nutné
s rostlinkami pfimo manipulovat pti vyméné roztokd. Kosi¢ky byly zhotoveny z asi 1,5 cm
casti 15 ml plastové zkumavky, na jednu stranu tohoto prstence byla pfipevnéna nylonova
membrana (Nylon net filters, 41 um, Millipore), takZe vzniklo jakési sitko.

Fixace probihala v roztoku 1,5% paraformaldehydu a 0,5% glutaraldehydu v pufru PMET za
snizeného tlaku 400-500 mBar po dobu 40 minut. Dilezité bylo, aby sniZzovani 1 zvySovani
tlaku probihalo velmi pozvolna (asi 2 minuty). Po promyti v PMET roztoku, probihala 15
minut (pfesné) digesce bunéénych stén pomoci 0,01% pektolyasy a 0,1% pektinasy v PBS
pufru. Po promyti roztokem PME s ptidavkem 10% glycerolu se rostlinky odvodnily 10 minut
v podchlazeném methanolu pii teploté¢ -20°C. Nasledovala rehydratace v PBS a blokovani
pomoci 1% BSA s0,1% Tritonem X-100 v PBS po dobu 30 minut. Poté se aplikovala
primarni protilatka (mySi monoklonalni protilatka IgM proti o-tubulinu, Sigma Aldrich)
v fedéni 1:1 000 ptes noc. Po promyti PBS byla aplikovana sekundarni krali¢i IgG protilatka
konjugovana s FITC v fedéni 1:30 po dobu 1 hodiny pii 37°C. Nasledovalo promyti PBS a
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pfeneseni rostlin do 50% glycerolu v PBS. Rostlinky takto ulozené v chladu je mozno
pozorovat az dva tydny.

4.2.1.5. Konfokalni mikroskopie rostlin a suspenznich kultur

Subcelularni ~ struktury Zzivych 1 trvalych prepardti byly pozorovany konfokalnim
mikroskopem Zeiss LSM 5 DUO. K vizualizaci GFP a fluorescen¢ni barvy FITC byla pouzita
excitace argonovym laserem o vinové délce 744 nebo 488 nm, pro RFP a mCh 532 nm a
emitované svétlo prochazelo délicem paprskit HFT 488 a emisnim filtrem v rozmezi 505-550
nm.. Pouzivan byl objektiv Zeiss C-Apochromat 40x/ 1,2 UV-VIS-NIR nebo Plan-
Apochromat 63x/ 1,40 Qil DIC.

Pfi mikroskopii rostlin po oSetfeni signalnimi molekulami byly rostlinky z tuhého media
opatrné preneseny na podlozni sklo s kapkou media a piekryty krycim sklem, tak, ze se
nepiekryvalo se sklem podloznim, ale bylo pootoceno o 45°, aby jeho hrany vycnivaly z
podlozniho skla. Protoze byl pfi experimentu pouzivan konfokalni mikroskop s invertovanymi
objektivy, byla tato uprava nutnd k tomu, aby bylo béhem experimentu mozné vymeénovat u
vzorku roztoky bez toho, aby se vzorek pohnul. Bylo totiz nutné snimat stejnou ¢ast pted a po
osetfeni danou chemikdlii, aby bylo mozné porovnat plsobeni latek na stejné oblasti
cytoskeletu. Sledovana byla vrstva kortikalniho cytoskeletu pod plasmatickou membranou
epidermalnich bunck abxidlni strany tfetitho a ctvrtého pravého listu, déloznich listl,
hypokotylli a meristematickd a elongac¢ni zéna kofene. Na pravych listech bylo u Spicky
misto, kde byly butiky na ploSe asi 90 x 90 pm velmi ploché a rovné, toto misto bylo idealni
pro snimani cytoskeletu. Cytoskelet byl sledovan pted oSetienim a 1-45 min po oSetfeni
Vv intervalech pfiblizn€ 10 min. Série zacinala tam, kde se objevily prvni mikrotubuly a
nasledné bylo proskenovéano jesté¢ 10-15 snimkl smérem do stfedu buniky, vzdalenost mezi
jednotlivymi snimky byla 400 nm.

Pfi sledovani zmén protilatkou zna¢enych mikrotubulti po ptsobeni solného stresu byla
pozorovana elonga¢ni zona kofene trvalého preparatu A. thaliana Col-0 divokého typu — WT
a inzer¢niho mutantu pldd SALK 023247 ve vzdalenosti 300-420 um a 540-660 um od apexu
kotene, kde je typické transverzalni uspofadani mikrotubuld. V jednotlivych mistech kotfene
byly potizovany série snimkii, tésn¢ pod plasmatickou membranou bun¢k. Série zacinala tam,
kde se objevily prvni mikrotubuly a nasledné bylo proskenovano jesté 10-15 snimkii smérem
do stiedu bunky, vzdalenost mezi jednotlivymi snimky byla 400 nm. Cilem bylo ziskat
V jednom kofteni alesponi Sest bunék, ve kterych by bylo mozné spocitat mnoZzstvi mikrotubula
na 20 um délky kotfenové bunky.

Kolokalizacni studie, sledovdni subcelularni lokalizace exprese PLDd a selekce
transformovanych rostlin bylo realizovdno screeningem epidermélnich bun€k déloznich a
pravych listd, hypokotylii a kofenti A.thaliana. Casti rostlin byly upraveny tak, aby byly
dostate¢né ploché (napt. vytiznutim stfedovych Zilek velkych listll) pfeneseny na podlozni
sklo s kapkou media. Serie snimka zacinala v oblasti plasmatické membrany a nasledné bylo
proskenovano jest¢ 10-15 snimkl smérem do stfedu bunky, vzdalenost mezi jednotlivymi
snimky byla 100-400 nm.
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Pii kolokaliza¢nich experimentech na suspenznich kulturach BY-2, A. thaliana a sledovani
bunék pii odvozovani bunééné kultury A.thaliana stabiln¢ transformované genovym
konstruktem GFP-TUAG bylo 200 ul bunééné suspenze aplikovano na podlozni sklo mezi dva
tenké prouzky parafilmu. Kryci sklo bylo umisténo na prouzky parafilmu, tak aby nebyly
bunky suspenze pfili§ stlaeny. Builky suspenze byly nejprve skenovany za pouziti mensSiho
zvétSeni 10-20 X, po nalezeni buné€k exprimujicich hledané konstrukty byly detaily snimany
pii zvétSeni 40-63x. Série snimku zacinala v oblasti plasmatické membrany a nasledné bylo
proskenovano jest¢ 10-15 snimkd smérem do stfedu bunky, vzdalenost mezi jednotlivymi
snimky byla 100-400 nm.

4.2.1.6. Fluorescen¢ni mikroskopie rostlin a suspenznich kultur

Zmény bunék kofend patnactidennich semenackt A.thaliana WT a pldd po oSetfeni soli a
cytoplasmatické proudéni v bunikach hypokotylt sedmidennich A. thaliana GFP-fABD po
oSetfeni signalnimi molekulami bylo sledovano optickym fluorescenénim mikroskopem
Nicon Eclipse E600 mikroskop (Nikon, Japonsko) s piidanou funkci diferencialniho
interferen¢niho kontrastu (DIC) podle Nomarského. PouZzito bylo zvétseni neinvertovaného
objektivu Nikon Plan Fluor 20x/0,50 a Nikon Plan Fluor 40x/0,75. Obrazky byly snimany
barevnou digitalni kamerou (DVC 1310C, USA).

4.2.1.7. Spinning disk mikroskopie rostlin

Subcelularni lokalizace exprese PLDS a selekce transformovanych rostlin A. thaliana byla
sledovéana v epidermélnich bunkéach déloznich a pravych listl sedmi az tficetidennich rostlin
péstovanych nesterilng. Césti rostlin byly upraveny tak, aby byly dostate¢né ploché (napi-.
vytiznutim stfedovych zilek velkych listi) pfeneseny na podlozni sklo s kapkou media. Serie
snimkil zacinala v oblasti plasmatické membrany a nésledné& bylo proskenovano jest¢ 10-15
snimkt smérem do stiedu burky, vzdalenost mezi jednotlivymi snimky byla 100-400 nm.

Ke snimani sekvenci fotografii byl pouzit SDCM (Spinning disk confocal microscope)
Olympus 1X81-Andor SDCM (USA, UK), objektivem Olympus PlanApoN 60x /1,42 nebo
Olympus U ApoN340 40x/1,15. Zdrojem svétla byl laser o vlnové délce 488 nebo 516 nm,
emitované svétlo prochéazelo filtry o vinové délce 525 nebo 617 nm. Ke sniméni se pouzivala
CCD kamera Clara, Andor

4.2.1.7. Analyza obrazu

Pro analyzu délky aktinovych filament v epidermalnich bunkach listd A. thaliana GFP-
fABD2 po osetieni signalnimi molekulami byly vybrany obrazky pted oSetienim a kazdych 5-
10 min po oSetfeni, coz bude oznaCovdno jako jeden experiment. Pfi sniméni obrazkl
v kazdém case pied a po oSetieni byla pofizena vzdy série 0 10-15 snimcich, které se liSily
mistem snimani v z-ose preparatu. Série zacinala tésn¢ pod plasmatickou membranou bunky a
postupovalo se po 400 nm smérem do nitra buiiky. Obrazky v ramci jednoho experimentu,
které se liSily casem po oSetieni, byly vybirany tak, aby fotka zachycovala vzdy stejné misto
nejen v soufadnicich x,y, ale i v ose z. Takze bylo nutno ze série naptiklad 60-90 obrazku
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vybrat pouze 6 v programu Zeiss LSM Image Browser. Obrazky byly pofizovany s lateralnim
rozliSenim 114 nm/pixel a nebo pied analyzou upraveny na toto rozliSeni. Pokud se
nepodafilo nasnimat preparat v celé $ifi snimku v dobré kvalité (kvlli nerovnosti preparatu),
byly vybirany pouze oblasti s dostate¢nou ostrosti pomoci programti Adobe Photoshop
Software (Mountain, View, CA, USA) nebo Image J (freware from National Institues of
Health, USA). Pokud doslo béhem pokusu k pohybu preparatu, byly vzdy vybirany
odpovidajici oblasti a snimky v ramci jenoho experimentu srovnany do série nad sebe.
Obrazky byly potom automaticky zpracovany pomoci specifického skriptu vytvofeného
na zéklad¢ programii Image J, Perl a Gnuplot. V prvni fazi byly obrazky filtrovany uzitim
FFT (Fast Fourier transformation) a Low Pass filtri s definovanou orientaci, ¢imz byly
zobrazeny vzdy struktury se souhlasnym ptevladajicim nasmérovanim. Tento krok byl
opakovan 18x, vzdy s pootocenim filtru o 10° . V kazdém kroku byla rozpoznéana jednotliva
vlakna s pomoci automatického prahovani. Spojenim dil¢ich obrazkl pooto¢enych o 10° byl
pofizen binarni obraz, sloZzeny z rozpoznanych vldken o rtizné orientaci a tloust’ce, pfipraveny
k samotné analyze. Po vizualni kontrole zpracovani jednotlivych obrazili, byla automaticky
vyhodnocena délka filament (posléze piepoctena na délku v um) a byly vytvofeny histogramy
Cetnosti filament (Castic) o jednotlivych délkach pro kazdy spojeny obraz (Matouskova et al.,
2014).

4.2.2. Priprava konstruktu mCherry-TUA6 a mCherry-TUB6

Pro studium kolokalizace mikrotubuli s PLDd bylo potifeba pfipravit transgenni rostliny
exprimujici marker pro mikrotubuly. Pomoci restrikénich enzym BamHI a Sall byl vysttizen
gen pro tubulin a6 nebo 6 (Arabidopsis thaliana) z vektrou pER8 (dar od prof. Hashimoto
z NARA Institutu, Japonsko). Po amplifikaci pomoci specifickych primert byly geny
mechanicky vypreparovany a procistény z gelu. Poté se zaligovaly do klonovaciho vektoru

p DRIVE (UA hybridizace, Qiagen). Po sekvena¢ni kontrole fragmentu, transformaci E.coli
DH5-a danym plasmidem a amplifikaci v E. coli byly geny opét vysttizeny pomoci BamHI
a Sall restrikénich enzymt a zaklonovany do modifikovaného vektoru pGreen 0029, ktery
obsahoval S35 promotor z viru mozaiky kvétaku, nopalin syntasovy terminator a reportérovy
gen mCherry (Hellens et al., 2000), po transformaci byl plasmid opét amplifikovan v E.coli.
Vneseni neposkozeného konstruktu bylo kontrolovdno pomoci PCR, restrikénich enzymu
a sekvenace.

4.2.2.1. Transformace bakterialnich kmenua

Pomoci tepelného Soku byl plasmid pGreen 0029 (kanamycinova rezistence jak
pod bakterialnim, tak i pod rostlinnym promotorem) s konstruktem mCherry-TUAG, mCherry-
TUB6 vnesen do kompetentnich bun¢k E. coli x-blue nebo DH-5a. Poté byly bunky
selektovany pomoci modro-bilé selekce a zaroven péstovany pod selekénim tlakem
kanamycinu 50 pg/ml. Bylo vybrano nékolik (asi 15) bilych kolonii a ,roz¢arkovany*
nanovou plotnu s kanamycinem a x-gal ¢inidlem pro modrobilou selekci. P&t nejlépe
narostlych kolonii bylo pouzito na kontrolni PCR pro ovéfeni pfitomnosti vlozZenych
konstruktt. Poté byly vybrany dvé kolonie a inokulovany do tekutého media,
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po 14-16 hodinové kultivaci pti 37°C a za stdlého promichdvani 130 RPM byl plasmid
izolovan pomoci setu Midi-prep (Qiagen, Nizozemi) a jeho intaktnost zkontrolovana
sekvenaci.

Poté uz bylo mozné plasmidem pGreen (Hellens et al., 2000) s konstruktem mCherry-TUAG,
mCherry-TUB6 nebo plasmidem pK7WGF2 (dar od doc. J. Marce, University of Sydney)
s konstruktem GFP-PLDJ& (spektinomycinova rezistence pod bakteridlnim a kanymycinova
rezistence pod rostlinnym promotorem) elektroporaéné transformovat Agrobacterium
tumefaciens, kmen pGV 2260 (Bechtold et al., 1993) a stabiln¢ jim pozdé&ji transformovat
rostliny a nebo suspenzni kultury.

Pii transformaci A. tumefaciens pomoci pGreen0029 bylo nutné pouzit je$té pomocny
plasmid pSOUP (tetracyklinova rezistence) a pl9 (gentamycinova rezistence), ktery
napomahd zabranit uml¢ovani vnaSenych genil v rostlinach.

Transformované bakterie rostly do ODesoo= 1,2 ve 30 ml YEB tekutého media za tmy a stalého
tiepani 130 RPM. Krom¢ antibiotik pro jednotlivé plasmidy (kanamycin 50 pug/ml, tetracyklin
2 ug/ml, gentamycin 50 pg/ml, spektinomycin 100 pg/ml) bylo nutné piidat jesté rifampicin
50 ug/ml proto, aby Agrobacterium v roztoku nepieristaly jiné bakterialni kmeny.

Pro pozdé¢jsi potiebu byly jak z E. coli x-blue, tak i z jednotlivych natransformovanych kultur
A. tumefaciens ptipraveny konzervy, které lze az 1 rok uchovavat v -80°C: 500 ul bakterialni
kultury s densitou ODgoo = 1,8 smichame s 500 ul sterilntho 50% glycerolu a zchladime
v tekutém dusiku, poté ulozime dobte popsané do -80°C.

Vptipad¢ potieby dal§i plasmidové DNA s vnesenym konstruktem se nejprve pomoci
tepelného Soku transformuji bakterie Escherichia coli DHS5a, nechaji se pomnozit pies noc
a plasmidovd DNA se vyizoluje pomoci kitu ,Miniprep“ nebo ,Midiprep“ podle
pozadovaného mnozstvi DNA.

4.2.2.2. Transformace E. coli metodou tepelného Soku

Hluboce zamrazené (-80°C) kompetentni buriky E. coli DH-5a se nechaji 30 min rozmrznout
na ledu. Smiché se 1 pl vektorové DNA s 50 pl kompetentnich bunék a suspenze se necha 25
min inkubovat na ledu. Pak se bakterie vystavi tepelnému Soku pii 42°C po dobu 60 s a ihned
se prenesou zpét na led. Po dvou minutach na ledu se bakteridlni suspenze pfenese do 1 ml
na ledu vychlazeného SOC media a necha se 1 h tfepat pti 37°C. Pak se bunky centrifuguji 2
min

pii 3500g. Prebytecny supernatant se odstrani, peleta bun€k se rozmichd v 100 pl
supernatantu a prenese se na pevné LB medium s pfisluSnymi antibiotiky a kultivuje pti 37°C,
druhy den se hodnoti uspésnost transformace.

4.2.2.3. Transformace elektrokompetentnich bunék A. tumefaciens elektroporaci

Kompetentni bunky se rozmrazi na ledu a elektroporacni kyvety se vychladi. Nastaveni
elektroporatoru je nasledujici: 25 pF, 2 kV, 200 Q. 4 ul na ledu uloZené vektorové DNA se
napipetuji k 50 pl bakterialni suspenze, ktera se necha presné 1 min na ledu. Roztok bunék
acca 1lul plasmidové DNA (100 ng/ul) pieneseny do elektroporac¢ni kyvety se vystavi
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elektrickému vyboji. Thned po vyboji se bunécna suspenze smicha s 1 ml YEB media a necha
se 3 h kultivovat pii 28°C a 200 RPM. Poté se bunécna suspenze centrifuguje 2 min pii
3500g. Supernatant se odpipetuje tak, aby zbylo 100 pl supernatantu a peleta se v tomto
mnozstvi rozmicha a nanese na YEB agarové medium s pozadovanymi antibiotiky. Bakterie
se inkubuji v misce uzaviené parafilmem pti 28°C 3 dny.

4.2.3. Transformace rostlin a bunécnych suspenznich kultur

4.2.3.1. Biolisticka transformace pro transientni expresi genovych konstrukti

Biolisticka metoda transformace rostlin spociva v dopraveni zlatych nebo wolframovych
Castic (primér kolem lum) pokrytych studovanym genovym konstruktem v pFislusném
plasmidu nejlépe do epidermalni vrstvy rostlinného pletiva nebo do bun€k suspenzni kultury.
K aplikaci zlatych &astic bylo pouzito BPDS (Biolistic Particle Delivery System), ktery
doslova nastreluje zlaté ¢éastice do rostlinného pletiva pomoci stlac¢ené¢ho plynu. Biolisticka
transformace se provadéla dvéma pristroji Helios Gene Gun System (BioRad) na Katedie
experimentalni biologie rostlin, PfF UK v Praze, a nebo na pfistroji PDS-1000/He System
(BioRad) na VSCHT, Praha. Piistroje se li§i tim, e v prvnim piipadé neni tieba rostlinny
material umist'ovat do vakuové komory, druhy ma vakuovou komtirku pfimo zabudovanou.
Aplikace vektorové DNA na povrch zlatych ¢astic

Zasobni roztok zlatych ¢astic (60 mg v 1 ml 50% sterilniho glycerolu) ulozeny pii 4°C se
necha 10 min pfi pokojové teploté a nejméné 1 min intenzivné vortexuje, ihned se odebere 6
ul suspenze do sterilni mikrozkumavky a na ledu se pfida 1pl plasmidové DNA (optimalni
koncentrace je 1 pg/ ul), 6 pl 2,5 M roztoku chloridu vapenatého a 2,5 ul 100 mM vodného
roztoku spermidinu. Smés se 3 min vortexuje a poté centrifuguje 30 s pii 10 000 g,
supernatant se odsaje. Peleta se 1 min vortexovanim dobie promicha v 50 ul 70% ethanolu
a 30 s centrifuguje pii 10 000 g, supernatant se odstrani. Posledni krok se zopakuje se 100%
bezvodym ethanolem. Nakonec se peleta resuspenduje vortexem v 10 ul 100% bezvodého
ethanolu a suspenze se rovhnomérné nanese na membranu, ze které budou castice piimo
aplikovany do rostlinného pletiva, a ethanol se necha tGplné odpaftit (Modifikovano dle (Ueki
et al., 2009).

Aplikace zlatych ¢astic s vektorovou DNA do rostlinného materiilu

Dobte vysuSend membrana pokryta zlatymi ¢asticemi se vlozi do biolistického pfistroje, zlaté
partikule musi byt na spodni strané membrany. Nad membranu se umisti dal§i membrana
tzv. prilomovy disk, ktery praskne pfi definovaném tlaku helia. Na malou Petriho misku se
zpevnénym Zivnym mediem se rozvrstvi rostlinny materidl - listy abaxialni stranou smérem
vzhiiru nebo odvodnéné bunécné kultura ve vrstveé silné nejvys 1,5 mm se piikryje filtraéni
membranou Nylon net filters, 41 um (Millipore), ktera se zafixuje, aby byl rostlinny materal
chranén pied pomérné silnym proudem helia a nepfemistil se. Petriho miska s materidlem se
vlozi do drzaku pfistroje 6 cm pod upevnénou membranu se zlatymi ¢asticemi. Pristroj se
uzavie a uvnitf se vytvoii vakuum 6,517 kPa (-28 inch/Hg). Poté se ihned zac¢ne zvysovat tlak
helia nad prilomovym diskem, ktery praskne, jakmile hodnota tlaku helia dosdhne
7 583,4 kPa (1 100 psi - pounds per square inch) a proud helia narazi na membranu se zlatymi
Casticemi, narazem se zlaté castice odlepi od membrany a definovanou rychlosti se zanofi
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do bun¢k rostlinného materialu. Rostlinny material se vyjme, odstrani se filtratni membrana,
miska se uzavie a na povrch se oznaci presné¢ misto aplikace zlatych castic (to je piiblizné
kruh o priméru asi 1,5 cm). Bunky se inkubuji v podminkach pro né typickych 16-20 h podle
typu pouzitého vektoru a konstruktu. Listy se inkubuji v pro né¢ béznych podminkach 20-24 h
podle typu pouZitétho vektoru a genového konstruktu. Uspd$nost experimentu se ovéfuje
mikroskopicky po uplynuti doby nezbytné k transkripci a translaci genovych konstruktt.

4.2.3.2. Transformace rostlin A. thaliana pro stabilni expresi genovych
konstruktii

Pro transformaci rostlin byl vyuzit modifikovany standardni protokol vyuzivajici ponoieni
kvétenstvi huseni¢ku do bakterialni suspenze (floral-dip) (Clough et al., 1998).

Pro zvySeni kli¢ivosti byla semena A. thaliana 3 dny stratifikovana pii teploté 4°C, poté
vyseta na zahradnicky substrdt a umisténa do rlGstové komory v rezimu kratkého dne
(odstavec 4.2.1.1.). Jakmile se pln¢ vyvinuly rizice listd rostlinek, byl rezim zménén
na dlouhy den (12 hodin den i noc), ¢imz se docililo rychlého a synchronizovaného vykveteni
rostlin. Pro uspé&Snost transformace je dualezité, aby byly kvéty rostlin v podobném stadiu
rozvoje. Pro transformaci je nejvhodnéjsi pupen kvétu, u kterého se praveé objevily okvétni
listky. Cim &asnéjsi stadium kvétu je transformovéno, tim je v&tsi Sance transformovat prvni
buniky nové rostliny a ziskat rostlinu s homogenni populaci transformovanych bunék. Je proto
doporucovéano odstranit kvéty, které jsou vyvinutéjsi a tim eliminovat pozdé¢jsi zbytecnou
praci se selekci nehomogennich rostlin.

Kvéty ve spravném stadiu vyvoje se namaci asi na pét sekund do roztoku floral-dip media
s optimalni hustotou populace transformovaného A. tumefaciens (OD = 0,8) a pridavkem 20
UM acetosyringonu, ktery plisobi jako atraktant a navic spousti expresi neékterych genli u
A. tumefaciens (Sheikholeslam et al., 1987). Poté se kvétenstvi piikryji mikrotenovym
saCkem, aby bakterialni suspenze nevyschla a necha se pasobit 24 h, rostliny se umisti
do ristové komory do tzv. Arasystému (Valvekens et al., 1988), ktery zajisti moznost
separovani semen z kazdé rostliny zvlaSt. Velice si usnadnime pozd&jsi selekci, jestlize
béhem doby zrani semen odstraiiujeme dorustajici, netransformované kvéty. Po dozrani
semen ziskame To populaci. Tato semena je vhodné nechat 24 hodin v -20°C, protoze se tim
snizi moznost pozdéjsi kontaminace bakterii A.tumefaciens pii selekci.

Semena T1 generace jsou hemizygotni a u semen T2 generace je uZ mozno pozorovat §tépné
pomeéry a selektovat vhodné rostliny nejprve selekénim tlakem pouzitého antibiotika a pozdéji
u vybranych rostlin kontrolovat pfitomnost exprese genového konstruktu pomoci
mikroskopie.

4.2.3.3. Ovéreni homozygotni linie u inserénich mutanti A. thaliana pldé SALK
023247

Izolace genomové DNA
Z tritydennich rostlin mutantni linie A. thaliana p/dé SALK 023247 byl odebran list nebo cast
listu o praméru piiblizné 0,5 cm, pfenesen do Eppendorfovy zkumavky a byl rozetien o jeji
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dno sterilni homogenizac¢ni tyCinkou. K rozdrcenému listu bylo pfiddno 400 ul Extrakéniho
pufru, suspenze se kratce vortexovala a poté byla odstfedéna 1 min pii 14 000 g. 300 pl
supernatantu bylo pfeneseno do ¢isté zkumavky a smiseno s 300 pl isopropanolu. Smés byla
kratce vortexovana a ponechana 2 min, aby se vysrazela DNA, poté byla sraZzenina odstiedéna
5 min pfi 14 000 g. Po opatrném odsati supernatantu byla peleta susena ptiblizn¢ 5-10 min
pii 37°C a nasledné rozpusténa ve 100 pl T1oE:.

Genotypizace mutantnich linii Arabidopsis thaliana pldoPii genotypizaci se vyuziva sada
tfi primera ve dvou PCR reakcich. V jedné reakci (LP, RP primery) se sleduje pfitomnost asi
1 200 bp velkého fragmentu pro ¢ast PLDS a tento fragment se amplifikuje v heterozygotnich
liniich a rostlinach divokého typu. Ve druhé PCR reakci (RP, LBb1.3 primery) se amplifikuje
¢ast nefunkéni PLDS a ¢ast inzertu T-DNA z A. tumefaciens o velikosti 600-900 bp a tento
fragment je pfitomen v homozygotnich i heterozygotnich rostlindich. U vSech osmi pldo
mutantnich linii se objevila amplifikace PCR produktu pouze u sady primerd RP a LBb1.3,
coz znamena, ze Slo o homozygoty a rostliny bylo mozné vyuzit k pokustim

10 pl vzorki po PCR bylo smiseno v poméru 6:1 s vzorkovym barvivem (LD) a rozdéleno
horizontalni gelovou elektroforesou na 1% agarose v TAE pfi napéti 100V. Gel byl nasledné
obarven interkala¢nim barvivem GelRed a vizualizovan pomoci UV zafeni.

Slozeni roztoku na PCR: Nastaveni cycleru na PCR:
H20 12 pl Ptedehftati vicka na 106°C
Taq polymerasovy pufr 2l 1. krok 94°C 3 min
MgCI2 1,5 ul 2. krok 94°C 45s
dNTP 1 ul 3. krok 58°C 30s
Fw primer (10uM) 1 ul 4. krok 72°C 30s
Rev primer (10uM) 1 ul zpét na 2. krok, 30x

Taq polymerasa 0,5 ul 5. krok 72°C 10 min
Vzorek DNA I 6. krok konec, 4°C

4.2.4. Odvozeni bunéénych suspenznich kultur z Arabidopsis thaliana

Odvozovani suspenzni kultury probihalo po celou dobu za pfisn¢ sterilnich podminek.
K odvozeni bunétné suspenze byly pouzity listy sedmi- az desetidennich semenacku
A. thaliana stabiln¢ transformovanych genovym konstruktem GFP-TUA6 vypéstovanych
ze semen. Pii povrchové sterilizaci byla semena nejprve oSetfena 90% ethanolem, pro lepsi
smacivost, poté sterilizovana 20% roztokem SAVO, trikrat promyta sterilni vodou a vysazena
pipetou na sterilni tuhé medium. Rostliny byly péstovany na tuhém ARA mediu (Illes et al.,
2006) v rezimu kratkého dne — 8 hodin svétlo s intenzitou 110 — 150 pmol.m?2.s%, pii teploté
22°C —den, 20°C — noc. Relativni vlhkost byla 50%.

Poté se sterilng, skalpelem, oddélilo nejméné Ctyficet listkd a feznou stranou umistilo na tuhé
Gamborgovo medium pro indukci kalust, kterd trvala 3-4 tydny. Kalusy se vzdy po sedmi
dnech prenasely sterilné na cerstvé, tuhé Gamborgovo medium do té doby, nez narostlo
dostateéné mnozstvi kalusové hmoty — asi 2 cm3. 50 ml tuhého Gamborgova media bylo
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v Sirokohrdl¢ titratni banice nalito Sikmo. Kalusovda hmota byla sklenénou lopatiCkou
rozdélena na kalusové klastry o velikosti asi 1 mm?® a pfenesena do 50 ml tekutého Hellerova
media s ptidavkem pectolyasy (0,1% roztok), polygalakturonasy (0,1%roztok) a nebo smési
pectolyasy a polygalakturonasy (0,05+0,05% roztok), pfeneseny do tfepacky a jednou
za sedm dnti pasdZzovany do Cerstvého media.

4.2.5. Extrakce rostlin pro metabolomickou studii

Jedenactidenni rostliny Arabidopsis thaliana, Col-0 WT a mutantni linie edsl bez oSetfeni
nebo WT rostliny 6h po oSetfeni 50 uM SA, 0,1% n-butanolem (1-butanol) nebo jeho
inaktivnim analogem 0,1% tert-butanolem a kombinaci SA s n-butanolem nebo SA s tert-
butanolem byly umistény spolu s keramickymi kulickami (velikost 1 mm) umistény
v mikrozkumavkach do homogeniza¢niho pfistroje Fast Prep a homogenizovany rychlosti
6,5m.s po dobu 30 s. Poté se stejnym zplisobem opakovala homogenizace a piidavkem
0,7 ml methanolu. Homogenat se ptfenesl do nové mikrozkumavky, kulicky byly znovu
proplachnuty 0,7 ml methanolu a spojené frakce byly centrifugovany 3 min pii 16 000 g.
Supernatant byl prenesen do sklenéné zkumavky uréené pro analyzu hmotnostni spektrometrii
a ulozen pii -80°C.

4.2.6. Hmotnostni spektrometrie

Pro metabolomickou analyzu extrakti A. thaliana byla vyuzita technika vysokotlaké
kapalinové chromatografie UHPLC [( Acquity Ultra High Performance LC System (Waters,
USA)] ve spojeni s hmotnostnim detektorem QTOFMS [ Synapt G2 HD quadrupole-time-of-
flight mass spectrometer (Waters, USA)]. Pro separaci se uzivala analyticka kolona HSS T3,
1,7 pm; 100 x 2,1 mm. PouZitd mobilni faze: 0,1% kyselina mravenéi ve vodé
a 0,1% kyselina mravenc¢i v methanolu v pomérech uvedenych v tabulce 3. Podminky analyzy
jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 3: Podminky separace extraktt A.thaliana pomoci UHPLC. Mobilni faze A odpovida 0,1%
roztoku kyseliny mravenc¢i v methanolu, dopInéno roztokem 0,1% kyseliny mravenci ve vodé.

Cas Pritok | % A
(min) (ml.min-t)

0 0,40 90

6 0,45 0,1
10 0,60 0,1
10.1 0,40 90
12 0,40 90

Tabulka 4: Podminky analyzy extrakti A. thaliana pomoci techniky UHPLC- QTOFMS.
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l[UPLC-QTOFMS
Podminky analyzy

loniza¢ni mod

Negativni — ESI”

Teplota na zdroji

120 °C

Desolvatacni teplota

350 °C

Hmotnostni rozsah

50,00-1000,00 m/z

Rozliseni 40 000 FWHM
[Nastiik Sul

800 1-hod™* (desolvatace)
Pritok plynu (dusik)

10 1-hod™® (pomocny plyn)

Kontrolni hmota (Lock Mass)

roztok leucin-enkephalin

koncentrace: 2 ng-ml?
hmota: m/z =554,2615
priitok: 20 pl-min?

Fragmentace

74dna/MSE
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5. Vysledky a diskuse

5.1. Zmény cytoskeletu v ¢asnych stadiich obranné reakce

Cytoskeletalni drogy cytochalasin E (CytE) i latrunkulin B (LatB) destabilizuji aktinovy
cytoskelet, ackoliv obé latky ptisobi pon¢kud jinym mechanismem 0G¢inku (odstavce 2.3.3.).
Kobayashi na listech tabaku dokdzal, Zze depolymerace aktinového cytoskeletu zplsobena
CytE ptfimo souvisi s hypersenzitivni reakci a zvySenim transkripce PR-1 a PR-2 gent, coz
jsou markery signalizace kyseliny salicylové béhem obranné reakce. Zaroven se ukazalo, ze
i LatB zvySuje expresi markerd SA signalni drahy — PR1 a PR2 a WRKY38 béhem
hypersenzitivni odpovédi, ale neovlivituje markery drahy jasmonatové — LOX2 (lipoxygenase
2), VSP2 ( vegetative storage protein 2) a AOS (allen oxide synthase) (Obr. 7 A, B)
(Kobayashi et al., 2007, Matouskova et al., 2014). ZvySeni exprese markeru drahy, kde je
zapojena kyselina salicylova (SA) bylo pozorovéno i po infekci biotrofnimi patogeny, stejné
jako po oSetfeni rostlin SA. Dal§im voditkem pro zkoumani ulohy aktinového cytoskeletu
Vv prubehu signalni drahy SA bylo i to, Ze exprese genti PR1, PR2 a WRKY38 nebyly vyrazné
ovlivnény pfii aplikaci oryzalinu - latky destruujici mikrotubularni cytoskelet, proto byly
experimenty provadény na cytoskeletu aktinovém. (Obr. 7C) (Matouskova et al., 2014).

Na pocatku experimentd jsme ovefovali pusobeni cytoskeletadlnich drog na aktinovy
cytoskelet v rostlinach A. thaliana GFP-fABD2, abychom si vytvofili pfedstavu o piesné
dynamice téchto déja.

Nase pozorovani aktinového cytoskeletu v listech, ale i ostatnich organech Arabidopsis
thaliana se shoduji viceméné stim, co bylo popsano u bunék zelenych tas Chara sp.
v rostlinach tabaku nebo A. thaliana (Foissner et al., 2007, Henty-Ridilla et al., 2013,
Kobayashi et al., 2007, Staiger et al., 2009). 10 uM koncentrace cytochalasinu E zptsobuje
béhem deseti minut zanik jemnych vldken kortikélniho cytoskeletu, po dvaceti minutach je
mozné vidét uz jen fragmenty silnych provazcl lateralné spojenych vlaken, kterd ziistavaji
pomérné stabilni po celou dobu pozorovani.

Po oSetfeni 200 nM latrunkulinem B byl uZ po péti minutich pozorovan rozpad tenkych
vlaken cytoskeletu na struktury podobné jednotlivym bodim a kratkym vlaknim, zbyla
vldkna se zdaji preruSovand nebo na nékterych mistech ztencend, jinde se objevuji svitici
body bud’ na konci vlakna, nebo i v jeho prabéhu, po 10 min uz chybélo mnoho vlaken. I silné
provazce aktinu vykazuji zmény, jejich struktura neni pravidelnd, ale nékteré oblasti se jevi
vykrojené. Na rozdil od vzorkd oSetfenych cytochalasinem E, kdy pozorujeme pouze
fragmenty silnych vlaken, je kortikalni vrstva vzorkll po oSetfeni latrunkulinem B pokryta
mnoha sviticimi body, obraz vypada casto zamlzeny. (Obr. 12 B,C). Podobny ubytek AF
po ptsobeni cytoskeletdlnich drog byl pozorovan u vétSiny zkoumaného rostlinného
materialu.
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Obr. 12: Porovnani zmén dynamiky aktinovych filament u Arabidopsis thaliana po oSeti'eni SA
a cytoskeletalnimi drogami.

Epidermalni bunky listd 7-10 dennich rostlin A. thaliana GFP-fABD2 byly oSetfeny (A) 1mM
salicylatem sodnym, (B) 200 nM latrunkulinem B a (C) 10 uM cytochalasinem E. Pfiblizné¢ 4 pm
kortikalni vrstvy pod plasmatickou membranou (po 400 nm krocich) epidermalnich bunék u abaxialni
strany listu bylo pozorovano konfokalnim skenovacim mikroskopem LSM 5 DUO (Zeiss)
pred a do 20 min po osetfeni. Obrazky znazornuji jednu optickou rovinu ve stejném misté a jsou
typickym vysledkem pozorovanym béhem tficeti opakovani po oSetfeni SA a péti opakovani
po osetieni LatB a CytE. Méfitko odpovida 10 um (Matouskova et al., 2014).

5.1.1. Kyselina salicylova i benzothiadiazol zptsobuje rozpad aktinovych filament

Listy A. thaliana exprimujici fizni protein GFP-fABD2, pro vizualizaci aktinovych filament
oSettené 1 mM salicylatem (SA), vykazuji béhem 40 min Ubytek vldken pfi pozorovani
konfokalnim skenovacim mikroskopem.
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Cely experiment byl proveden v osmdesati paralelnich pozorovanich a ubytek vlaken byl
pozorovan v Sedesati sedmi piipadech. Tticet vzorkii bylo ndsledné pouzito k obrazové
analyze a kvantifikaci po¢tu a délky vladken. V textu bude popisovano chovani cytoskeletu
jako rozpad nebo depolymerace, coz nemusi odpovidat presnému mechanismu ubytku vldken
(ktery nebyl po osSetieni SA dosud popsan), avsak aktinovy cytoskelet se chova podobné jako
po osetieni cytoskeletalnimi drogami. Bylo sledovano nékolik typl snizovani poctu vlaken,
které se ponckud liSily ¢asem i1 zpisobem rozpadu, ale vzdy byly doprovazeny vznikem
silnéjSich svazkil aktinovych filament (AF) kolem 20-30 min po oSetfeni. V 75% ptipada byl
rozpad filament detekovatelny uz po 10 min a dale se prohluboval v pritbéhu dalSich 20 min.
Ve zbylych 25% ptipadt bylo po 10 min patrné snizeni poctu vlaken, jejich pocet vsak do 20
min opét vzrostl témer na pivodni hodnotu a nasledné postupné klesal. Zpusob rozpadu se
také 1iSil: u 60% vzorki se jemna i stiedn€ silna vldkna rozpadala na kratka filamenta (ktera
se Casto zdala byt laterdln¢ vykrajovand) nebo bodové tutvary, coz pfipominalo rozpad
po oSetfeni LatB; u 40% vzorkl nastalo prosté mizeni vldken, které pfipominalo dynamiku
po oSetfeni CytE. Oblast obklopujici zbyla vlakna byla casto plné jemnych teek nebo signalu
ptipominajiciho mlhu. (Obr.12 A, 13 A)

Obvykle kolem 40 min po oSetfeni nastal vyraznéj$i rozpad filament na kratkd vlakna
a jednotlivé body. Ackoliv tedy celkovy pocet €astic (kratkych, rozpadlych vldken a bodi)
vzrostl, pocet delSich zachovanych vldken s délkou nad 5,7 pm vyrazné poklesl. (Tab. 5)

Tab. 5: Tabulka rozloZeni délek aktinovych filament v riznych ¢asech po oSetfeni 1 mM SA + SD
(n = 3-7) (Matouskova et al., 2014).

Cas po pridani SA [min] 0 1-20 21-40 41-60
Pocet AF 0-5.7 um [%] | 56.5£0.9 473+ 5.7 42.1£3.8 | 120.3+16.1
Pocet AF >5.7 um [%] | 43.5£0.9 39.7£1.2 34.8+3.3 28.5+2.56

Soucet [%] 100+ 0 87+ 6.4 76.9+ 6.7 148.8+ 18

V pocate¢nich fazich experimentli se testovala i 250 uM koncentrace SA, kterd pusobila na
rostlinny cytoskelet pozdéji — kolem dvacdté minuty a jedinym pozorovanym efektem byl
nepiili§ vyrazny tbytek jemnych vldken a vznik silnych aktinovych provazci, fragmentace
ani vznik bodovych castic pozorovany nebyly, proto byla pro experimenty zvolena
koncentrace ¢tyfnasobna.

Benzothiodiazol (BTH), ktery je funkénim analogem SA, zplsobuje podobné jako SA
vyraznou indukci exprese markerovych genii SA signalni drahy. Jeho Ucinek je silngjsi
nez ucinek SA. K oSetfeni listh husenicku byl pouzit v 300 uM koncentraci a byla sledovana
dynamika AF. Aktinovy cytoskelet reagoval na BTH podobné¢ jako SA, a to jak zplisobem
rozpadu, tak i ¢asovym prubéhem (Obr.13)
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Obr. 13: Zmény dynamiky aktinovych filament u Arabidopsis thaliana po oSetfeni SA a BTH.
Epidermalni buiiky listd 7-10 dennich rostlin A. thaliana GFP-fABD2 po oSetieni (A) 1mM
salicylatem sodnym (SA), (B) 300 uM benzothiodiazolem (BTH). Pfiblizn¢ 4 um kortikalni vrstvy
pod plasmatickou membranou (po 400 nm krocich) epidermalnich bunék u abaxidlni strany listu bylo
pozorovano konfokalnim skenovacim mikroskopem LSM 5 DUO (Zeiss) pied a do 40 min po
oSetfeni. Obrazky znazoruji jednu optickou rovinu ve stejném misté a jsou typickym vysledkem
pozorovanym béhém tficeti opakovani po oSetieni SA a péti opakovani po osetfeni BTH. M¢titko
odpovida 10 um (Matouskova et al., 2014).

Pozorované zmény v dynamice aktinového cytoskeletu po ptisobeni SA byly zpracovany a
kvantifikovany metodami analyzy obrazu, jak je uvedeno v kapitole 4.2.1.7. Analyza
potvrdila snizeni poctu aktinovych filament béhem 30 min po oSetieni 1 mM SA s vysokou
spolehlivosti (hodnoty koeficientu spolehlivosti se blizily 1) (Obr. 14)

Pro ovéfeni toho, ze dynamika aktinového cytoskeletu neni ovliviiovana ptisobicim laserovym
svétlem mikroskopu (Krzeszowiec et al., 2007), bylo provedeno kontrolni snimani stejného
mista na listu rostliny po oSetfeni rostlin ristovym médiem. Pfi pouZité frekvenci snimani
(kazdych 5-10 min) a intenzité laseru kolem 10-20% nastala fototoxicka reakce asi po 60-70
minutach Vv neosetfenych bunkach listu A. thaliana GFP-fABD2. Rostlinny cytoskelet béhem
40 minut po oSetfeni vykazoval po plsobeni svétla o vinové délce 488 nm pouze béznou
dynamiku se statisticky nevyznamnym ubytkem jemnych vlaken. V zadném ptipad¢ nebylo
pozorovano fragmentovani vlaken nebo vznik silnych svazkd.
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Obr. 14: Kvantitativni vyhodnoceni analyzy obrazu. 110

Epidermalni buiiky listt 7-10 dennich rostlin A. thaliana = \ ® Ri=099
GFP-fABD2 po osetfeni (SA) 1mM salicylatem sodnym, 2 o ’i‘é““ :22::;
(PA) 10 uM sodnou soli 1,2-dioktanoyl-sn-glycerol 3 H A :‘,’-‘.:.:,' e
fosfatu a (PA, SA) 10 uM PA 11-18 min pied pfidanim E 70 "‘\.? 'Z, Il LI
ImM SA. U vsech vyhodnocenych experimenti (6 — 8 na '% \‘@ : oo
kazdé oSetfeni) byl pocet aktinovych filament pted 50

oSetfenim vyjadfen jako 100%. Ruzné symboly v grafech O8I0 2 80
predstavuji jednotlivé pokusy. Pro kazdy experiment byl
spo¢itan koeficient hodnoty spolehlivosti R? (Matouskova
et al., 2014).
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mikroskopu.

Posledni kontrolou bylo oSetteni rostlin 0,25% roztokem DMSO, ktery byl uzit pfi pfiprave
zasobnich roztokd cytoskeletalnich drog. Tato koncentrace DMSO neptlisobi b&éhem
mikroskopického snimani toxicky ani neovliviiuje dynamiku cytoskeletu.

Jako marker funk¢nosti cytoskeletu se Casto sleduje cytoplasmatické proudéni v burce,
pii poskozeni funkce cytoskeletu se cCasto proudéni zpomali nebo zastavi. ProtoZze se
cytoplasmatické proudéni lépe pozoruje v dlouhych, anizotropnich buiikach, byly tfi paralelni
experimenty provadény na epidermalnich bunkach hypokotyld Ath GFP-fABD2. Béhem
jednoho experimentu byly pofizovany sekvence sedmdesati snimki vybranych bun¢k po dobu
10 s, kamerou optického fluorescenéniho mikroskopu za pouziti diferencidlniho
interferencniho kontrastu podle Nomarskeho. Obrazky byly hodnoceny ru¢né v programu
Image] metodou sledovani jednotlivé ¢éstice (particle tracking). Pohyb ¢astic v cytoplasmé
byl hodnocen pted pfidanim 1mM SA a 10 1 40 min po ném.

Podatfilo se prokazat, ze 1 mM SA vyrazné¢ zpomaluje pohyb cytoplasmy v buiikach
hypokotylti uz po 10 min, po 40 min pohyb cytoplasmy téméft ustal. Pohyb byl patrny pouze
Vv oblasti velkych cytoplasmatickych provazcia (Obr. 15).
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Obr. 15: Kyselina salicylova ovliviiuje cytoplasmatické proudéni v buiikach.

Hypokotyly 7-10 dennich rostlin A. thaliana GFP-fABD2 snimané v sekvencich optickym
mikroskopem (Nikon) s funkci diferencialniho interferenéniho kontrastu (A) ptred oSetfenim, (B)
10 min po oSetfeni 1mM salicylatem sodnym (SA), (C) 40 min po osetfeni ImM SA. Posledni obrazek
kazdé fady znazornuje pohyb jedné sledované Castice béhem celé ¢asové sekvence. Métitko odpovida
10 um (Matouskova et al., 2014).

OSetfeni salicylovou kyselinou mélo béhem pokusti napodobit vzrist hladiny SA
pfi signalizacnich procesech, které nastdvaji po rozpoznani piitomnosti biotrofniho patogenu
i béhem nékterych typt abiotického stresu rostlinnymi burikami. Exogenné piidana SA je
schopna se (zatim neidentifikovanymi pfenaseci) béhem 5 min inkorporovat do rostlinnych
bunék (P. Skipa, P. Dobrev, nepublikovana data). Zakladni zjisténa hladina SA v bunkach
A. thaliana je 250-1000 ng.g™* gerstvé vahy (Rivas-San Vicente et al., 2011), zatimco b&hem
SA signalizace vzrista téméf desetkrat (Summematter et al., 1995). Pro napodobeni SA
signalizace jsme nejprve pouzili exogenné aplikovanou 250 uM koncentraci SA, coZ je asi
40x vyssi koncentrace nez ta, kterd byla zjiSténa u bunck neprojevujicich obrannou odpovéed.
Odpovéd aktinového cytoskeletu vSak byla pomalé a nedostatena, a proto jsme koncentraci
zvysili na ImM. Vychézeli jsme z pfedpokladu, Ze odpoveéd rostlinnych bunck na patogen
neprobiha difuzné v celém objemu burky, ale Casto je kompartmentalizovana jen do urcité
Casti bunky (Hardham et al., 2008), a proto muze byt relativné¢ daleko vyssi. 1mM
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koncentrace SA zpusobila béhem 40 min vyznamny ubytek nebo rozpad AF. Byly
pozorovany dva rozdilné zptsoby ubyvani vldken. Ve vétsim procentu piipadl fragmentace
filament pfipominala mechanismus podobny tomu po oSetfeni LatB, ktery zplsobuje
zpomaleni pfipojovani novych G-aktinovych jednotek k tvoficimu se vlaknu (Morton et al.,
2000). Rozdilny zpiisob rozpadu aktinovych vlaken po pisobeni CytE nebo LatB byl popsan
i u zivoc¢isnych bunék (Wakatsuki et al., 2001). Dynamika cytoskeletu, ktera zahrnuje rozpad
a polymeraci jednotlivych vldken i svazkii je bé€zna, zda se byt v neoSetienych bunkach
nahodna (Staiger et al., 2009). Po oSetfeni SA jsme vSak pozorovali ubytek vlaken, ktery
vykazoval dlouhodob¢jsi trend a vedl po 6 h k mirnéjsi a po 24 h k vyrazné expresi markeru
SA signalizace - PR1 (Obr.14 SA, 7 A). Podobny rozpad aktinovych filament byl pozorovan
po 30min pusobeni toxinu z Verticillium dahliae v suspenznich kulturach A. thaliana (Yuan et
al., 2006). U rostlin A.thaliana indukoval toxin z Verticillium dahliae expresi genu
pro obranny protein — PR1, 12 -24 h po aplikaci (Jiang et al., 2005). Podobné¢ byla
pozorovana exprese PR1 — markerd SA signalizace 48 h po aplikaci bakteridlniho kmene
Pseudomonas syringae pv. tomato CD 3000 na buniky suspenzni kultury A. thaliana. Avsak
urostlin A. thaliana nebyl po inokulaci bakterialnim kmenem Pseudomonas syringae pv.
tomato CD 3000 pozorovén v prvnich 18 h rozpad aktinového cytoskeletu, naopak, autofi
uvadeji vyraznou polymeraci aktinovych vldken, kterd vedla k uspésné obrané rostliny proti
bakteriim (Henty-Ridilla et al., 2013). Jak si tedy vysvétlit naSe pozorovani rozpadu
aktinového cytoskeletu po pisobeni SA, které prokazatelné vede ke spusténi obranné reakce
u rostlin husenicku? Odpoveéd’ najdeme ve spravném nacasovani polymerace a rozpadu AF.
Henty-Ridilla uvadi sice polymeraci AF prvnich 18h po infekci, poté vSak nastdva ubytek
vlaken s maximem mezi 24 a 27 h po oSetfeni (Henty-Ridilla et al., 2013). Vime, Ze typicka
obranna odpovéd’ probiha takto: percepce biotrofni bakterie P. syringae > SA signalizace >
exprese obrannych PR1 proteint. V rostlinach A. thaliana byl pocatek exprese genu pro PR1
protein pozorovan 24 h po inokulaci bakteriemi P. syringae a 6 h po aplikaci SA. Z toho
vyplyva, ze SA signalizace za¢ina kolem 18 h po stietu s bakteriemi a to se kryje s ubytkem
denzity AF (i v porovnani s kontrolou) popsaném Henty-Ridillou a naSim pozorovanim
rozpadu aktinovych filament bezprostfedné po piidani SA (Henty-Ridilla et al., 2013,
Matouskova et al., 2014). Z téchto pozorovani vyplyva jednozna¢na informace: inokulace
rostlin A.thaliana bakterialnim kmenem Pseudomonas syringae pv. tomato CD 3000 vede
v prvnich 18 h k polymeraci AF, potom nastavd zména, aktinova filamenta se zacinaji
rozpadat a pocatek tohoto rozpadu odpovidd hromadéni SA v buiikach, které nastava
s pocatkem SA signalizace, tj. asi 18 h po percepci patogenu. Dynamika aktinového
cytoskeletu tedy hraje béhem obranné odpovédi A. thaliana proti biotrofim vyznamnou roli
a pfesn¢ naCasované stiidani polymerace nebo rozpadu AF rozhoduje o tom, zda povede
bunécna signalizace k uspé$né nebo netspésné obrané proti bakterialnim patogentim.

Zbyva jesté pokusit se zhodnotit vyznam zmén AF z pohledu rostlinné fyziologie: pro¢
nastane v burnce po ur¢itém signalu ndhly rozpad aktinové sité?

Rostlinné buniky se musi po setkdni s patogenem pieprogramovat z normalniho ,,vyvojového*
rezimu na ,,zachranny* rezim (Walters et al., 2007). Energii pfi obrané tedy nevynakladaji
napf. na procesy, kde je zapojen auxin, ale ptfepnou naptiklad na signalizaci pomoci SA. Bylo
totiz potvrzeno, ze SA inhibuje auxinovou signalizaci a tim napfiklad také zastavuje ruast
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bakterii v intracelularnich prostorach (Wang et al.,, 2007). Dusledkem takového
pfeprogramovani muze u aktinového cytoskeletu znamenat presmérovani dopravy
nejriznéjsich ,,nakladi*: proteind, jejich komplexti i organel na velké vzdalenosti v ramci
bunky. A nebo také muze bunika rozpadem cytoskeletu eliminovat z dopravy ,,naklady*, které
jsou nutné pro rust a vyvoj a se vznikem nové aktinové sité zacit dopravovat ,,naklady* nutné
na obranu. Rozpad AF miize byt také jenom dalSim signalem, paklize se predpoklada, ze
neporusena dynamika cytoskeletu je soucasti teorie strazci diskutované v kapitole 2.1.2. Je
mozné, ze rychly rozpad aktinové sité a vznik nové je pro buiikky méné energeticky naro¢ny
a jist¢ rychlejsi, nez kdyby tento proces nastaval krok za krokem (vzpomenme na Augiase).
To, ze po rozpadu AF nastavd faze polymerace, je dost pravdépodobné, protoze jinak
by buiikka nemohla pfezit. Moznym vysvétlenim tohoto jevu by mohlo byt, ze F-aktin
vytvoreny in vitro stimuloval aktivitu PLDB1 a tim i tvorbu PA v pylovych lackach tabaku,
kdezto monomerni G-aktin aktivitu této fosfolipazy inhibuje (Pleskot et al., 2010). In vitro
tvorici se F-aktin mél vétSinou vldkna dlouha 0,5-10 um (Sept et al., 1999), coz odpovida
velikosti vlaken, kterd vznikala po rozpadu dlouhych AF v pozdéjsich fazich po oSetfeni SA
(Tab. 5). Jestlize vlakna téchto velikosti aktivovala PLDB1, mohla posléze vznikajici PA
stimulovat aktinovy cytoskelet k polymeraci (blokovanim ¢epickujiciho proteinu - CP) a
navratu bunétného prostfedi k ,,normélnimu® rezimu po probchlé signaliza¢ni udalosti,
uskute¢néné v tomto piipad¢ doCasnym rozpadem aktinového cytoskeletu.

5.1.2. Kyselina fosfatidova aplikovana pred kyselinou salicylovou zabrani
rozpadu aktinového cytoskeletu

U ZivociSnych bun€k se popisuji zmény dynamiky aktinového cytoskeletu po plsobeni
kyseliny fosfatidové (PA) uz v roce 1993. Podobny trend byl pozorovan i u rostlin a naSe
pozorovani se od publikovanych, aZ na detaily, nelisi (Ha et al., 1993). Kyselina fosfatidova
se vaze na cepickujici protein (CP), ktery blokuje rychle rostouci konce aktinovych vlaken.
Vazbou PA se &epickujici protein uvolni, coz vede ke zvySeni poctu vlaken (Huang et al.,
2006, Li et al., 2012).

Po plisobeni 10 uM dioktanoyl fosfatidové kyseliny bylo jiz kolem 20. min moZné pozorovat
nartst po€tu jemnych aktinovych filament v kortikalni vrstvé abaxialni strany epidermalnich
bunék prvnich pravych listd A. thaliana s vnesenym GFP-fABD2 konstruktem (Obr.16 A).
U neoSetfenych ¢asti rostliny byva béznym jevem pfitomnost jemnych aktinovych vlaken,
ale i silngjsich svazku, avSak po oSetfeni PA svazky mizi a byva viditelna pouze struktura
jemnych vlaken. Takové uspofadani je jen piechodné, protoze uz kolem 25.-30. minuty
nastava silné svazkovani jemnych vlaken a opticky se jejich pocet jevi relativné niZsi.
Pokra¢ovanim tohoto experimentu bylo pfidani kyseliny salicylové (SA) po 11-18 minutach
pusobeni PA. Pozorovali jsme, Ze predchozi pfidani PA, zabranuje rozpadu a fragmentaci
aktinového cytoskeletu, které normalné€ nastdva po piisobeni SA (Obr.16 B). Navic, analyza
obrazu odhalila, Ze po plisobeni obou molekul aktinova vldkna pftili§ nesvazkuji, jak to bylo
pozorovano po aplikaci samotné PA. V grafu mizeme vidét relativné vySs$i nariist poctu

vlédken po oSetfeni PA a nasledné¢ SA nez je tomu po oSetfeni PA samotnou (Obr 14 PA a
PASA).
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Obr. 16: Zmény dynamiky aktinu u Arabidopsis thaliana po oSeti‘eni PA a PA nasledovanym SA.
Epidermalni butiky listi 7-10 dennich rostlin A. thaliana GFP-fABD2 po oSetieni (A) 10 uM sodnou
soli 1,2-dioktanoyl-sn-glycerol 3 fosfatu (PA), (B) 10 uM PA piidanym 11-18 min pied pfidanim
ImM salicylatu sodného (SA). Ptiblizn€ 4 um kortikalni vrstvy pod plasmatickou membranou (po 400
nm krocich) epidermalnich bun€k u abaxialni strany listu bylo pozorovano konfokalnim skenovacim
mikroskopem LSM 5 DUO (Zeiss) pted a do 40 min po oSetfeni. Obrazky znazoriuji jednu optickou
rovinu ve stejném misté a jsou typickym vysledkem pozorovanym béh€m patnacti opakovani u obou
typt pokust. Métitko odpovida 10 um (Matouskova et al., 2014).

Mozny mechanismus uU¢inku PA byl jiz na pocatku kapitoly vysvétlen vazbou PA
na cepickujici protein, ktery uvolni rychle rostoucich konce aktinovych filament a ta zacnou
polymerovat a lze pozorovat narlist poctu vldken. Je také mozné, ze ABP ovlivnénych PA je
vice a mechanismii vedoucich k polymeraci cytoskeletu také a mohou plisobit navzajem
synergicky (Henty-Ridilla et al., 2014).

PA pitidand pfed SA ochrani aktinovy cytoskelet pfed rozpadem, ale zaroven zabrani
svazkovani aktinovych vlaken, které nastavd po samotné¢ PA. K relevantnimu vysvétleni
tohoto mechanismu neni bohuzel v soucasné dob¢ dostatek dat.

5.2. In vivo interakce fosfolipasy D6 a mikrotubularniho cytoskeletu

Vyznam fosfolipidové signalizace 1 mikrotubularniho cytoskeletu je mnohokrat popisovan
pii vyvojovych procesech, ale 1 biotickém a abiotickém stresu. Pfimy ditkaz propojeni MT
s PLDd a potazmo 1 s plasmatickou membranou by mohl byt slibnym pocatkem pochopeni
signalni funkce tohoto enzymu v interakci s mikrotubularnim cytoskeletem . Tato interakce
by mohla hrat dilezitou roli napiiklad v exocytose nebo endocytose (Meijer et al., 2003).
O interakci kortikalnich mikrotubulti (MT) s plasmatickou membréanou se spekuluje jiz velmi
dlouho. Poprvé vroce 1978 byly na mikrofotografiich pofizenych elektronovym
mikroskopem zachyceny ,mistky” spojujici jednotlivé mikrotubuly s plasmatickou
membranou u vodnich kapradin rodu Azolla (Hardham et al., 1978). V pribéhu ¢asu se piislo
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na to, ze tento systém uchyceni MT se vyskytuje obecné a v roce 1996 byl tento mustek
identifikovan u tabakovych bun¢k BY-2 jako 90 kDa protein, pozdégji in vitro identifikovany
jako PLDd (Gardiner et al., 2001, Marc et al., 1996). U PLDS byly potvrzeny vazebné
domény k tubulinu, ale u rostlin nebyla zatim interakce PLDJ s MT nikdy vizualizovéna.
Vizualizaci interakce fluorescenéné znalenych proteini v zivych buiikach Ize realizovat
nekolika paralelnimi pfistupy, z nichz kazdy ma urcité vyhody i nevyhody. V zasad¢ lze
fluorescencné¢ znacené markery pro PLDS i MT transientné nebo stabilné exprimovat
V bunéénych kulturdch nebo v rostlinach samotnych. Vsechny tyto metody byly vyuzity
béhem hledani optimalniho feSeni vizualizace interakce PLD6 a MT. Béhem kolokalizacnich
studii jsme se pokouseli vizualizovat oba proteiny nebo jejich markery oznacené odlisné
barevnymi fluorescen¢nimi proteiny. PLDJ byla znacena zelenym fluorescencnim proteinem
— GFP a planovalo se pouzit i znacku cervenou (mCherry nebo RFP). Pro zobrazeni
mikrotubuld jsme pouzili znacky piimo navazané na tubulin — zeleny, GFP-tubulin 06
(TUA6) nebo cerveny, mCherry-tubulin a5 nebo znaceni nepiimé — Cervené znacena
mikrotubuly véazajici doména z MAP4 — RFP-MBD.

Studium zatim nezndmé lokalizace proteinu pfedstavuje vétSinou mnoho piipravnych praci
(ptiprava a selekce transgennich linii) a smér dal$iho postupu se ukaze az v prubéhu préce,
podle dosazenych vysledkl. Transformace rostlin a bunéénych kultur je ve své podstaté vzdy
dé¢j nahodny s neptedvidatelnym vysledkem. Cilem neni jeden experiment, ale hledani
optimalniho feSeni vizualizace, coz s sebou muze, v prub¢hu prace, pfinést i podstatné zmény
pristupu k problematice. Ve vysledcich proto popisuji prubéh celého procesu pokud mozno
chronologicky.
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5.2.1. Studium in vivo lokalizace GFP-PLDé v suspenznich kulturach BY-2
a A. thaliana

Protoze biolistickd metoda mize poskytnout orientacni vysledky jiz béhem dvou dnd, zvolili
jsme na pocatku pravé tento pristup. Bunécna kultura Nicotiana tabacum — BY-2 je velmi
robustni modelovy systém (na rozdil od suspenzni kultury A. thaliana), proto jsme

experimenty zacali provadét pravé na ni. 16-20 h po transformaci zacaly nékteré bunky
syntetizovat fazni protein GFP-PLDJ piipominajici jednotlivé body lokalizované tésné
pod plasmatickou membranou, v jinych butikach GFP-PLDé tvofila vlakna, ktera pfipominala
mikrotubularni cytoskelet (Obr. 17).

Obr. 17:Transientni exprese konstruktu GFP-PLDJ 20-24 h po biolistické transformaci v BY-2
Ttidenni bunky suspenzni kultury BY-2 exprimujici GFP-PLD¢ konstukt uspotadany do filament.
Ptiblizn€ 4 pm kortikalni vrstvy pod plasmatickou membranou (po 400 nm krocich) byly pozorovany
konfokalnim skenovacim mikroskopem LSM 5 DUO (Zeiss). Obrazky znazornuji jednu optickou
rovinu. Jde o typicky vysledek patnacti opakovani. Méfitko odpovida 10 pm.

Nas zajem je orientovan hlavné na dé€je probihajici v modelové rostliné A. thaliana, proto
jsme transformovali suspenzni kulturu huseniC¢ku, a to jak biolistickym pfistupem
(umoznujicim transientni expresi konstruktu), tak i pomoci bakterie Agrobacterium
tumefaciens (umoznujici stabilni expresi konstruktu). Transientni transformace bunécné
kultury huseni¢ku odhalila pouze vyjimecné bodovou lokalizaci na cytoplasmatické
membrané a vétSinou cytosolickou, nespecifickou lokalizaci GFP-PLDSJ, kdeZto v prvnich
dnech po stabilni transformaci bunék A. thaliana jsme pozorovali typickou bodovou
lokalizaci GFP-PLDS na plasmatické membrané¢ a fidce se vyskytujici filamentarni
uspotradani (Obr. 18), které bohuzel po né€kolika subkultivacich kultury nenévratné zmizelo
a GFP signal se z membrany piesunul do cytosolu.
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Obr.18: Exprese konstruktu GFP-PLDé v bunéénych suspenznich kulturach A.thaliana

Ttidenni bunky suspenzni kultury po (A) transientni — biolistické a (B) stabilni transformaci genovym
konstruktem GFP-PLDé. (A) GFP-PLDS signal vazany k plasmatické membrané (Sipka)
a nespecificky k cytosolu. (B) GFP-PLD§ signal vazany k cytoplasmatické membrané s naznaky
filamentalniho uspofadani. Piiblizn¢€ 4 um kortikalni vrstvy pod plasmatickou membranou (po 400 nm
krocich) bylo pozorovano konfokalnim skenovacim mikroskopem LSM 5 DUO (Zeiss). Obrazky
znazoriuji (A)jednu optickou rovinu, (B) projekci 5 obrazka. Métitko odpovida 10 um.

Kwviili nespolehlivé a nespecifické lokalizaci GFP-PLDS v bunéénych kulturach husenicku,
jsme ovéfovani podstaty filamentarniho uspofddani GFP-PLD6 déale provadéli na
osvédcenych BY-2 buiikach. Ale ani zde nebyla uspéSnost vysoka. Jednotlivé body
pfipominajici exprese GFP-PLDS byla spatfena ve stovkach bunék a filamentarni usporadani
se podarilo zachytit asi u patnacti bunék.

Pro nepfimé ovéfeni toho, Ze filamentarni struktury tvofené GFP-PLDO jsou vazany
k mikrotubularnimu cytoskeletu, jsme transformované bunky oSetfili herbicidni latkou —
oryzalinem, ktery zptisobuje rozpad mikrotubuld. V1aknité struktury se rozpadly do 17 min po
oSetfeni, coz naznacuje, ze jsou n¢jakym zptisobem spojené s mikrotubuly a po jejich rozpadu
se reorientuji do difizniho, bodového uspofadani (Obr. 19). Experiment se podafil zopakovat
pouze dvakrat z divodu nizké Cetnosti bunék s filamenty tvofenymi GFP-PLDS. Pro dalsi
potvrzeni propojeni GFP-PLD6 s MT bylo proto nutné sledovat pfimou kolokalizaci s expresi
riznobarevné znacenych proteinti in vivo.
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Obr. 19: Oryzalinem zpisobeny rozpad vlaknitych struktur tvoienych GFP-PLDo v BY-2
Ttidenni bunky suspenzni kultury BY-2 exprimujici GFP-PLDJ genovy konstukt usporadany
do filament. Oblast té€sné pod plasmatickou membranou ve stejném misté buiiky byla pozorovana (A)
pred oSetfenim, (B) 11 min a (C) 17 min po oSetfeni 20uM oryzalinem.

Snimano konfokalnim skenovacim mikroskopem LSM 5 DUO (Zeiss). Obrazky znazoriiuji jednu
optickou rovinu, vysledek odpovida dvéma opakovanim. Métitko odpovida 10 pm.

Podobné byl uskutecnén i1 pokus o rozpad vlaknitych struktur tvofenych GFP-PLDS za pouziti
latrunkulinu B, ktery zptsobuje ubytek aktinovych filament. Po pouziti LatB zistavaly
vlaknité struktury neporusené. Miizeme tedy predpokladat, Ze filamenta tvofend PLDo
kopiruji spi$ mikrotubularni a ne aktinovy cytoskelet.

Vyhoda biolistické metody spo¢ivd v moznosti aplikovat do bun€k najednou vice genovych
konstruktl, kterymi se pokryji zlaté ¢éstice. Pokusili jsme se aplikovat do tfidennich BY-2
bunék konstrukt GFP-PLDJ zaroven s MT markerem RFP-MBD. Vysledkem byla bohuzel
pouze cytosolicka lokalizace obou signalli, coz dokazuje Obr. 20 C, kde se signaly z obou
predchozich obrazkt dokonale piekryvaji (Obr. 20).

A

Obr. 20: BY-2 buiiky biolisticky transformované sou¢asné konstruktem pro GFP-PLD$ a RFP-
MBD

Ttidenni buiiky suspenzni kultury BY-2 exprimujici 16 h po transformaci (A) GFP-PLDJ genovy
konstukt, pro vizualizaci fosfolipasy Do (B) ¢ervené znaceny MT marker RFP-MBD, (C) oba spojené
predchozi obrazky. Snimano konfokalnim skenovacim mikroskopem LSM 5 DUO (Zeiss), sekvencné.
Obrazky znazorniuji jednu optickou rovinu, t€sné pod plasmatickou membranou a jsou typickym
vysledkem péti opakovani. Métitko odpovida 10 um.
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Biolistickd transientni transformace vyuziva toho, Ze plasmidovd DNA nemusi byt nutné
vélenéna do genomu, ale staci, kdyz se zachyti v jadie, kde ji transkripéni a pozd¢ji translacni
aparat v cytosolu buiikky pfevede na protein. O uspéSnosti exprese rozhoduje kondice
pouzitych bunék, velikost aplikovaného vektoru i velikost samotné translatované DNA. Velké
vektory mohou rostlinné buiiky (hlavné v suspenznich kulturach narozdil od bunék, které jsou
soucasti rostliny) zatizit ptiliS a k uspesné expresi proteinu nedojde nebo vznika protein
poskozeny. Vyhodou biolistického pfistupu je rychlé ziskdni vysledkli, pro transformaci
rostlin se nemusi pouzivat binarni vektory, lze takto transformovat i rostliny, u kterych se
vyskytuji potize s pouzivanim kment A. tumefaciens (napiiklad jednod€lozné rostliny),
s uspéchem se pouziva pii transformaci embryi nebo organel bunék (Rao et al., 2009).

5.2.2. Transgenni rostliny A.thaliana exprimujicich mikrotubularni markery pro
kolokalizaéni studie

Béhem kolokaliza¢nich studii jsme méli v umyslu pouzit kombinaci stabilni a transientni
transformace rostlin, protoze selekce dvojité stabiln¢ transformovanych rostlin nebo jejich
ktizeni je C¢asové pomérné dost narocné. Navic jsme zpocatku neméli k dipozici vSechny
potiebné vektory a pfipravou a ovérovanim se cely proces dost zpomaluje.

Ptedstava byla takovd, Ze se pouziji rostliny stabilng transformované bud’ fluorescencéné
znacenymi MT nebo PLDJ a gen pro druhy protein se bude vnaSet biolisticky. Mezitim
samoziejme probihaly ptfipravy genovych konstruktl a stabilni transformace.

Zacali jsme piipravou genovych konstrukti mCherry-TUA6 a mCh-TUB6 pro vizualizaci
cerven¢ znacenych mikrotubul. Ackoliv klonovani probihalo dobie a vSechny kontroly a
sekvenace potvrdily, ze ani jeden konstrukt nevykazuje mutace po transformaci rostlin a
suspenznich kultur A. thaliana bohuzel se objevil misto mikrotubulll pouze cytosolicky signal
s velmi fidkym vyskytem naznac¢enych mikrotubulii (Obr. 21).

Obr. 21: Cytosolicky signal mikrotubularniho markeru mCh-TUBG6 v pokozkovych buiikach listu
stabilné transformovanych, 5-30 dennich rostlin A. thaliana. Snimano konfokalnim skenovacim
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mikroskopem LSM 5 DUO (Zeiss). Obrazky znazornuji jednu optickou rovinu, té€sné
pod plasmatickou membranou a jsou typickym vysledkem tficeti opakovani. Rostliny byly péstovany
nesterilné na zahradnim substratu v rezimu kratkého dne. Métitko odpovida 10 um.

Z Ccasovych duvodu jsme cely proces neopakovali, protoze se nam podarilo ziskat rostliny A.
thaliana dvojité transformované konstrukty pro zelené znaceny aktin (GFP-fABD) a Cervené
znacené mikrotubuly (mCh-TUAS) (Sampathkumar et al., 2011). Rostlinny material byl sice
oznacen jako homozygotni linie, ale Stésti ndm velmi pfdlo a my jsme kontrolou dalsi
generace rostlin zjistili, Ze to je heterozygot, ktery stdle segreguje, takze jsme nasledujici
generaci ziskali vlastné tii typy rostlin: linii exprimujici GFP-fABD, linii exprimujici mCh-
TUAS a linii dvojité znacenou GFP-fABD+mCh-TUAS, coZz nam usetfilo mnoho prace a ¢asu
(obr. 22). Linie A.thaliana s ¢ervené¢ znacenymi mikrotubuly mCh-TUAS byla dale pouzita
pro kolokaliza¢ni studie.

Obr. 22: Kortikalni vrstva pokozkovych bunék A. thaliana stabilné exprimujici konstrukty
GFP-fABD a/nebo mCh-TUAS (Sampathkumar et al., 2011).

Usporadani (A) aktinu — GFP-fABD a (B) tubulinu — mCh-TUAS bylo pozorovano v kortikalni vrstvé
epidermalnich bun€k u abaxialni strany listu 5-30 dennich rostlin A. thaliana, do hloubky 2 pum
pod plasmatickou membranou u linii segregujicich dédi¢né znaky pro jednotlivé konstrukty. (C)
Homozygotni dvojit¢ znacena linie stabiln¢ exprimujici GFP-fABD a mCh-TUAS5. Rostliny byly
pestovany nesterilné na zahradnim substratu v rezimu kratkého dne. Snimano konfokalnim
skenovacim mikroskopem LSM 5 DUO (Zeiss), obrazky znazoriuji jednu optickou rovinu, tésné
pod plasmatickou membranou a jsou typickym vysledkem dvou set opakovani. Méfitko odpovida 10
pum.

Zaroven stim jsme se pokouseli o stabilni transformaci suspenznich kultur A. thaliana
S pouzitim binarnitho vektoru nesouciho konstrukt mCh-TUB6, ale bunky nebyly
zivotaschopné ani pii jednom z péti opakovani. Pouzili jsme proto opacny postup a pokusili se
z rostliny stabiln¢ transformované markerem pro znaceni mikrotubula A. thaliana GFP-TUAG
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odvodit kalusové a pozdéji suspenzni kultury. Béhem pokust jsme uspesné pouzili enzymy
pektolyasu a polygalakturonasu, které rozvolnuji sttedni lamelu mezi buikami a vedou k lepsi
rozpadavosti kalust, které jsou pravé v piipad¢ husenicku velmi soudrzné. Po roce prace se
nam podafilo odvodit velmi péknou kulturu, kterd exprimovala zelen¢ zna¢ené mikrotubuly
(GFP-TUAG6) a byla pripravena k naslednym kolokaliza¢nim studiim (Obr 23). Nedlouho
potom, co kultura byla jiz stabilni a vykazovala velmi péknou expresi konstruktu GFP-TUAG,
doslo k vypadku elektrického proudu a kultura zahynula. Takze pro kolokaliza¢ni studie byla
k dispozici pouze rostlina A. thaliana s ¢ervené zna¢enym mikrotubularnim markerem mCh-
TUAS.

Obr 23: Exprese konstruktu GFP-TUAG v bunéénych suspenznich kulturach A. thaliana.

Ttidenni buiiky suspenzni kultury odvozené z rostliny stabilné transformované markerem pro znaceni
mikrotubulti A. thaliana GFP-TUAG byly snimané v oblasti kortikalni vrstvy konfokalnim skenovacim
mikroskopem LSM 5 DUO (Zeiss). Jde o typickou lokalizaci mikrotubuld u vétSiny pozorovanych

bunék, obrazky znazornuji jednu optickou rovinu. Méftitko odpovida 10 pm.

5.2.3. Studium in vivo lokalizace GFP-PLDé a kolokalizace s mikrotubuldrnimi
markery v rostlinach Arabidopsis thaliana

Pred zacatkem kolokalizacnich experimentll zjiStujicich umisténi fosfolipasy oD vuci
mikrotubulim v buiikach bylo nutné selektovat homozygotni linii rostlin A. thaliana GFP-
PLD¢ a mikroskopicky ovéfit stabilitu, homogennost a hlavné zptsob, jakym je fuzni protein
GFP-PLDS lokalizovan v bunikéch rostliny.

Z celkem péti linii rostlin A. thaliana, ekotyp Col-0 generace To, transformovanych
prostiednictvim Agrobacterium tumefaciens konstruktem 35S::GFP-PLDo v plasmidu
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pK7WGF, bylo vyseto a selektovano piiblizn¢ 9000 semen ze tfi po sob& nasledujicich
generaci. U piiblizné¢ 800 znich byla ovéfena exprese screeningem pomoci konfokalni
mikroskopie in vivo.

Zjistili jsme, ze ptiblizné jedna tfetina vSech pozorovanych rostlin T1 generace, prestoze
pravdépodobné byly transformovany, protoze nehynuly na selek¢nim mediu s kanamycinem,
neexprimuje fuzni protein GFP-PLDo v pozorovatelném mnozstvi. Soucasné bylo
pozorovano, ze u rostlin, kde byl GFP-PLD6 mikroskopicky viditelny, doslo k zhasinani
GFP-PLDS exprese piiblizné po tfech tydnech od wvyseti, coz mohlo byt zplsobeno
umlcovanim exprese konstruktu.

V T2 generaci se objevily dvé linie rostlin, jejichz semena vykli¢ila na médiu s kanamycinem
ve 100% ptipadd, je tedy velmi vysokd Sance, ze se jednd o homozygotni transformanty.
U obou linii se u vsech rostlin projevilo umlcovani exprese po pfiblizné tiech tydnech, avSak
dalsi generace, kde byla pouzita semena z rostlin s uml¢enou expresi, nasledné opét expresi
dan¢ho konstruktu vykazovala. Proto byly dané linie pouzity ke kolokalizaénim studiim
a zaroven byl neustale provadén mikroskopicky screening u dalSich linii T2 a3 generace, které
byly 100% rezistentni k selekénimu markeru kanamycinu a sledovana lokalizace PLDSJ,
zaroven bylo sledovéano, zda a kdy k umléeni exprese dochazi.

Lokalizace PLDd byla podrobné sledovana konfokalnim skenovacim nebo ,,spinning disk*
(SDCM - spinning disk confocal microscope) mikroskopem v rostlinach A. thaliana stabilné
exprimujicich fazni protein GFP-PLDS. Béhem vice nez dvou let experimentu bylo pfi
kontrole lokalizace nasnimano asi tii tisice obrazkl a potizeny stovky snimki. Nejcasteji jsme
pozorovali PLDé lokalizovanou tésné€ pod plasmatickou membranou v jemnych bodech, které
vykazovaly rychlou dynamiku a pfechodné se seskupovaly do filamentarnich struktur, které
se ihned rozpadaly. Ziidka bylo mozné vidét tato filamenta na projekcich nékolika snimki
najednou (Obr. 24).

Nejlépe se osvédcilo sniméni prvniho obrazku v Grovni plasmatické membrany a dalsi snimky
byly pofizovany v odstupech 100-400 nm smérem do nitra buiiky. Timto postupem jsme
zjistili, Ze PLDJ se vyskytuje na plasmatické membrané a asi 400-600 nm pod ni (Obr. 25).
Ojedinéle se objevila netypickd, velmi stabilni lokalizace, ktera bud pfipominala
endomembranovy systém buriky nebo nepfipominala vibec nic z toho, co bylo v buikach
zatim spatieno (Obr. 26). Dal§im ojedinélym uskupenim, které PLDJ tvofila, byly vlaknité
struktury, které se lisily od téch, které se vyskytovaly pfechodné, béhem rychlé¢ dynamiky
bodové lokalizované PLDJ. Tato vlakna se v pribéhu desitek minut témét nemeénila a svym
uspotradanim piipominala transverzalné uspotadané mikrotubuly (Obr. 27).
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Obr. 24: Lokalizace PLDJ v rostlinach A. thaliana stabiln¢ exprimujicich fuzni protein GFP-PLDG.
Projekce 4 snimku z riznych optickych rovin zachycuje dynamickou, bodovou lokalizaci GFP-PLDS,
Sipka oznacCuje misto kde se body prechodné formuji do filamentarnich struktur. 5-30denni rostliny
byly péstovany steriln¢ na ARA mediu v rezimu kratkého dne. Obrazky byly pofizeny konfokdlnim
skenovacim mikroskopem LSM 5 DUO (Zeiss). Obrazek je typickym vysledkem ptiblizné Sesti set
opakovani. Méfitko odpovida 10 pm
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Obr. 25: Bodova lokalizace PLD$ v rostlinach A. thaliana stabilné exprimujicich fuzni protein
GFP-PLDS. Panely A-D predstavuji sérii snimkid stejného mista na abaxialni strané listu v rizné
hladin€ ostrosti, snimané od plazmatické membrany (A) ve vzajemném odstupu 400 nm smérem do
nitra buiiky (B-D). PLDd se vyskytuje na plasmatické membrané asi 400-600 nm pod ni. 5-30denni
rostliny byly péstovany sterilné na ARA mediu v rezimu kratkého dne. Obrazky znazoriuji jednu
optickou rovinu a byly pofizeny konfokalnim skenovacim mikroskopem LSM 5 DUO (Zeiss). Méfitko
odpovida 10 pm

Obr. 26: Atypicka lokalizace PLDd v rostlinach A. thaliana stabilné exprimujicich fazni protein
GFP-PLDé. GFP-PLD¢ bylo lokalizovano v nekterych piipadech pod plasmatickou membranou ve
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vzoru piipominajici endomembranové struktury (A). Lokalizace PLDd na plasmatické membrané (B)
neodpovida zadné dosud spatiené lokalizaci proteinu v bunikach.

Obrazky znazoruji optickou rovinu na a tésné€ pod plasmatickou membranou a jsou vysledkem deseti
(A) a dvou (B) opakovani. 5-30denni rostliny byly péstovany sterilné na ARA mediu v rezimu
kratkého dne. Obrazky znazornuji jednu optickou rovinu, byly snimany konfokalnim skenovacim
mikroskopem LSM 5 DUO (Zeiss). Métitko odpovida 10 um.

Obr. 27: Vlaknité struktury PLDd v pokoZkovych buiikach listu A. thaliana.
Fuzni protein GFP-PLDS lokalizovany pod plasmatickou membranou v stabilnich vlaknitych utvarech,

které svym charakterem pfipominaji transversalné usporfadané MT. Na obrazku je vidét i typicka
bodova lokalizace kopirujici plasmatickou membranu (viditelné¢ okraje bun€k). Obrazky zndzornuji
jednu optickou rovinu tésné€ pod plasmatickou membranou a jsou typickym vysledkem péti opakovani.
5-30denni rostliny byly péstovany sterilné na ARA mediu v rezimu kratkého dne. Byly snimany
konfokalnim skenovacim mikroskopem LSM 5 DUO (Zeiss). M¢étitko odpovida 10 um

Nekdy se objevovala podlouhla filamenta velmi blizko sebe, coz je pro MT opravdu
netypické (Obr.28). Vlakna se objevila v n€kolika listech podobného stati najednou, coz nas
vedlo k myslence sledovat rostliny v priabéhu jejich vyvoje systematicky. Zjistili jsme, Ze
podobné usporadani PLDS nesouvisi s vyvojem celé rostliny, ale s vyvojovym stadiem
jednotlivych listh, filamentarni uspotfadani se s vEtsi Cetnosti objevovalo u listl o velikosti 3-5
mm. Ne zcela typické mikrotubularni usporadani a stabilita téchto struktur nas vedlo
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k myslence, Ze muze jit o zvrasnéni membrany. K diikazu propojeni filamentarnich struktur a
membrany jsme pouzili fluorescencni barvivo FM4-64, které se piednostné lokalizuje na
membrané a skutecné se lokalizace na membrané potvrdila (Obr.29).

Obr. 28: Vlaknita lokalizace PLDd
v pokozkovych buiikach listu A. thaliana.
Stabilné exprimovany protein GFP-PLDG je
zde uspotadany zptisobem, ktery ptfipomina
paraleln¢ lokalizovana filamenta v denzitg,
ktera jiz vSak neni typickd pro MT.
Rostliny byly péstovany nesterilné na
zahradnim substratu v rezimu kratkého dne.
Snimky byly pofizeny ,spinning disk®
mikroskopem  (Olympus  1X81-Andor
SDCM) a znazoriiuji projekci 5 snimku
zruznych  optickych  rovin.  Méfitko
odpovidad 10 pm

Obr. 29: Kolokalizace vlaknitych struktur GFP-PLD$ s fluorescenénim barvivem FM4-64 pro
specifické znaceni plasmatické membrany. Pokozkové bunky listu A. thaliana stabilné exprimujici
bodové lokalizovanou GFP-PLDS (A), lokalizace fluorescenéniho barviva FM4-64 (B). Slouc¢ené oba
predchozi obrazky (C). Cerna $ipka na panelech A, B i C oznaduje vyznamnou kolokalizaci &erveného
a zeleného signalu, vlaknitého charakteru. Rostliny byly péstovany nesteriln¢ na zahradnim substratu v
rezimu kratkého dne. Snimky byly pofizeny ,,spinning disk® mikroskopem (Olympus IX81-Andor
SDCM) a znazornuji projekci 5 snimka z riznych hladin ostrosti. Métitko odpovida 10 pm

K potvrzeni piimého, ale i nepfimého propojeni PLDS bylo nezbytné uskutecnit jeste
kolokaliza¢ni studii. Byly pouzity dva pfistupy. Nejprve jsme do listd rostlin A. thaliana
stabilné exprimujicich mikrotubulovy marker mCh-TUAS biolisticky vnaseli GFP-PLDo¢
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konstrukt. V tomto piipadé se ukazala kolokalizace nékterych filamentarnich struktur
tvofenych PLD& s mikrotubuly (Obr. 30). Pouziti opacného ptistupu, kdy se do listi rostlin A.
thaliana stabilné exprimujicich GFP-PLDd biolisticky vnasel mikrotubularni marker RFP-
MBD (microtubule binding domain z humanniho MAP4), nasledoval vétsi vyskyt
filamentarnich struktur tvofenych GFP-PLDS (Obr. 31), ale v obou ptipadech se vyskytovaly
filamentarni struktury, které se prekryvaly s mikrotubuly. Byly vSak i takové, které drahu
mikrotubuli nekopirovaly.

Obr. 30: Kolokalizace (C) vlaknitych struktur biolisticky vneseného GFP-PLDd (A) a stabilné
exprimovaného mikrotubulového markeru mCh-TUAS5 (B) v pokozkovych bunkach abaxialni
strany listu A. thaliana. Misto kolokalizace obou flznich proteint (C) a misto vlaknitého uspotadani
GFP-PLDé (A) ukazuji ¢erné Sipky. Obrazky zndzormuji optickou rovinu tésné¢ pod plasmatickou
membranou a jsou typickym vysledkem padesati opakovani. Sniméno konfokalnim skenovacim
mikroskopem LSM 5 DUO (Zeiss). Rostliny byly péstovany nesterilné na zahradnim substratu
v rezimu kratkého dne. Méfitko odpovida 10 pm
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Obr. 31: Kolokalizace (C) vlaknitych struktur stabilné exprimovaného GFP-PLDé (A)
a biolisticky vneseného mikrotubulového markeru mCh-TUA5 (B) Vv pokozkovych buikach
na abaxidlni strané listu A. thaliana. Cerné Sipky (C) oznaduji kolokalizaci mezi vlaknitymi
strukturami GFP-PLDJ a cervené znaceného tubulinu mCh-TUAS a vlaknité usporadani GFP-PLDS
signalu (A), bila Sipka oznacuje vlakno tvotené GFP-PLDS bez kolokalizace s mikrotubuly. Obrazky
znazoriuji optickou rovinu tésné pod plasmatickou membranou a jsou typickym vysledkem padesati
opakovani. Rostliny byly péstovany nesteriln¢ na zahradnim substratu v rezimu kratkého dne. Obrazky
byly snimany,,spinning disk* mikroskopem (Olympus IX81-Andor SDCM). M¢titko odpovida 10 um

Z vysledkt je tedy patrné, Ze struktury tvofené GFP-PLDO6 se vyskytuji na plasmatické
membrang, ale pfima vazba na mikrotubuly neni zcela prokadzana. Mohli bychom zde pouzit
analogii s terminalnimi komplexy, které jsou umisténé v plasmatické membrané a tvofi
celulosové mikrofibrily sméfujici do apoplastu béhem rastu bunék. Terminalni komplexy
se pohybuji podél mikrotubulli, nejsou snimi spojeny piimo, ale pfes dalsi proteiny
(Bringmann et al., 2012). Experimenty in vitro bylo totiz zjisténo, ze PLDd ma v A. thaliana
n¢kolik interakénich partnert: aktin (ACT7), rizné druhy heat shock proteinti (HSP), rizné
typy ATPsynthas, tubulin (TUB2, 3, 4, 8 a 9), clathriny a homolog flotilinu, coz je protein
typicky lokalizovany v lipidovych raftech (Borner et al., 2005, Ho et al., 2009). Pfima vazba
k mikrotubuliim tedy miize byt pfitomna po velmi kratkou dobu (ndmi pozorovana ptechodné
vznikajici filamenta bcéhem velmi rychlé dynamiky bodid tvofenych GFP-PLDS
na plasmatické membrang). Tato vazba by mohla by regulovdna napt. fosforylaci nebo
defosforylaci PLDS na serinovych nebo threoninovych zbytcich jako u PIP2 dependentnich
fosfolipas (Novotna et al., 2003).

Naopak nami pozorované nedynamické filamentarni struktury tvofené GFP-PLDJ by mohly
byt na cytoskelet vdzany nepiimo, prave v oblasti lipidovych raftd, protoze se zcela jisté vazi
k plasmatické membrané. Souvislost s homologem flotilinu — markerem lipidovych raftd —
neni jisté¢ nahodnd, protoze lipidové rafty jsou mistem zvySené signalizace na plasmatické
membrang, stejné jako PLDJ je v signalizaci vyznamné zapojena (Ho et al., 2009, Malinsky
etal., 2013).
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U zivocisnych bunék a kvasinek se ukéazalo, Ze plasmaticka membrana je rozdélena na mala
policka — rafty o priméru 20-70 nm, kterd maji specifické slozeni: glykosfingolipidy
a cholesterol u zivocisSnych bunék a ergosterol u kvasinek a sitosterol, kampesterol, mén¢
stigmasterol a cholesterol a dalsi derivaty u rostlin (Liu et al., 2009). Typickou postransla¢ni
modifikaci proteinii umisténych na lipidovych raftech je glykosylfosfatidylinositolova kotva
(GPI), kterou se proteiny upeviuji k plasmatické membrané (Borner et al., 2005). Hranice
rafth Casto kopiruji cytoskeletalni filamenta probihajici pod membranou, policka jsou vysoce
dynamicka (u zivocichil) a diky specifickym proteinim 1 specifickému slozeni fosfolipidi,
které je obklopuji, maji Casto riznorodou signalni funkci (Oda et al., 2012). Policka byvaji
lokalizovéana bud’ v roviné plasmatické membrany nebo tvofi prohlubne — mvaglnace

plasmatické membrany podobné baikdm (kaveoly v B ;
nervové tkani zivocisnych bun€k) nebo trubicim
(eisosomy u kvasinek) (Obr. 32) (Malinsky et al.,
2013, Nicolson 2014, Stradalova et al., 2009).

Obr. 32: Trubicové vchlipeni plasmatické membrany u 58
kvasinky Saccharomyces cerevisia. Trubicové invaginace F
plasmatické membrany — eiosomy jsou nahodné
distribuovany po povrchu kvasinky (Stradalova et al.,
2009).

Struktury zminéné u S. cerevisiae napadné piipominaji filamenta tvofena GFP-PLDS u
suspenznich kultur A. thaliana (Obr. 18). Tato policka dostala, podle souvislosti s jejich
nalezem a funkci, rizné nazvy: lipidové rafty, membranové mikrodomény, detergent-
rezistentni (nerozpustné¢) membrany (DRM — detergent-resistant membrane, DIM — detergent-
insoluble membranes). Studium lipidovych rafti je technicky naro¢né, protoze je nutno
izolovat pouze malé, difuzné rozeseté oblasti pasmatické membrany. Ackoliv je izolace téchto
mikrodomén historicky spojena s pouzivanim detergentnich ¢inidel (Triton-X100, SDS,
CHAPS), je to postup ponékud zavadéjici, protoze bylo zjisténo, ze mnoho proteinti
izolovanych timto zptisobem patii do jinych bunéénych kompartmenti nez do plasmatické
membrany. Navic se mohou velké proteinové komplexy rozpadnout a ztratit v cytosolické
frakci. Sance zachytit takto proteiny vazané periferné k PM (jako je tieba PLDS) je jesté
mensi. Je tedy nutné tento postup doplnit o afinitni chromatografii nebo imunoprecipitacni
postupy nebo pouzit metodu fluorescenéniho znaceni zkoumanych proteint a in vivo pfimo
pozorovat. Metoda ,,live imaging® s pouzitim rtiznych zpiisobli zobrazeni a mikroskopickych
technik (Liu et al., 2009) se v rostlinné biologii velmi osvédcila, protoze pifimo vypovida o
biologické funkci konkrétnich studovanych proteinii a jejich interakcich. Naptiklad expresi
konstruktu zeleného fluorescencniho proteinu a proteinu pro cytoplasmaticky draslikovy
kanal (GFP-KATL1) bylo znovu potvrzeno, ze rostlinné mikrodomény jsou mnohem méné
dynamické nez mikrodomény v zivociSnych buitkach a také kopiruji cytoskeletdrni drahy
(Obr. 33). U rostlin bylo zatim zjiiténo, ze nékolik integralnich proteinti (H*, Ca?* ATP asa,
akvaporin PIP2;1, exportni protein pro auxin — PIN2, transportéry hexos atd.) a nckteré
periferni (flotiliny, remorin) se v plasmatické membrané shlukuji do oddélenych skupinek,
velikosti odpovidajicich uvedenym mikrodoméndm a byla pozorovana i zmeéna slozeni téchto
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mikrodomén naptiklad po plsobeni patogennich nebo symbiontnich mikroorganismi na
rostlinu (Borner et al., 2005, Homann et al., 2007, Malinsky et al., 2013, Sutter et al., 2006).
Homannem popsand nizk4d dynamika téchto domén u rostlin i napadnd podobnost obrazku
28 a 33, mohou vést k domnénce, ze nami pozorovana lokalizace GFP-PLDS odpovida
lokalizaci v lipidovych mikrodoménach, kde se mize piimo Gcastnit na jejich tvorbé (Pinosa
et al., 2013) a je nepiimo spojena s kortikalnimi mikrotubuly napf. prostfednictvim dalS$ich
proteinu (Ho et al., 2009).

Obr. 33: Uspoiadani draselnych vtokovych kanali KAT1. V pokozkovych a svéracich bunikach
Vicia faba jsou distribuované proteiny KAT1-GFP v plazmatické membrané do jednotlivych bodd,
misty vytvarejicich filamentarni struktury. Podle Homannové se shromazd'uji v mistech lipidovych
raftl, do nichz se pfirozen¢ integruji. Métitko odpovida 10 um (Homann et al., 2007).

5.3. Casné zmény mikrotubularniho cytoskeletu po piisobeni solného stresu

Cilem této casti prace bylo prokazat propojeni fosfolipidové drahy a cytoskeletu b&hem
solného stresu u rostlin A. thaliana. Uloha roiznych isoforem fosfolipasy D pfi stresu
ze zasoleni byla mnohokrat dokdzéna. Propojeni PLDO6 a mikrotubulii je téma velmi
diskutované, avSak zdaleka ne vyfesené. Porovnanim odezvy mikrotubuld pii solném stresu u
mutantnich rostlin husenicku, které maji vyfazenou ¢innost PLDo a u rostlin divokého typu
(WT), které maji funkci PLDo neporusenou, chceme dolozit existenci a dalezitost propojeni
PLDé s mikrotubuly pfi pisobeni solného stresu.

K pokustim byly pouzivany rostliny A. thaliana, Col-0 WT a mutanti pldd SALK 023247, kde
je inzerci T-DNA z Agrobacterium tumefaciens do genu kodujiciho PLDS vyfazena jeho
funkce.

Nejprve bylo ovéfeno genotypizaci, Ze inzer¢ni mutanti pldo jsou homozygotni linie a gen je
nefunkéni. (Obr. 34).
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Obr. 34: Genotypizace mutantnich linii Arabidopsis thaliana pldé SALK 023247

Gel zobrazuje bandy DNA rostlin A.thaliana WT a jenotlivych mutantnich linii pldd (1-8)
amplifikovanou v PCR reakci pomoci sady tii primeru. V jedné reakci (LP, RP primery) se sledovala
pfitomnost asi 1 200 bp velkého fragmentu pro cast PLDJ a tento fragment byl amplifikovan
V heterozygotnich liniich a rostlinach divokého typu. Ve druhé PCR reakci (RP, LBb1.3 primery) se
amplifikovala ¢ast nefunkéni PLDS a ¢ast inzertu T-DNA z A. tumefaciens o velikosti 600-900 bp
atento fragment byl pfitomen v homozygotnich i heterozygotnich rostlinach. U vSech osmi pldo
mutantnich linii se objevila amplifikace PCR produktu pouze u sady primeri RP a LBb1.3, coz
znamena, Ze $lo o homozygoty.

Pétidenni rostlinky A. thaliana WT i pldd se pfenesly na medium s pfidanym NaCl (150 mM
a nebo 200 mM koncentrace). Po 30 min, 2, 3 a 5 h pisobeni solného stresu se rostliny
fixovaly a protilatkou se oznacily mikrotubuly v kofenech. Od kazdé pokusné varianty bylo
paralelné pozorovano nejméné pét kotenli konfokalnim skenovacim mikroskopem a v kazdém
koteni pocitany mikrotubuly nejméné v Sesti kofenovych buiikach ve dvou oblastech. Prvni
sledovana oblast se nachazela 300-420 um, druha pak 540-660 pm od kotenové Spicky. Pocet
mikrotubult kazdé kofenové buiiky byl méfen na 20um délky buriky, vztazen na 1 um délky
a tato hodnota oznacovana jako densita mikrotubulii.

Hlavnim sledovanym parametrem byla schopnost rekonstrukce mikrotubularni sit€¢ béhem pé&ti
hodin, kdy na rostliny pisobila sul (Obr.35 a 36).
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Obr. 35: Rekonstrukce mikrotubularni sité po aplikaci solného stresu (150mM NaCl)
Vv kotfenovych burikach pétidennich rostlin A. thaliana divokého typu (WT) v ¢asech 30 minut, 2,3 a 5
hodin od zacatku pusobeni NaCl. Semenacky byly fixovany a znaceny protilatkou proti a-tubulinu. Od
kazdé pokusné varianty bylo pozorovano vzdy Sest bun€k, paralelné v péti kofenech konfokalnim
skenovacim mikroskopem LSM 5 DUO (Zeiss) ve dvou sledovanych oblastech. Prvni se nachazela
300-420 pm, druha pak 540-660 um od kofenové $picky. Mikrofotografie znazoriuji projekci 5
snimki z riznych optickych rovin. Métitko odpovida 10 pm.

0 min 30 min

540-660

Distance from root apex (pum)

300-420

Obr. 36: Rekonstrukce mikrotubularni sité po aplikaci solného stresu (150mM NaCl)
v kofenovych burnikach pétidennich rostlin A. thaliana mutantni linie pldé SALK 023247 v ¢asech 30
minut, 2, 3 a 5 hodin od zac¢atku ptisobeni NaCl. Semenacky byly fixovany a znaceny protilatkou proti
a-tubulinu. Od kazdé pokusné varianty bylo pozorovano vzdy Sest bunck, paralelné v péti kotenech
konfokalnim skenovacim mikroskopem LSM 5 DUO (Zeiss) ve dvou sledovanych oblastech. Prvni se
nachazela 300-420 pm, druhd pak 540-660 um od kofenové Spicky. Mikrofotografie znazornuji
projekei 5 snimkt z riznych optickych rovin. Méfitko odpovida 10 pm.

Byly pozorovany statisticky vyznamné rozdily v uspofadani mikrotubulll u rostlin divokého
typu a mutantu pldo po ptusobeni 150 a 200 mM koncentrace NaCl. Mikrotubuly mutantu
pldo SALK 023247 vykazovaly hor$i adaptaci na solny stres a béhem jeho pisobeni jejich
pocet regeneroval pomaleji nez u rostlin divokého typu.

30min po pusobeni 150 mM NaCl se sniZila hustota mikrotubulli. Po dvou hodinach se
cytoskelet zacal adaptovat na zasoleni a pocet mikrotubull stoupl, kolem tfeti hodiny byla
hustota mikrotubulll nejvétsi a kolem paté hodiny nastal ur€ity pokles. Statisticky vyznamné
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rozdily oproti WT miizeme pozorovat po dvou (0,56 oproti 0,36 MT.um™) a tfech hodinach
pusobeni soli (0,74 oproti 0,65 MT.um™). Odlisnost byla pritkazna na hladiné vyznamnosti
1% po dvou hodinach a 5% po tiech hodinach. (Obr. 37).

20 Obr. 37: Graf rekonstrukce poctu
1.8 B WT mikrotubuli po aplikaci solného stresu
-~ 18 W plds (150mM). Graf znazortiyje denzitu mikrotubulii
5 14 v kofenech rostlin A.thaliana divokého typu a
f; 1.2 mutantu pldé od zacatku pisobeni NaCl v Case
2 10 (min). Hodnoty mikrotubuldrnich denzit byly
E 038 o ' ziskany kvantifikaci imunoznacenych
s 0° mikrotubulfi na 20pm délky kazdé sledované
g 04 buiky. Denzita mikrotubulti vyjadfuje jejich
0.2 < . . ‘1w
00 pocet vztazeny na 1 pum délky. Hvézdicky

0 30 120 180 300 indikuji statistickou vyznamné rozdily Sedesati
méfeni mezi mutantnimi rostlinami a rostlinami
divokého typu (WT, ** P<0,01, * P<0,05,
Studenttiv t test)

Vyssi koncentrace soli (200 mM) byla pro mutantni rostliny jiz natolik toxicka, Ze se
mikrotubuly skoro neregenerovaly a jejich hustota zistavala po celou dobu experimentu
prakticky na téze hodnoté (Obr. 38, 39). Po 2, 3 a 5 h se hodnoty density MT u WT vyznamné
statisticky odliSovaly od hustoty mikrotubuli u mutanta na hladin¢ vyznamnosti 0,1% u vSech
tii ¢asti. (Obr. 40). Hodnoty hustoty MT pro jednotlivé varianty jsou shrnuty v tabulce (Tab.
6). Muzeme tedy fici, Ze obé koncentrace soli vyznamné&ji poskozovaly mikrotubularni sit’
mutanta v porovnani s divokym typem. Mikrotubuly v mutantu pldénejsou schopny se na
zasoleni adaptovat tak rychle, jako to dokézi MT kotfent divokého typu rostlin.

0 min 30 min

540-660

Distance from root apex (jum)

300-420

i . ! F..-

Obr. 38: Rekonstrukce mikrotubularni sité po aplikaci solného stresu (200mM NaCl)
v kofenovych butikach pétidennich rostlin A. thaliana divokého typu (WT) v ¢asech 30 minut, 2,3 a 5
hodin od zacatku pasobeni NaCl. Semenacky byly fixovany a znaceny protilatkou proti a-tubulinu. Od
kazdé pokusné varianty bylo pozorovano vzdy Sest bunck, paralelné v péti kotenech konfokdlnim
skenovacim mikroskopem LSM 5 DUO (Zeiss) ve dvou sledovanych oblastech. Prvni se nachazela
300-420 pm, druha pak 540-660 pm od kofenové Spicky. Mikrofotografie znazornuji projekci 5
snimku z riznych optickych rovin. Méfitko odpovida 10 um.
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Vv kotenovych buiikach pétidennich rostlin A. thaliana mutantni linie pldé SALK 023247 v ¢asech 30
minut, 2, 3 a 5 hodin od zac¢atku pusobeni NaCl. Semenacky byly fixovany a znageny protilatkou proti
a-tubulinu. Od kazdé pokusné varianty bylo pozorovano vzdy Sest bunck, paralelné v péti kofenech
konfokalnim skenovacim mikroskopem LSM 5 DUO (Zeiss) ve dvou sledovanych oblastech. Prvni se
nachazela 300-420 um, druhd pak 540-660 um od kofenové S$picky. Mikrofotografie znazoriuji
projekei 5 snimkt z riznych optickych rovin. Méfitko odpovida 10 pm.
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Obr. 40: Graf rekonstrukce poctu
mikrotubuli po aplikaci solného stresu
(200mM).  Graf  znazornuje  denzitu
mikrotubulti v kofenech rostlin A. thaliana
divokého typu a mutantu pldd od zacatku
pusobeni NaCl v ¢ase (min). Hodnoty denzit
MT byly ziskany kvantifikaci
imunozna¢enych mikrotubuli na 20 pm
délky kazdé¢ sledované buiikky. Denzita
mikrotubula vyjadiuje jejich pocet vztazeny
na 1 pum délky. Hvézdicky indikuji
statistickou vyznamné rozdily Sedesati
méfeni mezi mutantnimi rostlinami a
rostlinami divokého typu (WT, *** P<0,001,
Studentiv t test)

Tab.6: Hodnoty denzit mikrotubulu
po aplikaci solného stresu (150 a 200mM
NaCl) vkofenech rostlin A. thaliana
divokého typu (WT) a mutantu PLDJ. Pocet
mikrotubultt kazdé kotfenové buiky byl
méfen na 20um délky bunky, vztazen
nalum délky a tato hodnota oznacovana
jako densita mikrotubuld. Kazdy udaj
piedstavuje primérnou hodnotu z Sedesati
méfeni.



DalSim sledovanym parametrem byl dlouhodoby vliv 150 a 200 mM koncentrace NaCl na
rist kofend A. thaliana WT a pldd. Sesty den po vyseti semen na medium bez ptidavku soli
byla ¢ast rostlin obou variant pfenesena na medium se soli, kde byly rostliny sledovany
dalsich pét dnd. Po celou dobu experimentu se kazdy den zaznamenavala délka kotent,
paraleln€ pro 15 semenackil od kazdé varianty ve dvou biologickych opakovanich. Vysledky
prokézaly zpomaleny rust nebo jeho uplnou zastavu po piisobeni obou koncentraci soli u A.
thaliana WT oproti neoSetfenym rostlinam, ale rust kofenu linie A. thaliana pldo byl
V pfitomnosti obou koncentraci soli jeSté pomalejSi, nez rast kofeni WT za stejnych
podminek.(Obr. 41). Pii vy$$i kocentraci soli n€které rostliny s vyfazenou funkci PLDS
uhynuly. Snizeni rychlosti nebo zastava rlstu kofenti a uhynuti n¢kterych rostlin mutantni
linie pldé po plsobeni solného stresu ukazuje na dilezitost vasné regenerace
mikrotubularniho cytoskeletu béhem adaptace rostlin na solny stres.
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Obr. 41: Dlouhodoby vliv solného stresu na rist kofend A. thaliana WT (A- C) a pldd (D - F).

Po Sesti dnech rtstu byla ¢ast rostlin presunuta na MS zpevnéné medium se 150 mM (B, E) nebo 200
mM NaCl (C, F). Cast rostlin byla ponechana na kontrolnim MS médiu bez piidavku soli (A, D).
Chybové usecky reprezentuji smérodatnou odchylku pro 30 métreni (15 semenacka a dvé biologicka
opakovani).

Béhem aklimace rostlin na solny stres byly pozorovany zmény v denzit¢ mikrotubuld.
V souladu s naSim pozorovanim byl popsan ubytek mikrotubularnich vlaken s naslednou
regeneraci (Wang et al., 2007, Wang et al., 2011). Zda se tedy, ze ubytek mikrotubuld a jejich
regenerace je dilezity krok pfi €inné obrané rostliny béhem solného stresu, ale tyto procesy
museji byt spravné nacasovany. KdyZ totiz byly mikrotubuly stabilizovany taxolem a poté
byla aplikovana siil, zvySila se Umrtnost rostlin. Pocatecni depolymerizace mikrotubul
nasledovana tvorbou pln€ nové mikrotubularni sité¢ s jinym ,,0kolem* je zifejmé nezbytnou
podminkou k tomu, aby reakce vSech proteinli probéhly v¢as a na spravném misté a vyustily
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Vv u¢innou obranu proti abiotickému stresu (Wang et al., 2007, Zhang et al., 2012). Ze
zpomalené reakce rostlin, kterym chybéla PDLS, vyplyva, Ze tato isoforma hraje dilezitou
roli a néjakym zpisobem napoméha mikrotubuliim v regeneraci. Mohla by to byt pravée jejich
fixace pomoci PLDd k plasmatické membrané, ktera napomuze k jejich polymeraci (Dixit et
al., 2004). Dilezitost propojeni PLDd a MT vyplyva i z toho, ze oba proteiny se zapojuji
béhem signalizace po riznych zatézovych situacich — napf. po bakterialni infekci (Kobayashi
et al., 1997), osmotickém stresu, zranéni a po ptusobeni hormont (Dhonukshe et al., 2003 a),
které muze nastat v prubéhu signalizacnich déji spusténych pravé zminénymi stresovymi
faktory.

PLD se vSak muze na zlepSeni regenerace MT podilet i nepfimo, pies proteiny asociované
s mikrotubuly (MAP), podobné¢, jako je tomu u aktinového cytoskeletu a ABP. Opravdu byl
nalezen protein MAPG65-1, ktery zvySuje svazkovani a polymeraci mikrotubuld po puisobeni
PA. S kortikalnimi mikrotubuly je asociovano vice MAP65: MAP65-1, 2, 5 a 8, ale pouze
MAPGB5-1 zlepsuje kondici mikrotubulll pii solném stresu a je zapojen v adaptaci rostlin na
solny stres (Zhang et al., 2012). KdyZ byly v molekule MAP65-1 mutovany aminokyseliny
podilejici se na vazbé PA, MAPG65-1 piestal mit schopnost se vazat k mikrotubulim a u
rostlin vystavenych solnému stresu se zvySila incidence hypersenzitivni reakce.
Hypersenzitivni reakce je do urcitého rzsahu prospéS$na, protoze v okolnim pletivu muize
iniciovat dal§i obranné mechanismy, piekroci-li vSak jeji rozsah urcitou prahovou hodnotu,
nastavaji nezvratné zmény asmrt organismu. Je mozné, ze pravé nedostateéna rychlost
regenerace mikrotubuld v mutantni linii pldd vedla u nékterych rostlin k piehnané
hypersenzitivni reakci a uhynuti. Hypersenzitivni reakce se objevuje u stresu ze zasoleni
pii vysSich koncentracich soli, ale zajimavé je, Zze u mutantl s poruSenou funkci MAP65-1
se vyskytuje méné pii stejné koncentraci soli, z toho vyplyva, ze k rozvoji HR u rostlin je
zapotiebi MAP65-1 a rozvoj HR postupuje pres navazani PA a ovlivnéni mikrotubul (Zhang
et al.,, 2012). Nepiitomnost MAP65-1 tedy hypersenzitivni reakci snizuje, ale PLDJ
a pfimeéfena hustota mikrotubularni sit¢ mtize pidsobit jinym, regulacnim mechanismem
a udrzovat rozsah hypersenzitivni reakce V jeji signalizacni fazi (Higaki et al., 2011).

Zhang, v citovaném c¢lanku, spojuje produkci PA s funkci PLDal, ktera je ze vSech izoforem
PLD v rostlinach nejhojnéji zastoupena. V mutantu pldoise oproti WT snizil po¢et MT po 6 h
pusobeni 50mM NaCl. Spravnad funkce PLDalje tedy nezbytna pro tvorbu PA a nasledné
ovlivnéni MAP65-1, ktery ve spravnou chvili zplisobi polymeraci a stabilizaci mikrotubuld
a pomiize rostlinnym bunikdm vyrovnat se s pusobenim solného stresu, pfiméa vazba PLDal
na mikrotubuly vSak prokdzana nebyla.

Katagiri popisuje, ze nasobny mutant pldé a al byl ksoli citlivéjsi nez mutanty samotné
(Katagiri et al., 2001), coz by sice mohlo byt zpiisobeno vét§im snizenim produkce PA
U mutanta nasobného nez u mutantll jednoduchych, ale mohlo by to byt ddno i jinym
mechanismem, kterym by mohla PLDd pfti plisobeni solného stresu stabilizovat mikrotubuly.
Blokovanim funkce PA pomoci n-butanolu, bylo pozorovano odpojovani mikrotubula
od plasmatické membrany, coz bylo spojovano s funkci PLDS (Dhonukshe et al., 2003 a).

U PLD$ se predpoklada piima vazba nebo vazba pres dalsi proteiny k MT, v kapitole 5.2.3.
byla lokalizace PLDS kopirujici drahy MT také dokdazana. Stabilizace MT vazbou
k plasmatické membrané pies mustek tvoreny samotnou PLDS (Gardiner et al., 2001) nebo
jesté jinymi proteiny zapojenymi do tohoto komplexu by mohl byt dal§$im mechanismem
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napomahajicim stabilizaci MT béhem adaptacni reakce na solny stres, stejn¢ jako na ostatni
typy stresovych signald, kde je k adaptaci nutna stabilizace mikrotubult.

5.4. Ovlivnéni metabolomu Arabidopsis thaliana signalnimi molekulami

Tvorba sekundarnich metabolitii béhem obrannych reakci rostlin probihd v pozdni fazi celé
reakce. Béhem stresové signalizace se metabolismus presmérovava k obrannym reakcim a
nové nebo vice se exprimuji proteiny, které potom modifikuji nizkomolekularni latky,
sledované v rdmci zmén v metabolomu rostliny po ptisobeni signalnich molekul i¢astnicich
se obranné reakce.

Sledovanim profilu nizkomolekularnich latek z extraktu rostlin A.thaliana WT a eds1 mutantu
bez oSetfeni a Ath WT po oSetieni signalni molekulou SA a blokovanim G¢inku PA pouzitim
n-butanolu, jsme chtéli zjistit dopad zmén v signalizaci na vyskyt sekundarnich metaboliti.
Metabolomickou analyzou extrakti A. thaliana bez oSetieni nebo 6 h po osetfeni 0,1% n-
butanolem, 50 uM SA, 0,1% n-but s SA nebo kontrolnim neaktivnim analogem 0,1% tert-
butanolem a kombinaci 50 uM SA s 0,1% t-butanolem bylo nalezeno 219 latek (tzv. markert)
definovanych pomoci molekularni hmotnosti, retenéniho ¢asu a intenzity signalu (ta odpovida
plose piku ziskaného analyzou). Pomoci PCA analyzy (priciple component analysis) byly
vzorky rozdéleny na zakladé podobnosti jejich metabolomickych profild, tedy intenzit
jednotlivych markerii (Obr. 42). Jestlize se body ptedstavujici jednotlivé vzorky po urcitém
oSetfeni spoji v grafu do oddélené skupiny, znamena to, Ze dané oSetfeni zménilo relativni
mnozstvi danych latek oproti jinym oSetfenim nebo oproti kontrole. Jestlize se v grafu misi
body reprezentujici jednotlivé vzorky po riznych oSetfenich znamena to, Ze se mnozstvi latek
po téchto oSetfenich nelisi. V grafu PCA mizeme vidét velmi dobfe oddélené dvé skupiny
vzorkl: v pravé Casti grafu se nachazi vzorky po oSetfeni n-butanolem a smési n-butanolu
S SA, zatimco v levé ¢asti grafu jsou umistény vzorky neosetfené n-butanolem (kontrolni, tert-
butanol, SA a SA+tert-butanol). Z jiného pohledu také vyplyne, Ze vzorky umisténé v
PCA diagramu nahote byly oSetfeny SA, naopak vzorky v dolni ¢asti nikoliv.
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Obr. 42: Analyza hlavnich komponent (PCA) markerti analyzovanych metodou UHPLC-
QTOFMS. Extrakty A. thaliana WT byly analyzovany ve variantach bez oSetfeni nebo po oSetfeni
signalni molekulou SA, blokovanim u¢inku PA pouzitim n-butanolu, pfipadné inaktivnim analogem
tert-butanolem a jejich kombinacemi. Jednotlivé varianty jsou kdédovany barevné, jak je uvedeno
V legendé.

Znamena to tedy, ze oSetfeni n-butanolem (at’ uz s SA nebo bez ni) vyraznéji pozménilo
mnozstvi nalezenych latek oproti kontrole nebo dalSim oSetfenim. Miizeme fici i to, Ze se lisi
vzorky neoSetfené (nebo oSetiené neaktivnim analogem) a vzorky po ptsobeni SA (popf.
spolu s neaktivnim analogem t-butanolem).

V této fazi pokusu jsme védeli, Ze relativni mnozstvi latek se vyznamnéji méni po eliminaci
vlivu PA a méné se méni po pfidani samotné SA, avsak blokovani PA n-butanolem s ptidanou
SA mélo podobny efekt jako blokovani samotnou PA a zpisobuje tedy konzistentni
metabolomickou odpovéd'.

Neznali jsme konkrétni ovlivnéné latky, ale pouze molekularni hmotnosti nalezenych latek
Vrozmezi Mr = 50-1000. Z databaze primarnich a sekundarnich metabolitd A. thaliana
(KNApSAcK: A Comprehensive Species-Metabolite Relationship Database, online) byly
vybrany sekundarni metabolity (pfipadné jejich prekurzory a nékteré latky se signalni funkci),
které molekulovou hmotnosti odpovidaly danému rozmezi a mohly by se Gcastnit obrannych
reakci, ve kterych je zapojena fosfolipidova signalni draha nebo draha SA (Ptiloha 3).
Porovnanim molekulovych hmotnosti vytipovanych metabolitii s molekulovymi hmotnostmi
latek nalezenych hmotnostni spektrometrii, jsme identifikovali Sest latek, jejichz relativni
mnozstvi se po oSetfeni ménilo. V zasad¢ jde o fenylpropanoid — kyselinu sinapovou a jeji
derivaty a flavonol kempferol a jeho glykosylované derivaty. U vSech Sesti latek byl
po oSetfeni pozorovan podobny trend. Relativni mnozstvi nalezenych latek bez oSetfeni bylo
stanoveno jako 100%; k nejvyraznéjsimu poklesu (ktery vsak je statisticky vyznamny pouze
u kempferol rhamnosidu po oSetfeni n-but na hladiné¢ vyznamnosti do 5%) doslo po 6 h
pusobeni n-butanolu, mirnéjsi pokles nastal po ptsobeni n-butanolu a SA zaroven. Naopak
velmi nepatrné zvySeni mnoZstvi sledovanych latek nastalo po 6 h piisobeni SA (ktery vSak je
statisticky vyznamny pouze U kempferol rhamnosidu po oSetfeni SA na hladin€ vyznamnosti
do 1%). PouZiti ostatnich oSetfeni nevykazovalo Zadny souvisly trend. Vyznamné klesal
obsah derivati kempferolu v edsl mutantni linii oproti rostlinam divokého typu bez oSetieni.
(Obr. 43).
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Obr. 43: Graf porovnani relativniho mnoZstvi vybranych sekundarnich metaboliti v rostlinach
A. thaliana, WT po oSetfeni signalnimi latkami a jejich kombinaci, jak je uvedeno v legendé.
Sledované obsahové metabolity jsou (A) kyselina sinapova (B) sinapoyl malat, (C) glukosid kyseliny
sinapové, (D) dirhamnosid kempferolu, (E) glukosid-rhamnosid kempferolu, (F) glukosid-dirhamnosid
kempferolu byly sledovany i u mutantni linie eds1 bez oSetfeni metodou UHPLC-QTOFMS. Relativni
mnozstvi metabolitu pro kazdé osetieni je vyjadieno procenty vzhledem k obsahu sledované latky
Vv rostlinach divokého typu bez oseteni (WT, kontrola).

Spusténi signalni drahy, ve které je zapojena SA je diskutovano hlavné v souvislosti
S obranou proti biotrofnim patogentim, ale i dalsi biotické vlivy vyvolavaji signalizaci, kde je
SA zapojena napiiklad v interakci SA a JA signalni drahy (Dempsey et al., 2011, Loake et al.,
2007). Podili se i pfi signalizaci, ktera se spousti po abiotickych stresech — pfii suchu,
nefyziologickych teplotach, zvysené koncentraci soli, UV zafeni, oxida¢nim stresu ap. (Miura
et al., 2014). Podobné i PA je zapojena skrze zvyseni aktivity PLD i PLC ve fosfolipidové
signalizaci a aktivuje se, jak pfi biotickém, tak i abiotickém stresu (Bargmann et al., 2009 a,
Bargmann et al., 2009 b, Bargmann et al., 2006).

Biosyntéza fenylpropanoidil je soucasti velké Sikimatové biosyntetické drahy, kterd se vétvi a
smefuje  k biosyntéze  velkého mnozstvi sekundarnich  metabolitd v rostlinach:
flavonoidi,taninti, kumarinii. Fenylpropanoidova drédha produkuje i signélni molekuly, jako je
SA, metylsalicylat, hormondlni latky (auxiny). Jeji meziprodukty, kyselina ferulova, kavova,
sinapovd a dal$i mohou vyustit v syntézu ligninu. Klicovym enzymem této drahy je
fenylalaninamoniaklyasa (PAL) deaminujici fenyalanin na kyselinu trans-skotficovou, zde se
draha vétvi smérem k fenylpropanoidim nebo kumarinim (Dixon et al., 2002, Vogt 2010).
Nami identifikované derivaty kyseliny sinapové a kempferolu jsou tedy hojné se vyskytujici
sekundarni metabolity, jejichz biosyntéza bude ovliviiovana vétSinou signalnich molekul
objevujicich se béhem signalizace vedouci k obrannym reakcim. Ackoliv je tato biosynteticka
draha velmi dulezita, je zajimavé, Ze jeSté neni zmapovano mnoho enzymu zapojenych
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V biosyntéze konkrétné u sinapové kyseliny nebo kempferolu a jejich derivata (Nair et al.,
2004, Yonekura-Sakakibara et al., 2007). Ovlivnéni biosyntézy téchto latek bézné
studovanymi signalnimi molekulami, jakymi jsou SA nebo PA, mizeme tedy odvodit pouze
podle nepiimych dikazi. Béhem metabolomické studie jsme zjistili, ze edsl mutant ma oproti
WT velmi snizen obsah derivati kempferolu naproti tomu blokovani PA signalizace snizilo
jeji obsah jen nepatrné. EDS1 je lipasdm podobny protein, ktery se spojuje s RPS4,
receptorem pro efektorové bakteridlni molekuly a tento komplex ziejmé v jadie ovliviiuje
expresi genli zapojenych v obrané. Produkty tohoto procesu nakonec blokuji rast bakterii
(Heidrich et al., 2011). Je tedy ziejmé, Ze EDS1 protein pusobi spiSe na pocatku, po percepci
efektorovych molekul a pokud chybi, ma to na rostlinu velmi komplexni dopad. Naproti tomu
se blokovanim PA signalizace nebo pfidanim SA profily sekundarnich metabolitti zménily jen
mirné, protoze tyto dvé drahy se vyskytuji béhem obranné reakce az pozdé€ji a jsou jen
soucasti slozité signalizacni sité, kde vypadek jedné slozky nemusi mit tak vyrazné dopady na
vyslednou obranu (Robert-Seilaniantz et al., 2011 a).

Trend, ktery nam odhalila PCA analyza i vyhodnoceni konkrétnich sekundarnich metaboliti
ukazuje, ze blokovani PA ovliviiuje metabolom podobné, at uz byly rostliny oSetfeny n-
butanolem samotnym, nebo ve smési s SA, mnoZstvi sledovanych latek oproti kontrole mirné
klesa. Po SA samotné naopak graf u sledovanych latek ukazuje mirny vzestup oproti kontrole.
Podobny trend byl pozorovan u exprese genti pro obranné PR-1 proteiny Vv suspenznich
kulturach A. thaliana, kdy SA zvySuje jejich expresi oproti kontrole, ale n-butanol sam nebo
spole¢né s SA jejich expresi snizuje (Krinke et al., 2009). Tento fenomén by mohl souviset i
se signalizaci, do které je zapojen aktinovy cytoskelet. Rozpad cytoskeletu, stejné jako SA
zvySuje expresi geni PR1. Rozpad cytoskeletu by mohl byt dilezity signal, ktery ma své
misto ve spravné probihajici obranné reakci vedouci az k produkci sekundarnich metabolitii.
Piedpoklada se totiz, ze jak depolymerovana vlakna cytoskeletu tak i SA vedou k aktivaci
PLD a vzniku PA, kterd spousti nejen regeneraci cytoskeletu, ale je zapojena i v mnoha
dal$ich signaliza¢nich udalostech. (Kalachova et al., 2013, Matouskova et al., 2014). Kdyz je
ale PA nahrazena nefunkénim fosfatidylbutanolem po oSetieni n-butanolem, mnoho
signdlnich reakci, které probihaji po PA nenastane, a tim nepokraCuje signalizace ve
spravném sledu a nevede k pfiméfené obran€, kam patii i produkce sekundarnich metabolitt.
Je tedy jisté, Ze jsme teprve na samém pocatku poznani mechanismu, které vedou k odhaleni
prabéhu signalizace a jejiho dopadu na produkci sekundarnich metabolitli béhem obranné
reakce.
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6. Zavér

Cilem této prace bylo prostudovat ulohu cytoskeletu a fosfolipidové signalizace pti obrannych
reakcich rostlin.

S vyuzitim fluorescencné znacenych proteinti v zivych pletivech rostlin se pomoci konfokalni
mikroskopie podaftilo vizualizovat ibyvani vladken aktinového cytoskeletu béhem signalizace
kyselinou salicylovou (SA). Vzestup hladiny SA a nasledny rozpad aktinového cytoskeletu
mely za nasledek rist exprese obrannych markerovych genti PR-1. AvSak zvySeni aktivity
fosfolipasy D nasimulované pfidanim kyseliny fosfatidové (PA) pfed SA revertovalo tc¢inek
SA na aktinovou sit, a ta zaCala polymerovat. Z literarnich pramenti bylo zjisténo, ze faze
polymerace aktinového cytoskeletu nastava pii patogenem spusténé obranné reakci pied
zvySenim hladiny SA a také delsi dobu po ném, ale bezprostfedné (do 1 h) po zvysSeni hladiny
SA cytoskeletalni vlakna mizeji. To nas vedlo k predpokladu, Ze spravné naasované stiidani
rozpadu a polymerace cytoskeltu ma vliv na aspésny prubéh obranné reakce.

Vizualizaci faznich fluorescencnich proteinli v rostlinaich a suspenznich kulturach
transformovanych stabiln¢ nebo transientné markery pro fosfolipasu Dd (PLDJ) a/nebo
mikrotubuly se podafilo odhalit in vivo lokalizaci PLDd na plasmatické membrané bunék.
PLD¢ tvofi velmi dynamické body nebo vzacnéjsi, stabilni filamenta Vv blikosti plasmatické
membrany, ktera mohou kolokalizovat s drahou kortikélnich mikrotubuld pfimo nebo vazbou
pres dalsi proteiny. Je pravdépodobné, Zze PLDJ se vyskytuje v oblasti lipidovych rafti, které
jsou zname svou signalizacni aktivitou sten¢ jako PLDJ.

Dtlezitost propojeni PLDJ s mikrotubuly pii reakci na solny stres byla potvrzena lepsi
regeneraci mikrotubulii a adaptaci rostlin. Rostliny s vyfazenou funkci PLDS nebyly schopné
regenerovat mikrotubularni sit’ tak dobte, jako rostliny, kde byla PLD¢ pfitomna, to se
projevilo m.j. zpomalenim nebo zastavenim ristu kofend. Pfedpoklada se, Zze PLDS napomaha
regeneraci mikrotubult pfi solném stresu, bud’ pfes ucinek PA, vznikajici jeji aktivitou nebo
pfimou stabilizaci — vazbou mikrotubul k plasmatické membrané.

Tvorba sekundarnich metabolitd je soucasti obrany pii mnoha stresovych reakcich rostlin.
Analyza hmotnostni spektrometrii prokazala sniZenou tvorbu derivatl kempferolu a sinapové
kyseliny po zablokovani uc¢inku PA stejné jako po vyfazeni funkce proteinu EDS, ktery se
podili na pfenosu signalu po percepci efektorovych molekul patogenu. Vysledky potvrdily, Ze
I tvorba sekundarnich metabolitii je zavisla na signalizacnich dé&jich probihajicich béhem
obrany ve spravném potadi.
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7. Pouzité zkratky

ABA
ABC
ABP
ABRE
ACC
ACT (1-11)
ADF
ADF4
AF

AOS
AREB
ARF
ARP 2/3
ATG5S
ATK5
ATP
Aux/IAA
AUxXREs
Avr
AvrPphB
BAK1/SERK3

BPDS

BR

BRI1

BTH

BY-2

CC doména
CLSM

con
CcP
CUL3
CytE
DAG
DAMP
DIC

DIM
DIR1
DMSO

abscisova kyselina (abscisic acid)

ATP-binding cassette transporter (transportér xenobiotickych latek)
actin binding protein

ABA-responsive element

1-aminocyklopropan-1-karboxylova kyselina

proteiny rodiny aktinu (actin-family proteins 1-11)

actin depolymerization factor

actin depolymerization factor 4

aktinovy filament (actin filament)

allene oxide synthase

ABRE-binding

auxin response factor

actin related protein 2/3 complex

autophagy related 5

Kinesin 5

adenosintrifosfat (adenosin triphospate)
AUXIN/INDOLE-3-ACETIC ACID responsive

auxin response elements

avirulence protein

cysteine protease avirulence protein AvrPphB

BRI1-associated receptor kinasel/ somatic embryogenesis receptor
kinase3

Biolistic Particle Delivery System

brassinosteroidy (brassinosteroids)

brassinosteroid insensitivel

benzothiadiazol

suspenzni kultura bun¢k Nicotiana tabacum L. cv. Bright Yellow 2
coiling coil doména

konfokalni laserova skenovaci mikroskopie (confocal laser scanning
microscopy)

coronatine insensitive 1

¢epickujici protein (capping protein)

cullin-3

cytochalasin E

diacylglycerol

damage associated molecular pattern

diferencidlni interferencni kontrast (differential interference contrast
microscopy)

detergent-insoluble membranes

defective in induced resistence

dimethylsulfoxid (dimethyl sulfoxide)
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DREB
DRM
EDS1
EDS5

EDS16

EIGT
ER
ERF1
ET

ETI
fABD2
FITC

flg22
FLS2
FM4-64

GA
GFP
GPI
GST6
GTP
HBA
HopG1
HPLC
HR-PCD
HSP
ICS1
CHAPS
IAA
IPT
IP3

JA
JAIL
JAZ
JIN1
KAT1
LatB
LC/MS
LOX2

dehydratation-responsive element binding protein
detergent-resistant membrane
enhanced disease susceptibility 1 (lipdzam podobny protein)
enhanced disease susceptibility 5 (synonymum SID1 - Salicylic acid
induction—deficient 1)

enhanced disease susceptibility 16

(synonymum ICS1 - isochorismat synthasa a SID2 - Salicylic acid
induction—deficient 2 )
glucosyltransferase
endoplasmatické retikulum (endoplasmic reticulum)
ehthylen response factor 1
etylen (ethylen)
efektorem spusténd obranna reakce (effector triggered imunity)
fimbrin Actin Binding Domain 2

fluorescenéni barvivo — fluorescein isothiokyanat (fluorescein
isothiocyanate)
flagelin
flagellin-sensitive 2
fluorescenéni barvivo - {N-(3-triethylammoniumpropyl)-
-4-[6-(4-(diethylamino) fenyl) hexatrienyl]
pyridinium dibromide}
gibberelic acid (gibereliny)
zeleny fluorescencni protein (green fluorescent protein)
glykosylfosfatidylinositolova kotva (Glycophosphatidylinositol)
glutathion-S-transferase
guanosintrifosfat (guanosine triphosphate)
4-hydroxybenzoova kyselina (4-hydroxybenzoic acid)
efektorova molekula z Pseudomonas syringae
High Performance Liquid Chromatograph
hypersentitivni reakce — programovana bunécna smrt
heat shock protein
isochorismat synthasal (synonyma SID2 a EDS16)
3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonat
kyselina indoloctové (Indole-3-acetic acid; nativni auxin)
isopentenyltransferasu
inositoltrisfosfat (inositol triphosphate)
jasmonic acid
jasmonate insensitive 1 (synonymum MYC2)
jasmonate ZIM-domain
jasmonate insensitive 1 (synonymum MY C2)
K+-inward rectifying channel, draselny vtokovy kanal
latrunculin B
Liquid chromatography — mass spectrometry
lipoxygenase 2
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LPS
LRR
LRR-RLK
LTPs

MAMP

MAP

MAP 4
MAP 65 (1,3,5)

MAP 200

MAPK (3,4,6)
MAPKKK
MATE

MBD

MelA

mCh-

MOR1

MS médium
MT

MTOC

MYB (28, 29, 30, 51,

MYC2
NAD(P)H
NAE
NAPE
NBS
NDR1
NHX1
NIM1
NIMIN1
NPC
NPR1
NPR3
NPRA4
NSCC
PA
PAD3
PAD4
PAL
PAMP
PBS1
PC

lipopolysacharidy

leucin-rich repeat domain

LRR receptor-like kinase

lipid-transfer proteins

microorganism-associated molecular pattern

proteiny asociované s mikrotubuly (microtubule-associated proteins)
microtubule-associated protein 4 (humanni)
microtubule-associated protein 65 family (¢lenové genové rodiny 1, 3 a
5)

microtubule-associated protein 200 (synonymum MOR1, microtubule
organization 1)

mitogen activated protein kinase (¢lenové genové rodiny 3, 4 a 6)
MAP kinase kinase kinase

multidrug and toxin extrusion

microtubule binding domain z humanniho MAP4
methyljasmonat (methyl jasmonate)

mCherry — ¢erveny fluorescenéni protein ziskany z Discosoma sp.
microtubule organization 1

médium podle Murashigeho a Skooga

mikrotubuly (microtubules)

microtubule-organizing center

76)

transkrip¢ni faktory z rodiny MYB

transcrip¢ni factor MYC2 (synonymum JAIL a ZBF1)
nicotinamidadenindinukleotid(fostat)

N-acylethanolamin (N-Acylethanolamine)
N-acylfosfatidylethanolamin (N-Acylphosphatidylethanolamine)
nucleotide-binding site

non-race-specific disease resistance 1

Na+/H+ exchanger

noninducible imunity 1

NIML1 interacting 1

nespecifické PLC (nonspecific PLC)

nonexpressor of PR genes 1

nonexpressor of PR genes 3

nonexpressor of PR genes 4

non-selective cation channels

kyselina fosfatidova (Phosphatidic acid)

phytoalexin deficient 3 (cytochrom P450)

phytoalexin deficient 4

fenylalaninamoniaklyasa (phenylalanine ammonia lyase)
pathogen-associated molecular pattern

avrPphB susceptible 1

fosfatidylcholin (phosphatidylcholine)
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PCA
PCR
PE
PEN1
PFD3
PFD5
PG

PI
PI-PLC
PIN2
PIP2
PIP2;1
PLA
PLC
PLDu
PLDB
PLDy
PLD$
PLDC
PM
PP2C
PR1 (PR-1)
PR2 (PR-2)
PRRs
PS
PTI

PYK10/BGLU23

QTOFMS
RFP
RIN4
RIPK
RLK

RLP

RNS
ROP GTPasy
ROS
RPM1
RPS5

SA
SABP2
SAG101
SAR
SDCM
SDS

analyza hlavnich komponent (priciple component analysis)
polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
fosfatidyethanolamin (phosphatidyletanolamine)
penetration 1, ¢len rodiny syntaxint

prefoldin 3

prefoldin 5

fosfatidylglycerol (phosphatidylglycerol)

fosfatidylinositol (phosphatidylinositol)

fosfatidylinositol-PLC (phosphatidylinositol-Specific Phospholipase C)

Pin-formed 2 (exportni protein pro auxin)
fosfatidylinositol 4,5- bisfosfat

plasma membrane intrinsic protein 2A (akvaporin)
fosfolipaza A (phospholipase A)

fosfolipaza C (phospholipase C)

fosfolipaza Da (phospholipase Da)

fosfolipaza D (phospholipase D)

fosfolipaza Dy (phospholipase Dy)

fosfolipaza Do (phospholipase Do)

fosfolipaza DE(phospholipase D{)

plazmatickd membréana (Plasmatic membrane)
phosphatase 2C

pathogen related 1 protein (gen)

pathogen related 2 protein (gen)

pattern recognition receptors

fosfatidylserin (phosphatidylserin)

patogenem spusSténd obranna reakce (pathogen triggered imunity)
beta-glucosidase 23

quadrupole-time-of-flight mass spectrometry
Cerveny fluorescencni protein (Red fluorescent protein)
RPMZ1-interacting protein 4

RPM1-induced protein kinase

receptor-like kinases

receptor-like proteins

reaktivni formy dusiku (reactive nitrogen species)
GTPasy Rho of plant (Rho of plant GTPases)
reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)
resistance to Pseudomonas syringae pv 1
resistant to Pseudomonas syringae 5

kyselina salicylova (Salicylic acid)

SA-binding protein

senescence-associated protein 101

systemic acquired resistence

Spinning disk confocal microscope

sodium dodecyl sulfate
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SCF complex
SID1

SID2
SIM
SIZ1
SLAC1
SNARE
SNI1
SnRK2
SOS1
SPR1
SPR2/TOR1
T-DNA
T3SS
TIR
TIR1

TIR-NBS-LRR

TIRF

TLR4
TUA1L
TUAZ2
TUAG

TUB (2,3,4,8,9)

UHPLC
VSP2

Skpl/Cullin/F-box complex
SA-induction deficient (synonymum EDSS5 - enhanced disease
susceptibility 5)

SA-induction deficient 2 (synonymum ICS1 — isochorismat synthasa 1)

structured illumination microscopy
E3 SUMO ligase
slow anion channel associated 1

soluble N-ethylmalemide-sensitive factor attachment protein receptor

supressor of NPR1

SNF 1(sucrose non fermenting 1)-related protein kinase 2
salinity overly sensitive 1 (Na+/H+ antiporter)

spiral 1, (¢len TOR/SPIRAL proteinové rodiny)

spiral2, Microtubule-associated protein TORTIFOLIAL
Transfer DNA

typ Il secretion system

toll/interleukin-1-rezistence

transport inhibitor response 1

R proteiny — toll/interleukin-1-rezistence, nucleotide binding site,
leucin rich repeat (TNL)

total internal reflection fluorescence microscopy

toll-like receptor 4

tubulin alpha-1 chain

tubulin alpha-2 chain

tubulin alpha-6 chain

tubulin beta chain (2,3,4,8,9)

Ultra High Performance Liquid Chromatograph
vegetative storage protein 2

WRKY (18, 33, 38, 40, 53, 60, 62, 70)

ZBF1

‘worky’ transcription factors (transkrip¢ni faktory rodiny WRKY)
Z-Box binding transcription factor 1 (synonymum MYC2)
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Prilohy

Piiloha 1: Pouzité laboratorni pristroje a chemikalie

Ptistroje

Analytické vahy AE 200

Analytické vahy PM 300

Autoklav Tuttnauer 3870M

Box s laminarnim proudénim Clean-Air Clean
Centrifuga Z216MK

Centrifuga Mikro 120

Fast Prep, homogenizac¢ni pfistroj

GeneGun Helios PDS 1000/He

Konfokalni mikroskop Zeiss LSM 5 Duo
Magnetické michadlo RCT basic

Mikrovlnna trouba Eta 0205

pH metr 526 MultiCal

Spektrofotometr NanoDrop ND-1000
Spinning disk confocal microscope,

Olympus 1X81-Andor SDCM

System na purifikaci vody Millipore Direct-Q3
Termalni cykler MJ Mini

Trepacka KS 250 basic

Trepacka OS5 basic

Vortex Genie 2

Zdroj pro horizintalni a verikalni elektroforesu

Chemikalie

24D

1 kb DNA Ladder
Acetosyringon

Agar Noble

Agarosa

Ampicilin

Biotin

BAP (6-benzylaminopurin)
BSA — bovinni sérum
C&Clz
Ca(NO3),.4H,0
Cefotaxim
CoCl,.6H,0

Mettler, Svycarsko
Mettler, Svycarsko
Costrad, CR

Air Techniek, Nizozemsko
Hermle, Némecko
Hettich, Némecko

MP Biomedicals, USA
Bio-Rad, USA

Zeiss, Némecko

IKA, Némecko

Eta, Ceska republika
WTW, Némecko
Thermo Scientific, USA
Olympus, USA

Andor, UK

Millipore, USA
Bio-Rad, USA

IKA, Némecko

IKA, Némecko
Scientific Industries, USA
Bio-Rad, USA

Sigma Aldrich, USA
Fermentas, Kanada
Sigma Aldrich, USA
Difco, USA

Sigma Aldrich, USA
Serva, Némecko
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
Serva, Némecko
Penta, CR

Lachner, CR

Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA



CuS0,4.5H,0

Cytochalasin D

DMSO (dimethyl sulfoxid)

dNTP sm¢és

DTT

EGTA

Ethanol 99%, molecular grade

Flg22

FM4-64, {N-(3-triethylammoniumpropyl)-
-4-[6-(4-(diethylamino) fenyl) hexatrienyl]
pyridinium dibromide}

Gamborg B5 medium

Gene Ruler 1kb DNA Ladder
Glutaraldehyd 8%

Glycin

FeSO,4.7H,0

H3BO3

HBA — 4-hydroxybenzoova kyselina

Chemapol, CR
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
Takara, Japonsko
Serva, Némecko
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA

Life Technologies, USA

Duchefa, Nizozemsko
Fermentas

Fluka Biochimika
Sigma Aldrich, USA
Penta, CR

Lachema, CR

Sigma Aldrich, USA

CHAPS (3-([3-cholamidopropyl]dimethylammonio)-I-propanesulfonat)

Isopropanol

Interkalac¢ni ¢inidlo GelRed
Jasplakinolid

Jehnéci sérum

Kanamycin

Kasein

KCI

Kinetin, 6-fufurylaminopurin
KH,PO,4

KNO;

Kvasni¢ny extrakt
Kyselina fosfatidova —

- 1,2-dioktanoyl-sn-glycero-3-fosfat, sodna sul

Kyselina 4-hydroxybenzoova
Kyselina octova

Kyselina salicylova
Latrunkulin B

Loading dye 6x

Masovy extrakt

Methanol

Methyljasmonat

Mini Elute, Cleanup Kit pro ¢isténi DNA
MnC|2.4H20

Myo-Inositol

Sigma Aldrich, USA
Lachema, CR
Biotium, USA
Sigma Aldrich, USA
Gibco, USA

Serva, Némecko

Duchefa Biochemie, Nizozemsko

Lachema, CR

Duchefa Biochemie, Nizozemsko

Lachema, CR
Penta, CR
Bio-Rad, USA

Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
Lachema, CR
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
Fermentas, Némecko
Fluka, Némecko
Lachema, CR
Sigma Aldrich, USA
Qiagen, Nizozemi
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA



MgCl2

MgSO47HZO

NaCl

NAA

Na,MoO,

Na2EDTA

Niacin

Oryzalin

Paclitaxel

Panthotenan véapenaty

Paraformaldehyd

Pectinase z Aspergilus niger

Pectolyase

Peletovana zemina Jiffy 41 mm

Pfu DNA polymerasa

PIPES (kys. piperazin-NN-bis(2-cthansulfonova))
pJET, Cloning Kit

Plasmid Plus Midi Kit sestava pro purifikaci DNA
Protilatka mysi IgM, monoklonélni antitubulin DM1a
Protilatka sekundarni konjugovana s TRITC, antimys$i
Pyridoxin

Restrikéni enzymy

Rifampicin

Sacharosa

Savo

SDS

Silwet L-77, heptamethyltrisiloxan modifikovany
Smés inhibitord proteas pro pouZiti u rostlin
Spectinomycin

Spermidin

Taq DNA polymerasa

Thiamin hydrochlorid

Tris baze

Tween 20

Wizard Plus SV Minipreps sestava pro purifikaci DNA
x-gal (Bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-galaktosid)
Zahradnicky substrat

ZnS04.7H,0

Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
Lachner, CR

Lachema, CR

Sigma Aldrich, USA
MP Biomedicals, USA
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
MP, Biomedicals, USA
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
MP, Biomedicals, USA
Jiffy Group, Norsko

Thermo Fisher Scientific, USA

Sigma Aldrich, USA

Thermo Fisher Scientific, USA

Qiagen, Nizozemi
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
New England Biolab, UK
MP Biomedicals, USA
Penta, CR

Bochemie, CR

Sigma Aldrich, USA
Crompton, USA
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
Biotech, CR

Takara, Japonsko
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
Promega, USA
Biotech, CR

Agro CS, CR
Lachema, CR



Priloha 2: Roztoky a kultiva¢ni media

ARA médium
sacharosa
agar
roztok Mikroprvky
roztok Makroprvky

(11 média)
109

209

10 ml

100 ml

doplnit destilovanou vodou na 11, upravit pH na 5,8, sterilizace v autoklavu

poté sterilné piidat:
roztok Vitaminy ARA
roztok Zelezo

roztok CaCl, XM

Roztok Mikroprvky
H3BO3
MnCI2.4H20
CuS0,4.5H,0
Na,MoO,4
NaCl
ZnS04.7H,0
CoCl,.6H,0

10 ml
10 ml
10 ml

(11 roztoku)
430 mg
280 mg

13 mg
5mg

58 mg

29 mg

0,25 mg

doplnit destilovanou vodou na 11, sterilizace v autoklavu

Roztok Makroprvky
KNO;
KH,PO,
MgS0,.7H,0
Ca(N03)2.4H20

(11 roztoku, sterilizace v autoklavu)
5,06 g
3,049
4,93¢g
4,72 ¢

doplnit destilovanou vodou na 11, sterilizace v autoklavu

Roztok Vitaminy ARA
myo-inositol
panthotenan vapenaty
niacin
pyridoxin
thiamin hydrochlorid
biotin

(11 roztoku, sterilizace filtraci)
109

01g

01g

01g

01g

0,001 ¢

doplnit destilovanou vodou na 11

Roztok Zelezo
Na,EDTA
FeS0O,.7H,O

(11 roztoku, sterilizace filtraci)
3,722 g
1,115¢

doplnit destilovanou vodou na 1l



MS medium
MS basal salt s vitaminy
sacharosa
agar

(11 roztoku, pH 5,7,sterilizace v autoklavu)
449
109
12 ¢

doplnit destilovanou vodou na 11

ev. NaCl (pro150 mM roztok)
NaCl (pro200 mM roztok)

BY-2 medium
MS Basal Salt
thiamin
roztok 2,4D
KH,PQO, anhydrat
inositol
sacharosa

Hellerovo (V4) medium
Roztok A
Roztok B
Roztok C
Roztok D
Inositol
Caseinhydrolyzat
sacharosa
NAA (cil 53,7 uM)
2,4-D (cil 45,2 uM)
Vitaminy

8774
11,69 g

(11 roztoku, pH 5,7, sterilizace v autokavu)
4,339

0,001 ¢

2mi

0,2¢g

01g

304¢g

(11 roztoku, pH 5,7, sterilizace v autoklavu)
100 ml
10 ml
1ml
10 ml
01g
1g
304¢g
10 ml
10 ml
10 ml

Zasobni roztok 2,4-D pro BY-2 i hellerovo médium (4,52 mM; 100ml zas. roztoku)
10 mg 2,4-D rozpustit v 1-1,5ml 1IN NaOH a doplnit horkou destilovanou vodou na
100 ml.

Zasobni roztok NAA pro hellerovo (V4) médium (5,37 mM; 100ml zasobniho roztoku)
10 mg NAA rozpustit v 1-1,5ml 1IN NaOH a doplnit horkou destilovanou vodou na
100 ml.

Roztok A pro hellerovo (V4) medium (1l roztoku)

KCI 7,69
NaNO3 69
MgSQO,7H,0 2549
NaH,PO,2H,0 1,25¢

Roztok B pro hellerovo (V4) medium (11 roztoku)
CaCl,2H,0 750



Roztok C pro hellerovo (V4) medium (11 roztoku)

ZnSO4‘7H20 1 g
MnSO44H,0 0,1 g
CuSO45H,0 0,039
H3BO,4 1 g

KI 0,019
AICl36H,0 0,03¢g
NiCl,6H,0 0,039

Roztok D pro hellerovo (V4) medium (11 roztoku)
Na,EDTA 3,729
FeSO,7H,0 2,78 g

Roztok Vitamini pro hellerovo (V4) medium (11 roztoku)

B1 (thiamin) 0,01g
B6 (pyridoxin) 0,01g
Kyselina nikotinova 0,059
Glycin 0,3¢
Floral-dip medium (1 I media, pH 5,7, sterilizace v autoklavu )
MS media 2,159
sacharosa 50¢

Silwett L-77 (surfraktant) 50 pl
BAP (6-benzylaminopurin) 44 nM, piidan sterilné po autoklavovani

LB (Luria-Bertani) medium (1 | media, pH 7-7,5, sterilizace v autoklavu)
pepton 10 ¢
kvasni¢ny extrakt  5g

NaCl 10 ¢
agar 20 g
PBS (11 20x koncentrovaného roztoku, sterilizace v autoklavu)
KCI 49
KH,PO, 4 g
NaCl 160 g

Na,HPO,.7H,0 43,2 g

PMET (100 ml roztoku, pH 7, sterilizace v autoklavu)
PIPES 1,519
EGTA 0,199
MgSQO,.7H,0 0,059

TritonX-100 50 ul



PME (100 ml roztoku, pH 7, sterilizace v autoklavu)

PIPES 1,519
EGTA 0,199
MgS04.7H20 0,059

SOB medium (1 1 media, pH 7, sterilizace v autoklavu)

bacto-trypton 20 g
kvasnicny extrakt 59
NaCl 0,584 g
KCI 0,186 g

SOC medium (1 1 media, pH 7, sterilizace v autoklavu)
SOB medium s ptidavkem:

MgCl, 0,952 g
glucosy 3,603 ¢
TAE pufr (50x koncentrovany puft, sterilizace v autoklavu)
Tris baze 242 g
Ledova kyselina octova 57,1 ml
0,5M EDTA 100 ml

YEB medium (1 I media, pH 7,2, sterilizace v autoklavu)

masovy extrakt 59
kvasniény extrakt 1lg
pepton 50
bacto-agar 18¢
MgS0O,.7H,0 2 mM
Extrakéni pufr (100 ml pufru, pH= 8, sterilizace v autoklavu)
Tris baze 2,423 ¢
NaCl 1,461 ¢
EDTA 0,731 ¢
SDS 0,59

doplnit destilovanou vodou na 100 ml

T1oE: pufr (100 ml pufru, pH=7,6, sterilizace v autoklavu)
Tris baze 0,121 g
EDTA 0,029 g

doplnit destilovanou vodou na 100 ml



Piiloha 3 Tabulka vybranych metaboliti pro metabolomickou analyzu

o o Molekularni
Trivialni nazvy Systematické nazvy hmotnost
Ceské dle IUPAC Mr-H
oxazolidine-2-thion 1,3-Oxazolidine-2-thione 72,0450
putrescin 1,4-diaminobutane 87,0922
agmatin 1-(4-aminobutyl)guanidine 87,1048
fumarat (E)-Butenedioic acid 115,0032
goitrin 5-ethenyl-1,3-oxazolidine-2-thione 128,0170
ornitin Ornithin 131,0821
tropinon 8-Methyl-8-azabicyclo[3.2.1]octan-
P 3-one 138,0919
tropin (3-er}do)-8-MethyI-8-
azabicyclo[3.2.1]octan-3-ol 140,1076
. 8-Methyl-8-azabicyclo[3.2.1]octan-
pseudotropin 3.0l 140,1076
- N-(3-Aminopropyl)-1,4-
spermidin butanediamine 144,1501
kalystegin AS 1 alpha, 3 alpha, 4 beta-trihydroxy-
(A3,AT7) nor-tropane 158,0817
arginin Arginin 173,1039
kaulilexin C 2-(1-methoxyindol-3-yl)acetonitrile 185,0715
arvelexin 2-(4-methoxy-1h-indol-3-
yl)acetonitrile 185,0715
kamalexin 3-(1,3-Thiazol-2-yl)-1H-indole 199,0330
spermin N,N'—Bi§(3—531minopropyl)—1,4—
butanediamine 201,2079
N-{3-[(3-
thermospermin Aminopropyl)amino]propyl}-1,4-
butanediamine 201,2079
rapalexin A 3-Isothiocyanato-4-methoxy-1H-
P indole 203,0279
kyselina sinapova (Z_E)'g'(4'Hydr0Xy'3'5'_ .
dimethoxyphenyl)acrylic acid 223,0607
daidzein 7-Hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)-
4H-chromen-4-one 253,0501
kochlearine 8-Methyl-8-azabicyclo[3.2.1]oct-3-
yl 3-hydroxybenzoate 260,1287
kaempferol 3,5,7-Trihydroxy-2-(4-
hydroxyphenyl)-4H-chromen-4-one 285,0399
) Butanedioic acid,[[3-(4-hydroxy-3-
feruloyl malat methoxyphenyl)-1-oxo0-2-
propenyl]oxy]-, (E)- 309,0611
) ) (2S)-2-{[(2E)-3-(4-Hydroxy-3,5-
sinapoyl malat dimethoxyphenyl)-2-
propenoyl]oxy}succinic acid 339,0716




1-O-sinapoyl-p-D-

glukoza 1-O-sinapoyl-p-D-glucose 385,1135

glukorapiferin 1-S-[(1E,3R)-3-Hydroxy-N-

(progoitrin) (sulfonatooxy)-4-pentenimidoyl]-1-
thio-f3-D-glucopyranose 388,0372
(2S)-2-Amino-4-[{[(2S,3S,4R,5R)-5-(6-

. amino-9H-purin-9-yI)-3,4-

S-adenosylmethionin dihydroxytetrahydro-2-

furanyllmethyl}(methyl)sulfonio]butanoat 398,1373
_ 1-S-[(12)-5-(Methylsulfanyl)-N-

glukoerucin (sulfooxy)pentanimidoyl]-1-
thiohexopyranose 420,0457
1-S-[(1E)-3-Phenyl-N-

glukonasturtiin (sulfooxy)propanimidoyl]-1-thio-p-
D-glucopyranose 422,0580
5,7-Dihydroxy-2-(4-

l:t?z;rr:ﬁ[)oslig_(afzelin) hydroxyphenyl)-4-oxo-4H-chromen-
3-yl 6-deoxy-a-L-mannopyranoside 431,0979
1-S-[(1Z)-2-(1H-Indol-3-yl)-N-

glukobrasicin (sulfonatooxy)ethanimidoyl]-1-thio-
B-D-glucopyranose 447,0532
5,7-Dihydroxy-2-(4-

kfﬂgg?go(li’t'g'a“n) hydroxyphenyl)-4-oxo0-4H-chromen-

g 9 3-yl B-D-glucopyranoside 447,0928
3,5-Dihydroxy-2-(4-

kf&?(gg?go' 7-0- hydroxyphenyl)-4-oxo-4H-chromen-

g 7-yl B-D-glucopyranoside 447,0928

. 2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-5,7-

q:JeliceF:jn—&O— dihydroxy-4-oxo-4H-chromen-3-yl

giukos] L-allopyranoside 463,0877
1-S-[2-(1-methoxy-1H-indol-3-yl)-

neoglukobrasicin N-(sulfonatooxy)ethanimidoyl]-1-
thio-beta-D-glucopyranose 477,0638
3-[(6-Deoxy-a-L-
mannopyranosyl)oxy]-5-hydroxy-2-

kempferitrin (4-hydroxyphenyl)-4-oxo-4H-
chromen-7-yl 6-deoxy-o-L-
mannopyranoside 577,1558
2-(3,4-dihydroxyphenyl)-5-hydroxy-

gercetin 3,7-di-O- 3-[(2S,3S,5R)-3,4,5-trihydroxy-6-

alfa-L- methyloxan-2-yl]Joxy-7-[(2S,4S,5R)-

rhamnopyranosid 3,4,5-trihydroxy-6-methyloxan-2-
ylJoxychromen-4-one 593,1507
5-hydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-3-

kempferol-3-O-B-D- [(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-

glukopyranoside-7- 6-(hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxy-7-

O-a-L- [(2R,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-trihydroxy-

rhamnopyranoside 6-methyloxan-2-yl]Joxychromen-4-
one 593,1507




diosmin

5-Hydroxy-2-(3-hydroxy-4-
methoxyphenyl)- 7-
[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy -
6-[[(2R,3R,4R,5R,6S) -3,4,5-
trihydroxy-6-methyloxan-2-
ylJoxymethyl]oxan-2-
yl]Joxychromen-4-one

607,1663
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