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1 Abstrakt
ARP2/3 proteinovy komplex je komplex sedmi proteinti (ARP2, ARP3 a ARCI-

ARPCS) s pomérn¢ konzervovanou strukturou. ARP2/3 komplex rozvétvuje a nukleuje
nova aktinova vlakna. Tato diplomova prace je zaméfena na studium role a dilezitosti
jednotlivych podjednotek komplexu ARP2/3 u rostlin.

Jednim ze zasadnich cili prace je zjistit, zda komplex ARP2/3 muze zachovavat
alespon castecné svou funkci, pokud jedna ¢i vice podjednotek neni k dispozici. Déle zda
jednotlivé podjednotky nehraji dalsi, rostlinné-specifické role a zda jsou si podjednotky
navzajem funkéné rovnocenné. Hlavnim zptisobem dosazeni vySe zminénych cilt je ziskani
a analyza single mutantli a viceCetnych mutantu rostlin Arabidopsis thaliana v genech pro
podjednotky ARP2/3 komplexu.

Po porovnani fenotypti nékolika mutantnich linii je zfejmé, ze vSechny podjednotky
si funkéné rovnocenné nejsou. Nejsiln€jsi fenotypovy projev ma vétSinou ztrata ARPCS
podjednotky. Naopak ztraita ARPC3 a ARPC2b podjednotky ma pouze slabé fenotypové
projevy. ProtoZe nékteré fenotypy, jako napft. fenotyp zkroucenych trichomt, byl detekovan
jen v nékterych mutantnich liniich, zatimco napf. fenotyp rychlejsi gravitropické reakce
kotfenli ¢i fragmentace vakuolarniho systému byl detekovatelny u vSech analyzovanych
mutantd, 1ze usoudit, Ze rizné podjednotky se uplatiiuji v rizné mife béhem specifickych
morfogenetickych procest v rostliné. To ukazuje na rostlinné-specifické funkce komplexu
1 samotnych podjednotek.

Podjednotka ARPC3 hraje v komplexu ziejmé dosud neznamou regulacni roli, jak
naznacily fenotypové projevy viceCetnych mutantnich rostlin. Vysledky také naznacuji, Ze
komplex se miize nachazet i ve stavu, kdy je jeho funkce jen ¢asteéné zachovana a kdy je
projev mutace vyraznéj$i, nez pii uplné ztrat¢ funkce. Toto potvrdily i opakujici se
vysledky, kdy dvojité mutanty mély slabsi fenotypové projevy nez jednoduché mutanty.
Zaroven byly vysledky této diplomové prace podpofeny analyzou dat z databaze
Genevestigator, ¢imz byla potvrzena rizna exprese podjednotek v pletivech. Z téchto
unikatnich vysledkd je ziejmé, ze rostliny nesouci mutaci v genech pro podjednotky
ARP2/3 komplexu jsou jedine¢nym rostlinnym materialem pro vyzkum nukleace a funkce
aktinového cytoskeletu v eukaryotickych bunikéch.

Klic¢ova slova: ARP2/3 komplex, aktin, nukleace aktinového cytoskeletu



2 Abstract

ARP2/3 protein complex is formed from seven proteins (ARP2, ARP3 and ARC1-
ARPC5) with a relatively conserved structure. ARP2/3 complex branches and nucleates
new actin filaments. This thesis focuses on the study of the role and importance of the
individual subunits of the complex ARP2/3 in plants.

One of the principal aims of this work is to determine whether complex ARP2/3
may at least partially maintain its role when one or more of the subunits are not available.
Furthermore if the individual subunits play another, plant-specific role and if the subunits
are functionally equivalent in the complex. The main way how to achieve this objective is
the analysis of multiple mutants of Arabidopsis thaliana in subunits of ARP2/3 complex.

After comparing several phenotypes of mutant lines it is obvious that all the
subunits are functionally equivalent. A loss of ARPC5 subunit usually manifests the
strongest phenotypic expression. On the contrary, loss ARPC3 and ARPC2b subunits have
weak phenotypic manifestations. Because some phenotypes, such as phenotype distorted
trichomes was detected only in some mutant lines, whereas the phenotype of faster roots
gravitropic response or vacuolar system fragmentation that was detected in all analyzed
mutants suggests, that different subunits play varying roles during specific morphogenetic
processes in the plant. These findings indicate plant-specific function of complex and even
subunits themselves.

ARPC3 subunit in complex probably plays a previously unknown regulatory role, as
indicated phenotypic manifestations of multiple mutant plants. This shows that the complex
may be present in cells also in a state where the function is partially preserved, and when
the "partial failure" has more pronounced symptoms than the total loss of function. This is
also indicated by repetitive results where double mutants showed weaker phenotypic
manifestations than single mutants. At the same time, the results of this thesis are supported
by analysis of data from the database Genevestigator, which confirms different subunits
expression in tissues. These unique results clearly indicate that the plants carrying
mutations in the genes for the subunits of ARP2/3 complex are unique plant material for the
research of nucleation and actin cytoskeleton function in eukaryotic cells.

Keywords: ARP2/3 complex, actin, nucleation of actin cytoskeleton
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4 Seznam pouzitych zkratek

Abi2 - Abi-interactor2

ABP — actin binding protein

APC - adenomatous polyposis col

ADF-H — ADF/cofilin homology

AtcisDB - Arabidopsis cis-regulatory element database
ARP — actin-related protein

ATP — adenosintrifosfat

BRICK — plant HSPC300

bp — base pair

Cobl - Cordon bleu

CK666 — ARP2/3 complex inhibitor - CAS 442633-00-3
DMSO - dimethylsulfoxid

DNA — deoxyribonucleotide acid

T-DNA — transfer DNA

dNTP - deoxyribonucleotide triphosphates

FH1 - formin homology 1

FH2 — formin homology 2

GEF — guanine-exchange factor

GFP — green fluorescent protein

GTP — guanosintrifosfat

HSPC300 - hematopoietic stem progenitor clone 300
JMY - multifunctional actin nucleate factor

Lmod — Leiomodin

Lhc - light-harvesting complex

MS — Murashige-Skoog

NAP- Nck-associated protein

NASC - The Nottingham Arabidopsis Stock Centre
NES — nucleus export sekvence

N — number of repetition/cells

NPF — nucleation-promoting factors
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gRT-PCR — kvantitativni real-time PCR

PCR — polymerase chain reaction

PCD — programmed cell death

PINs — pin formed proteins

RNA — ribonucleotide acid

RNAI - RNA interference (post transcriptional gene silencing)

RPM - otacky za minutu

ROP — Rho of plants

SDS — sodium dodecylsulfat

SMIFH2 - small molecule inhibitor of formin homology 2

SRAL - specifically racl-associated

StEr — standart error

TAE pufr - mixture of Tris base, acetic acid and EDTA

TOM/TIM - mitochondria Transporter Outer Membrane, Transporter Inner Membrane
VCA - verproline homology connecting acidic domain

WH2 — WASP homology 2 domain

WASP — Wiscott-Aldrich syndrome protein

WAVE/SCAR - Wiscott-Aldrich syndrome protein family verprolin-homologous
protein/suppresor of CAMP receptor of Dictyostelium

WT — wild type plant
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5 Uvod a cile prace

ARP2/3 proteinovy komplex je komplex sedmi proteinti s pomérné konzervovanou
strukturou. Tento proteinovy komplex je asociovany s aktinovym cytoskeletem a jeho
zakladni funkce je spojena s dynamikou aktinové sité¢ v butice. ARP2/3 komplex rozvétvuje
a nukleuje nova aktinova vlakna. Tato diplomova price je zameéfena na studium role
a vyznamu jednotlivych podjednotek komplexu ARP2/3 u rostlin.

Jednim ze zasadnich cili prace je zjistit, zda komplex ARP2/3 muze zachovavat
alesponl ¢aste¢né svou funkci, pokud jedna a vice z podjednotek neni k dispozici, pfipadné
zda jednotlivé podjednotky nehraji dalsi, rostliné-specifické role. Hlavnim zplsobem
dosazeni vySe zminénych cili je ziskani a analyza single a vice¢etnych mutanti rostlin
Arabidopsis thaliana. Viceetné mutantni rostliny postradajici podjednotky ARP2/3
komplexu nejsou v soucasné dobé podle publikovanych vysledkt k dispozici. Tento
unikatni rostlinny material ziskany v nasi laboratofi je v této praci analyzovan, a to jak na
urovni celé rostliny (plocha listu, délka kofene), tak na urovni bunécéné (tvar, velikost
bunck) a sub-bunééné (struktura aktinového cytoskeletu, struktura vakuoldrniho
kompartmentu bunky).

Zaroven s viceetnymi mutantnimi rostlinami jsou porovnavany mutantni rostliny
s mutaci ve vSech znamych jednotlivych podjednotkdch ARP2/3 komplexu s vyjimkou
ARPC1 podjednotky, pro jejiz gen neni dostupnd mutantni linie. Prace, kterd by
porovnavala mutantni projevy téchto rostlin, zatim nebyla publikovdna, vSechny dosavadni
studie porovnavaly mutantni rostliny ve ¢tyfech ¢i méné ARP2/3 genech. Porovnavanim
rostlin mutantnich ve vSech genech pro podjednotky ARP2/3 komplexu Ize ovéfit, zda jsou
si podjednotky v ARP2/3 komplexu rovnocenné, nebo ne.

V pfipad¢, ze fenotypy vicecetnych mutantii budou podobné fenotypu jednotlivych
mutantnich rostlin, bude mozné fici, ze komplex pravdépodobné funguje, pouze pokud jsou
pfitomny vSechny podjednotky a aktivatory. V tomto pfipadé¢ pak slabé fenotypové projevy,
detekované na mutantnich rostlinach, ukazuji na spiSe mensi a méné dulezitoumalo roli
komplexu ARP2/3 v rostlinach. V pfipad¢, ze fenotypy viceCetnych mutant budou silng;si
(pfipadné letalni) nebo se vyznamné odliSovat, bude moZzné naopak usoudit, Ze komplex
muze fungovat i v pfipadé€, Ze nejsou v buiice pfitomny vSechny podjednotky, a bude

pfipadn€ mozné usuzovat na dalsi role podjednotek ARP2/3 komplexu v rostling.
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Cile prdce v bodech:

1. Jsou si podjednotky ve své funkci v ARP2/3 komplexu navzajem rovnocenné?
2. Mtuze ARP2/3 komplex alespon ¢astecné zachovavat svoji funkci, pokud jedna a
vice z podjednotek neni k dispozici?

3. Nehraji jednotlivé podjednotky jesté dalsi, rostliné-specifické role?

13



6 Literarni prehled
6.1 Cytoskelet

Bunéény cytoskelet je vysoce dynamickd trojrozmérnd sit’ proteinli, kterd je
zakladni slozkou vsech eukaryotickych bunék. Cytoskelet zajiStuje pienos signall, tok
informaci 1 stavebniho materidlu, pohyb organel v buice, ale i pohyb celych bunck.
Cytoskeletalni sit podléha neustalym zménam. Je tvofena tfemi typy vldken -
mikrofilamenty, mikrotubuly a intermedialnimi filamenty.

Mikrotubuly jsou vldkna o priméru 25 nm vznikajici polymeraci podjednotek
tubulinu. Jsou to dynamicky nestabilni polarni struktury, podléhaji neustdlému rastu
a degradaci. Mikrotubuly se podileji na vnitini organizaci buiiky. Maji klicovou funkci pti
déleni bun€k a udavaji buiikdm tvar.

Intermedidlni filamenta jsou tvofena vlaknitymi proteiny o prumeéru asi 10 - 15 nm.
Jsou stabilni, pevnd, odolnd, maji ptfevazné¢ mechanické funkce a chrani bunky proti
mechanickému stresu. Nachazeji se nejen v cytoplasmé vétSiny bunék, ale 1 v jadfe. U
zivo€ichl fadime do této skupiny napf. keratin, vimentin, proteiny neurofilament, laminy.
U rostlinnych buné¢k nebyla pfitomnost intermedidlnich filament ani jejich homologl
potvrzena.

Mikrofilamenta jsou tenka, pruznd vldkna o priméru 8 nm, kterd vznikaji
polymeraci podjednotek aktinu. Jsou dynamicka a polarni, vdzi monomery a potiebuji ke
své polymeraci ATP. Jsou jednim z nejhojnéji zastoupenych proteini v bunkach vibec.
Aktin existuje v eukaryotickych buiikach ve dvou formach, jako G-aktin a F-aktin. G —aktin
tvoii globularni podjednotky aktinu, které se na sebe mohou vézat a vytvofit spletena
vlakna F-aktinu (Alberts et al., 1998, Buchanan et al., 2000).

Rostlinny cytoskelet sestdva ze vzdjemné propojenych siti mikrotubulli a
aktinovych mikrofilament. Rostlinné buiiky obklopené bunécnou sténou se nepohybuji a
tudiz nevyuzivaji cytoskelet k pohybu, jak to déld vétSina Zivocisnych bunck. Aktinovy
cytoskelet u rostlin je dilezity hlavné pro rist a vyvoj rostlinnych bunék. Hraje roli
vV bunéénych procesech, jakymi jsou pohyb organel, zavirani a otevirani priaducht, bunécna

polarita, vyvoj a smérovany buné¢ny rist a bunééné déleni (Hussey et al., 2006).
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6.2 Aktinovy cytoskelet

Aktin je protein, ktery je v eukaryotickych buikach vSudyptitomny. U eukaryot
hraje aktinovy cytoskelet stézejni roli v bunééném ristu ¢i1 morfogenezi a u zivoc¢iSnych
bunc¢k a nékterych prvokil je stéZejni pro jejich schopnost pohybu. Existuje nékolik
moznych ptistupt, kterymi lze zkoumat rostlinny cytoskelet.

Dtlezity nastroj pii zkoumani role aktinového cytoskeletu v bufice jsou
cytoskeletalni drogy latrunkulin a cytochalasin. Latrunkulin i cytochalasin zpiisobu;ji
trvalou depolymeraci aktinového cytoskeletu (Kandasamy et al., 1999, Szymanski et al.,
1999). Rostliny, které byly péstovany na médiu s vysokou koncentraci latrunculinu B,
vykazovaly pouze malé odliSnosti v organizaci a orientaci bunééné¢ho déleni, ale byla
zménéna bunééna elongace. Rostliny vykazovaly trpasli¢i fenotyp ( Baluska et al., 2001).
Tato data naznacuji, ze F-aktin je esencidlni pro elongaci rostlinnych bun¢k, ne vSak pro
jejich morfogenezi.

Dalsim zptsobem, jak zkoumat roli aktinového cytoskeletu, je vyzkum proteint
vazicich aktin (actin-binding proteins, ABP) v rostlinaich. Aktinova dynamika je
ovliviiovana vice nez 70 znamymi proteiny vazicimi aktin (Pollard et al., 2000). Interakce
aktinu s vazebnymi proteiny ovliviiuje nukleaci aktinovych vlaken, svazkovani vlaken,
Cepickovani filament, fragmentaci, depolymeraci a dostupnost monomerniho G - aktinu
Vv buiice. Dalsi proteiny, které interaguji s aktinovymi vlakny, jsou zapojeny do transportu
podél F-aktinu, nebo vyuZivaji trojrozmérnou aktinovou sit’ jako leSeni.

Pro vizualizaci aktinu je hojné vyuzivan tradi¢ni protokol imunodetekce aktinu.
Velky pokrok ve vizualizaci dynamiky a uspofadani aktinovych vlaken bylo zavedeni GFP

technologie znaceni vldken a proteinti (Sheahan et al., 2004).
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6.3 Nukleace aktinovych vlaken de novo

Nukleace aktinu znamend formovani
novych aktinovych vlaken z G-aktinu. Nukleace
muze probihat spontanné, pokud je v buiice
pfitomnda vysokd koncentrace monomerniho
G-aktinu. Nicméné je znamo, ze i kdyz je
Vv rostlinach velmi vysokd koncentrace G-aktinu
(90% aktinu se vyskytuje v monomerni formé; u
kvasinek je pomér G-aktinu a F-aktinu obraceny)
(Karpova et al., 1995, Staiger a Blanchoin 2006),
ke spontanni nukleaci mikrofilament nedochézi. G-
aktin je totiZ vazan proteinem profilinem a tim je
branéno spontanni nukleaci.

V zivocisnych builkdch je zndmo vice
nukleatord  aktinovych filament - ARP2/3
komplex, forminy (Faix a Grosse 2006, Goode
a Eck 2007), Spire (Quinlan et al., 2005), Cordon

Obrazek 1. Elektronova tomografie bleu (Cobl; Ahuja et al., 2007), Leiomodin (Lmod;
vlakna aktinu s nukleaci nového
vldkna z boku zprostiedkovana Chereau et al., 2008), JIMY; (Zuchero et al., 2009)
ARP2/3 komplexem. (A) Centralni a (APC; Okada et al., 2010). U rostlin jsou doposud
fotografie ukazuje nékolik vétveni
(étverce),  individualni ~ ARP2/3 identifikovany jen dva hlavni  nukleacnii

komplex (kruhy) a zlato markra
(Sipky). Dalsi fotografie ukazuji
priblizeny pohled na jednotlivé forminy (Michelot et al., 2005). Zivo¢iiné
komplexy. Métitko (A, C, D, H, I)
20 nm; (G, J) 10 nm. (Rouiller I et
al. J Cell Biol 2008;180:887-895). APC zatim nebyly objeveny u rostlin, prestoZe

mechanismy — ARP2/3 komplex (Li et al., 2003) a

nukleatory Spire, Cordon bleu, Leiomodin, JMY a

rostliny v nékterych proteinech vyuzivaji WH2

doménu (WASP homology 2 domain). Jde o kratky motiv vézajici aktinovy monomer,

ktery se vyskytuje v mnoha proteinech regulujicich aktin, napf. i v proteinech rodiny
Scar/WAVE, rostlinnych ARP2/3 aktivatorti (Rotty et al., 2013).

Nukleace aktinu v rostlinnych buiikach je umoznéna proteiny polymerujicimi aktin,

a to ARP2/3 komplexem a forminy. ARP2/3 komplex rozvétvuje sit’ stavajicich aktinovych
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filament a zlstdva spojen s minus koncem nového vlakna (Obrazek 1 a 2). Forminy
katalyzuji vznik pfimych (nevétvicich se) aktinovych vldken a formuji rtzné aktinové
struktury v bunice (Faix a Grosse 2006, Goode a Eck 2007). Forminova FH2 doména se
udrzuje na plus konci vlakna i1 po nukleaci a umoziuje rychlé vkladani aktinovych

podjednotek.

6.4 ARP2/3 komplex
6.4.1 Geneticka analyza komplexu

ARP2/3 komplex je evoluéné konzervovany proteinovy komplex ze sedmi
podjednotek. Piivodné byl izolovan z Acanthamoeba castellanii (Machesky et al., 1994).

ARP2/3 komplex je tvofen dvéma proteiny strukturné velmi podobnymi aktinu,
»actin related proteins®, ARP2 a ARP3 a péti dalSimi, aktinu nepfibuznymi proteiny
o ruzné velikosti - ARPCI1, ARPC2, ARPC3, ARPC4 a ARPCS5, kde ARPC znamena
ARP2/3 complex component (Higgs a Pollard, 2001). Proteiny ATARP2 a ATARP3
z Arabidopsis thaliana sdileji 50% podobnost v sekvenci aminokyselin s geny pro aktin (Li
et al., 2003). Gen ARP2 lezi u A. thaliana na tfetim chromozomu, geny ARP3, ARPC2a a
ARPC3 na prvnim chromozomu, geny ARPC1 s ARPC2b na druhém chromozomu a geny
ARPC4 a ARPCS se nachazeji na ¢tvrtém chromozomu.

Genom Arabidopsis thaliana obsahuje dva geny pro podjednotku ARPC2, geny
nesou nazev ARPC2a a ARPC2b (Li, et al., 2003). Gen pro podjednotku ARPC2b sdili
velmi podobnou sekvenci aminokyselin s genem pro podjednotku ARPC2a, ale na C-konci
ma pifidanych dalSich 60 aminokyselin. Podobné¢ genom ryze také koduje dva geny
podobné genim pro ARPC2 podjednotku a jeden z geni ma na C-konci 60 aminokyselin
podobnym tém u genu ATARPC2b, tato sekvence a usporadani se tedy zdaji byt
konzervované ( El-Assall et al., 2004).

Genom A. thaliana obsahuje vedle dvou genti pro ARPC2 podjednotku také dva
geny pro podjednotku ARPCI1. Geny jsou orientované v reverzni orientaci a nachazeji se
Vv tésné blizkosti u sebe. Geny jsou oznacené jako ARPCla a ARPC1b (Li et al., 2003,
Mathur et al., 2003). Geny pro ostatni podjednotky jsou v buitkdch vzdy v jedné kopii.

Pfi srovnani aminokyselinovych sekvenci genti kodujicich podjednotky ARP2/3

komplexu u rostlin s jejich ortology u lidi, kvasinek, hlenek a octomilek vyslo najevo, ze
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nejméné konzervované slozeni aminokyselin mé napti¢ druhy ARPC4 podjednotka, ktera
sdili pouze podobnou doménu jako proteiny blizké aktinovému molekuldrnimu motoru
kinesinu. Pro dalsi podjednotky a jejich ortology u ostatnich organismi se pohybuje mira
podobnosti od 46% pro ARPC2 k 80% podobnosti aminokyselinovych sekvenci pro
podjednotku ARP2, ktera je nejkonzervovangjsi (Li et al., 2003, Mathur et al., 2003).

6.4.2 ARP2/3 komplex a jeho podjednotky a funkce u Zivocichii

Geneticka data naznacuji, Zze nékteré podjednotky ARP2/3 komplexu jsou pro
zivoCisné bunky esencialni. Nicméné ne vSechny podjednotky ARP2/3 komplexu jsou
stejné pottebné. Napiiklad pro kvasinku je delece genu c40 (ARPC) a ¢35 (ARPC2) letalni
(Winter et al., 1999a). Pokud ale kvasinky postradaji gen pro podjednotku c18 (ARPC3),
vykazuji pouze mirny fenotyp v kortikdlni oblasti aktinového cytoskeletu (Winter et al.,
1999b). Podjednotka c15 (ARPC5) a ARP3 je pak dulezita pro motilitu mitochondrii
kvasinek (Boldogh et al, 2001). Mutace v genu pro podjednotku p21 (ARPC3) u mysi je
letalni (RNA1), (Harborth et al., 2001). Sav¢i buiikky mutované v podjednotkdch ARP2/3
komplexu vykazuji také zménénou morfologii GA a tvofi velké mnoZstvi pozdné
endosomalnich/lysosomalnich hybridnich organel (Kellye et al., 2012). U hmyzich bunék
pak vede delece podjednotky pl6 (ARPCS) ke znacn€ (85x) sniZzené funkci nukleace
komplexu (Gournier et al., 2001). Je tedy zfejmé, ze ne vSechny podjednotky ARP2/3
komplexu jsou u zivoc€ichu stejné potiebné a ne vSechny mutace v podjednotkach ARP2/3
komplexu jsou pro zivocisné bunky letalni. V tabulce 1 jsou pro piehlednost vypsany
projevy mutaci jednotlivych podjednotek u zivocicha.

Aktin a ARP2/3 komplex u rostlin ur¢uji lokalizaci bunééného ristu, morfologii
a mnoho dalSich dtleZitych pochodli v buiice, ale ve srovnani s ostatnimi eukaryotnimi
buitkami neni rostlinny ARP2/3 komplex pro zivot buniky nepostradatelny (Hussey et al.
2006). Arabidopsis thaliana je tedy vyborny modelovy organismus pii vyzkumu roli
jednotlivych podjednotek ARP2/3 komplexu, nebot’ rostliny postradajici jednotlivé

podjednotky jsou Zivotaschopné, fertilni, a maji pfitom charakteristické fenotypové

projevy.

18



podjednotka | organizmus projev mutace citovana literatura
ARP2 Kvasinka neni nukleaéni aktivita komplexu - letalni (Rouiller et al., 2008)
esencialni pro rust, a pro endocytosu, ne pro

Kvasinka exocytosu (Moreau et al, 1997)
Kvasinka letalni (Winter et al., 1999a)
Hlenka neni nukleaéni aktivita komplexu - letalni (Zaki et al., 2007)
Hadatko vliv na migraci buné€k pti morfogenezi (hypoderm) | (Sawa et al., 2003)

ARP3 Kvasinka esencialni pro rust (Moreau et al, 1997)
kvasinka postizena motilita a distribuce mitochondrii (Boldogh et al., 2001)
had’atko vliv na migraci bunék pii morfogenezi (hypoderm) | (Sawa et al., 2003)
octomilka zmény aktinové sité pfi oogenezi (Hudson a Cooley, 2002)
Clovek podjednotka esencialni pro funkci komplexu (Gournier et al., 2001)

ARPC1 kvasinka letalni (Winter et al., 1999a)
(p40) kvasinka neni nuklea¢ni aktivita komplexu - letalni (Kelly et al., 2006)
(c40) octomilka syncythium embrya (Stevenson et al., 2002)

octomilka zmény aktinové sité béhem oogeneze (Hudson a Cooley, 2002)

ARPC2 kvasinka letalni (Winter et al., 1999a)
(p34) kvasinka dilezita pro endocytosu (Schaerer et al., 2000)
(c35) had’atko vliv na migraci bun&k pfi morfogenezi (hypoderm) | (Sawa et al., 2003)

¢lovek podjednotka esencialni pro funkci komplexu (Gournier et al., 2001)
podjednotka pro aktivitu komplexu nejméné

ARPC3 kvasinka potiebna (Winter et al., 1999b)
(p21) kvasinka dilezita podjednotka pro aktivitu komplexu (Su-Ling Liu et al., 2012)
(c18) had’atko vliv na migraci bunék p#i morfogenezi (hypoderm) | (Sawa et al., 2002)

mys (RNAi) | letalni (Harborth et al., 2001)
podjednotka nejméné dilezita pro aktivaci
¢lovek komplexu (Gournier et al., 2001)
ARPC4 kvasinka letalni (Winter et al., 1999a)
(p20, ¢19) | hadatko vliv na migraci bunek pii morfogenezi (hypoderm) | (Sawa et al., 2003)
leh¢i fenotyp, neovliviiuje formaci aktin ové sité,

ARPC5 kvasinka jen distribuci (Winter et al., 1999a)
(p16) kvasinka postizena motilita a distribuce mitochondrii (Boldogh et al., 2001)
(c15) had’atko vliv na migraci bunék pfi morfogenezi (hypoderm) | (Sawa et al., 2003)

octomilka snizena nukleace komplexem 85x (Gournier et al., 2001)
clovek podjednotka dtlezita pro aktivaci komplexu (Gournier et al., 2001)

Tabulka 1: Projevy mutaci jednotlivych podjednotek ARP2/3 komplexu u Zivo¢ichti. V prvnim sloupci jsou
tucné nazvy bezné pouzivané u rostlin a pod nimi jejich synonyma vyjadiujici jejich molekulovou hmotnost v
kDa, tento zplusob oznaCeni podjednotek ARP2/3 komplexu se pouzivd u obratlovcli, nize jsou
uvedenyzkratky kvasinkovych homologi (Pollard a Beltzner, 2002).
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6.4.3 Usporadani a interakce podjednotek v ARP2/3 komplexu

Vsechny ziskané vysledky o usporadani podjednotek v komplexu a jejich vzajemné
interakci zatim pochazeji ze studia zivociSnych nebo kvasinkovych podjednotek ARP2/3
komplexu (Borths et al., 2002, Rouiller et al., 2008, Liu, et al., 2013). U rostlin nejsou
naznacuji, ze na interakci ARP2/3 komplexu s matefskym aktinovym filamentem se podili
hned pét aktinovych podjednotek matetského filamenta, kterého se na riznych mistech
a Vv rizném rozsahu dotyka vSech sedm ARP2/3 podjednotek (Obrazek 2).

Jako jadro komplexu slouzi heterodimer z ARPC2-ARPC4 podjednotky. Izolovany
heterodimer podjednotek ARPC2 a ARPC4 dokaze vazat aktinova filamenta (Volkmann et
al., 2001). Tyto podjednotky tedy tvoii funkéni jadro ARP2/3 komplexu. Podjednotce
ARPC4 pak podle Kotchoni et al. (2009) nalezi nejdulezitéjsi role pro vytvoteni
a stabilizaci komplexu. Podjednotka ARP3 tvofi prvni podjednotku vznikajiciho
sesterského filamenta, pro kterou podjednotka ARPC3 tvoii stabilnéj$i propojeni mezi
ARP3 podjednotkou a matetskym filamentem. Komplex je touto vazbou pravdépodobné
stabilizovan. Podobné¢ ARP2 podjednotka je druhou ARP podjednotkou, ktera se podili na
vzniku nového filamenta a ktera tvoii misto nukleace aktinu do sesterského filamenta. Tuto
dilezitou podjednotku stabilizuje v komplexu podjednotka ARPC5. Podjednotka ARPC1,
kterd ma pouze minimalni kontakt s matetskym filamentem, ma pravdépodobné i jinou nez
stabiliza¢ni ulohu a tou mize byt naptiklad vazba nukleacnich faktord (NPF), které jsou

potiebné pro nukleaci nového vlakna (Rouiller et al., 2008).
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actin
monomer

Obrazek 2: Schematické znazornéni prekurzord a jednotlivych
komponentti vétveni aktinového vlakna pomoci ARP2/3 komplexu.
(A) Nékres neaktivniho ARP2/3 komplexu a standardni aktinové
vlakno. (B) Model tvorby nového aktinového vlakna pomoci vazby
komplexu na matetfské vlakno a rst nového decefiného vladkna pod
uhlem 70 stupii. Zmény uspotadani jednotlivych podjednotek pii
aktivaci komplexu a nukleaci vlakna (Rouiller I et al. J Cell Biol
2008;180:887-895).
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6.5 Regulace funkce ARP2/3 komplexu

ARP2/3 komplex nedokaze sam nukleovat aktinova filamenta (Kelleher et al.,
1995). V buiikach se nachazi v neaktivnim stavu a musi byt aktivovan specifickymi
proteiny, které reguluji jeho nukleacni vlastnosti a umoziuji a fidi tak nukleaci aktinovych
vlaken ARP2/3 komplexem. Proteiny umoziuji nukleaci (nucleation promoting factors;
NPFs) a méni inaktivni ARP2/3 komplex v aktivni (Welch a Mullins, 2002). Tyto proteiny
se vazi na podjednotku ARP3 a spolu s navazanym ATP zplisobi konformacni zménu
ARP2/3 komplexu, kterd umozni nukleaci nového aktinového vlakna z boku jiz existujiciho
matefského aktinového vlakna. Prvnimi proteiny, objevenymi v roce 1999 patticimi mezi
endogenni NPFs, byly proteiny rodiny WASP (Rohatgi et al., 1999). Dalsi popsany
aktivator s podobnou aktivni aktin vazebnou doménou jako WASP proteiny byl WAVE a
nasledoval aktivator JMY (Rottner et al., 2010). U rostlin byly objeveny piibuzné proteiny
proteinim WASP a WAVE a byly pojmenovany jako proteiny SCAR.

NPFs u Zivoc¢ichd obsahuji pét rodin aktivatort ARP2/3 komplexu, ale pouze jeden
jejich isotyp — SCAR — najdeme u rostlin (Millard et al., 2004). VSechny proteiny rodiny
WASP obsahuji aktin vazebnou VCA doménu, kterd se skladd z jedné nebo dvou VPH
domén (V), cofilin homology domény (C) a kyselé (acidic — A) oblasti (Yamaguchi et al.,
2002). Doména homologni ke cofilinu, (cofilin homology domain), neboli t¢Z doména
homologni k ADF (ADF homology domain, ADF-H) je stejn¢ jako VPH aktin vazebnou
doménou (Poukkula et al., 2011). Pro aktivaci ARP2/3 komplexu u zivoc¢ichu je tieba, aby
se s pomoci SCAR domény VCA navazal na rozhrani podjednotek ARP2 a ARP3 (Xu et
al., 2012). Nedavno byly objeveny i inhibitory ARP2/3 komplexu, kterymi jsou maturaéni
faktor gliovych bunék, coronin, cofilin, gadkin a protein interagujici s C kinazou (Rotty et
al., 2013). Jako nejnov¢jsi piiklad vyzkumu regulacniho mechanismu aktivace nukleace
ARP2/3 komplexu pomoci NPFs u zivoc¢iSnych bunck lze uvést aktivaci pomoci
fosforylace ARP2 podjednotky u Drosophily (Chang-Hoon et al., 2013).

V rostlinnych bunkach existuje relativné jednoducha signalizace vedouci k aktivaci
ARP2/3 komplexu, ve srovnani se signalizaci v Zivoc¢iSnych buiikdch. V rostlindch jde
o pozitivni regulaci jedinym nukleaci umoziujicim SCAR regula¢nim komplexem. SCAR

proteiny plni roli aktivatort a v rostlinnych bunikach opakované vazi a aktivuji ARP2/3
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komplex. SCAR regula¢ni komplex je regulovan pomoci malych GTPaz specifickych pro
rostliny-ROPs (Hussey et al., 2006).

U A. thaliana, kde je vyzkum nejdale, jsou SCAR proteiny nejzasadnéjsi pro
aktivaci rostlinného ARP2/3 komplexu. Funguji v komplexu s proteiny SRA1, NAPI,
BRK1 a ABI proteinem. Tvoii tak cely SRA1-NAP1-ABI-BRK1/HSPC300-SCAR/WAVE
komplex, jehoz ¢innost je regulovana ROPs (Uhrig et al. 2007). Na zéklad¢ dat, kterd jsou
k dispozici, je vSak mozné usuzovat, Ze v rostlinach funguje jesté dalsi, zatim nerozpoznany
aktivator ARP2/3 komplexu (Zhang et al., 2013). Zatim neni znadmo, jak pfesné a kde
dochazi u rostlin k aktivaci ARP2/3 komplexu.

U rostlin se spekulovalo, ze aktivace muze probihat i vazbou komplexu na
membranu (Kotchoni et al., 2009). Podjednotka ARP2 je totiz diilezita pro vazbu komplexu
na membranu a ARP2/3 komplex siln€ interaguje s membranou. Vazba na membrénu je ale
potiebna hlavné pro sestaveni komplexu, ne vSak pro jeho aktivaci, jak zjistil Kotchoni
et al. (2009). Dalsim navazujicim zjisténim je, ze podjednotky ARPCS5 a ARPCI1 nejsou
dulezité pro vazani komplexu na membranu (Djakovic et al., 2006, Kotchoni et al., 2009).
Podle nepublikovanych vysledkl je mozné, Ze k potencialni aktivaci muize slouzit vazba
komplexu k mikrotubulim pomoci ARPC2 podjednotky (Schwarzerova, nepublikovana

data). Nukleace a kontrola ARP2/3 komplexu je v sou¢asné dobé velmi studovana tématika.

6.6 Fenotypovy projev nefunkénosti podjednotek ARP2/3 komplexu u A. thaliana
Obecné se fenotypové projevy pii mutacich v genech pro podjednotky ARP2/3
komplexu tykaji predevS§im téch bunck a pletiv, které maji komplexnéjsi tvary (trichomy,
builkky epidermis), a jejichz morfogeneze a rhst tedy vyzaduji dobrou koordinaci
vnitrobunéénych procesi a modelovani a riistu bunécéné stény. To ukazuje na moznost, ze
aktinovy cytoskelet a jeho nukleace pomoci komplexu ARP2/3 jsou pro tyto procesy
nepostradatelné. VétSinu fenotypt lze pozorovat na bunkach, u kterych je vyzadovan rychly
rust (Mathur et al., 2003). Nejlépe pozorovatelny projev mutace v genech kodujicich
podjednotky ARP2/3 komplexu a v proteinech regulacniho komplexu SCAR je pomérné
jednotny ,,zdeformovany* fenotyp trichomi. Mutanti, ktefi vykazuji tento fenotyp, maji
typicky zkracené, ztloustlé a minimalné vétvené trichomy. Do skupiny mutanti

S deformovanymi trichomy patfi:
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- distortedl (Le et al., 2003, Li et al., 2003, Mathur et al., 2003a) - mutovany v genu
kodujicim ARP2

- distorted2 (El-Assall et al., 2004a, Saedler et al., 2004) — mutovany v genu pro ARPC2
-wurm (Le et al., 2003, Li et al., 2003, Mathur et al., 2003a) - mutace v genu pro ARP3

- crooked (Li et al., 2003, Mathur et al., 2003b) — mutovany v genu pro ARPC5

- distorted3 (Basu et al., 2005, Zhang et al., 2005) — mutovany v genu pro SCAR2

- gnarled (Brembu et al., 2004, El-Assal et al., 2004b) - mutace v NAP1

- pirogy (Basu et al., 2004, Brembu et al., 2004) — mutovany v PIRP

- brickl (Djakovic et al., 2006, Le et al., 2006) — mutovany v BRICKI1, rostlinném
homologu HSP300

Dalsimi projevy mutaci jsou defekty v tvorbé laloki u pokozkovych bunéck
déloznich listki, defekty v adhezi bunék hypokotylu nebo napiiklad zvIinéné kofenové
vlasky. Dal$ich projevii mutaci v genech pro podjednotky ARP2/3 komplexu je pomérné
mnoho a li§i se pro jednotlivé podjednotky. VSechny projevy mutaci jsou uvedené
v tabulce 2.

Dalsi dulezita data, ktera pojednavaji o fenotypovém projevu nefunkénosti ARP2/3
komplexu, byla ziskana studiem mechu Physcomitrella patens. ARP2/3 komplex se u P.
patens podili na vrcholovém riistu a bunééné morfogenezi (Finka et al., 2008). Fenotyp
knock-out mutanta v genu pro ARP3 vykazuje kratké chloronemalni buniky, nediferencujici
se rhizoidy a caulonemalni buniky. Kortikalni aktinovy cytoskelet, ktery je dalezity pro
lokalizovany rlst rostlinné buiniky, chybi. Gen pro ARP3 podjednotku z P. patens
komplementuje mutaci arp3 v A. thaliana (Finka et al., 2008). Projevy nefunkénosti

ARP2/3 komplexu maji pro P. patens vazngjsi charakter nez projevy mutace u A. thaliana.
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6.6.1 Fenotypovy projev nefunkcnosti aktivatorit ARP2/3 komplexu

Protoze ARP2/3 komplex nemuze nukleovat aktinova vldkna sdm o sob¢, potiebuje
k zahajeni své Cinnosti nukleaci aktivujici faktory. Pokud je néktery ztohoto komplexu
aktivujicich faktorti poSkozen, mizeme u A. thaliana pozorovat dalsi, vétSinou podobné
fenotypy, jako je sama nefunkcnost ARP2/3 komplexu. VSechny projevy mutaci, které jsou
o jednotlivych mutacich v proteinech dulezitych pro aktivaci ARP2/3 komplexu znamé,

jsou uvedené v tabulce 3.

podjednotka

misto mutace

projev mutace

citovana literatura

ARP2

rostlina

mensi rostliny

list

defekty ve vyvoji lobll epidermalnich bun¢k
trhliny mezi pokozkovymi buiikami

mensi buiiky na déloznich listech

defekty v rozvétveni trichoma

papily na trichomech protazené a vétsi

narusend formace priduchil na epidermis

hypokotyl

hypokotyl ve tme kratsi a krouti se
krat$i buniky na hypokotylu

narusend formace pruduchil na hypokotylu

kofen

kratsi kofeny na médiu bez sachar6zy

vinité kotenové vlasky

bunka

kratsi, neorientované svazky mikrofilament
zvySena tvorba svazk mikrofilament
$patna flize vakuol v trichomech

pylova lacka normalni

(Li et al., 2003a)

(Le etal., 2003)
(Mathur at al., 2003)
(Mathur et al., 2005)
(Dyachok et al., 2008)

ARP3

rostlina

mensi rostliny

list

defekty ve vyvoji lalokti epidermalnich bunék
trhliny mezi pokozkovymi bunikami

mensi buiiky na déloznich listech

defekty v rozvétveni trichoma

papily na trichomech protazené a vétsi

naru$ena formace priduchd na epidermis

stonek

zvySeni odpovédi kvétniho stonku na gravitropicky
stimul na svétle

hypokotyl

hypokotyl ve tmé kratsi a krouti se
kratsi bunky na hypokotylu

narusend formace pruduchil na hypokotylu

korfen

kratsi kofeny na médiu bez sachardzy
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(Li et al., 2003a)

(Le etal., 2003)
(Mathur at al., 2003)
(El-Assall et al, 2004)
(Mathur et al., 2005)
(Reboulet et al., 2009)
(Dyachok et al., 2008)




vlnité kotfenové vlasky
zvySeni odpovédi kotene na gravitropicky stimul ve
tmé

burika

kratsi, neorientované svazky mikrofilament
zvy$ena tvorba svazkll mikrofilament
narusena flize vakuol v trichomech
vakuoly vypliuji celé trichomy

pylova lacka normalni

ARPC1

zadny mutantni projev nebyl dosud popsan

ARPC2

list

defekty ve vyvoji lalokii epidermalnich bun¢k
trhliny mezi pokozkovymi bunkami
defekty v rozvétveni trichomi

narusend formace pruduchil na epidermis

stonek

zvySeni odpovédi kvétniho stonku na gravitropicky
stimul na svétle

hypokotyl

kratsi hypokotyl
narusend adheze hypokotylovych bun¢k

koren

délka a rust kofenti normalni

burnka

regulace aktinové sité praduchii na listech
zvySena tvorba svazkli mikrofilament
svazky aktinu s ndhodnou orientaci v bufice
vakuoly vypliuji celé trichomy

pylova lacka normalni

(El-Assall et al., 2004)
(Mathur et al., 2005)
(Jiang et al., 2012)
(Reboulet et al., 2009)

ARPC3

zadny mutantni projev nebyl dosud popsan

ARPC4

list

defekty v rozvétveni trichomti

hypokotyl

kratsi hypokotyl

(Kotchoni et al., 2009)

burika

zvySena tvorba svazkll mikrofilament

ARPC5

list

defekty ve vyvoji lalokti epidermalnich bunék
mensi buniky na déloznich listech

defekty v rozvétveni trichoma

hypokotyl

kratsi hypokotyl
stomatalni komplexy na hypokotylu chybi

narusend adheze hypokotylovych bunck

korfen

zvInéné a kratsi kofenové vlasky

vic kofenovych vlaskt vyristd z jedné bunky

bunka

zvysena tvorba svazkli mikrofilament

v trichomech jina distribuce a densita bunéénych
organel

velka desita GA cisteren ve $pickach nevyvinutych
trichom

pylova lacka normalni

(Mathur et al., 2003)
(Li et al., 2003)

Tabulka 2: Projevy mutaci v jednotlivych podjednotkach ARP2/3 komplexu.




podjednotka

misto mutace

projev mutace

citovana literatura

NAP1 list defekty ve vyvoji epidermalnich bunék (Qian et al., 2009)
defekty v rozvétveni trichomit (Lietal., 2004)
hypokotyl | defekty v buiikach hypokotylu (El-Assal et al., 2004a)
kofen delsi kofeny
krat$i kofenové vlasky
semena snizena produkce semen
mensi semena
SRA1 list defekty ve vyvoji epidermalnich bunék (Qian et al., 2009)
defekty v rozvétveni trichomu (Basu et al., 2004)
hypokotyl | defekty v butikdch hypokotylu (Li et al., 2004)
kofen delsi kofeny
semena snizena produkce semen
BRK1 list defekty ve vyvoji epidermalnich bunék (Qian et al., 2009)
defekty v rozvétveni trichomi (Frank a Smith, 2002)
SCAR2 rostlina etiolované rostliny (Qian et al., 2009)
list defekty ve vyvoji epidermalnich bunék (Zhang et al., 2005)
defekty v rozvétveni trichomil
hypokotyl | defekty v butikdch hypokotylu
kofen delsi kofeny
ABIL3 list mirné defekty ve vyvoji epidermalnich bunék (Jorgens et al., 2010)
defekty v rozvétveni trichomti
koten delsi kofeny
WAVE4 list defekty ve vyvoji epidermalnich bunék
ROP2 list defekty ve vyvoji epidermalnich bunék (Qian et al. 2009)
defekty v rozvétveni trichomui (Fuetal., 2005)
stacejici-se listy (Lietal., 2001)
kofen krat$i hlavni kofen
Sesule staCejici-se SuSule
ROP4 list defekty ve vyvoji epidermalnich bunék (Qian et al., 2009)
defekty v rozvétveni trichomi (Fu et al., 2005)
koten kratsi hlavni kofen
SPK1 rostlina mensi rostliny (Basu et al., 2008)
sterilni trpasli¢i rostliny (Qui et al., 2002)
listy defekty ve vyvoji epidermalnich bunék

defekty v rozvétveni trichomt
stacejici-se listy

Tabulka 3: Projevy mutaci v jednotlivych proteinech NPFs a malych GTPazach specifickych pro
rostliny-ROPs.
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6.8 Vyznam vyzkumu vicefetnych mutanti

I ptes spiSe obsahlejsi literaturu, popisujici fenotypové projevy mutantnich rostlin
A. thaliana postradajicich jednu z podjednotek komplexu nebo néktery z regula¢nich
faktorti nutnych pro aktivaci komplexu, vyvstava n¢kolik zasadnich otdzek. Zaprvé, neni
ziejmé, pro¢ nejsou k dispozici mutantni rostliny postradajici podjednotku ARPC3. Je
mozné, ze absence je pro rostlinu letalni, pro¢ vSak neni letdlni ztrata i dalSich
podjednotek? Navazujici otazkou je, zda komplex ARP2/3 funguje jako celistvy komplex,
nebo zda rostlinny komplex ARP2/3 je schopen castecné fungovat i pfi nepfitomnosti
nékteré z podjednotek. Druhou otdzkou je, zda nékteré z podjednotek v rostlinach ziskaly
dalsi roli, nezavislou na jejich funkci v komplexu. Samotny rostlinny komplex ARP2/3
ziejmée nékteré specifické role opravdu ma. Kotchoni et al. (2009) napt. informuji o tom, ze
rostlinny komplex ARP2/3 se vaze k bunéénym membrandm a Ze tuto interakci
zprostiedkovava podjednotka ARP2. Nase laboratoi se zabyva vyzkumem podjednotky
ARPC2, u které jsme dokézali, ze je schopna vazby nejen na aktinovy, ale téz na
mikrotubularni cytoskelet. Pfedbézné experimenty dale ukazaly, ze schopnost vazby
ARPC2 na mikrotubularni cytoskelet je rostlinné-specifickou funkci (nepublikované
vysledky). U podjednotky ARPC2 Jiang et al. (2012) nedavno zjistili, Ze ma roli v regulaci
otevirani a uzavirani priducht u A. thaliana. Je tedy mozné, ze nékteré z dalSich

podjednotek rostlinného komplexu ziskaly nové role.
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7 Material a metody
7.1 Material

V praci byly pouzity rostliny Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., ekotyp Columbia
jako WT rostliny a rostliny Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., ekotyp Columbia nesouci
mutaci Vv jedné z podjednotek ARP2/3 komplexu (T-DNA inzer¢ni linie, The Nottingham
Arabidopsis Stock Centre - NASC). Seznam T-DNA inzer¢nich linii se SALK ozna¢enim
je uveden nize v Tabulce 3. Rostliny nesouci mutaci v genu pro ARPC2a podjednotku

(distorted2-1) jsou na pozadi Lansberg erecta (zdroj: prof. Szymanski).

mutace SALK oznaceni
arp2-2 | SALK_077920.56.00. | Tapulka 3: Seznam
arp3 SALK_022445.34.70 |  mutantnich rostlin, které
arpc2a distorted2-1 (ler) byly pouzity v této
arpc2b | SALK_060369.52.00. | praci.

arpc3 | SALK_034989.54.00.
arpcé SALK_013909.27.65
arpc5 | SALK_ 123936.41.55.

7.2 Metody
7.2.1 K¥izeni rostlin a ziskani F2 generace

Rostliny mutantni v jedné podjednotce ARP2/3 komplexu byly péstovany nesterilné
v jiffech (raselinové valecky od spolecnosti Jiffy Products International). Semena byla
naseta na jiffy a kultivovana pti fotoperiodé 16/8 a pii 23°C.

Poté, co rostliny zacaly kvést, byly zkiiZeny rostliny mutantni v riznych genech pro
podjednotky ARP2/3 komplexu. Pyl byl pfendSen v obou smérech. Po vytvoteni a dozrani
SeSule byla vznikld semena dva dny skladovana a suSena v oteviené zkumavce a déle
skladovéana v uzaviené zkumavce. Tato semena byla naseta opét na jiffy a jejich semena
(F2-generace) byla pouzita pro dalsi praci. Rostliny v F2 generaci byly genotypovany.

Pro dalsi péstovani rostlin ex vitro byl pouzivan soubor kultiva¢nich pomticek
Arasystém (firma) za uc€elem sniZeni ztraty semen, sniZeni rizika kontaminace experimenti
ostatnich uZivatelli kultivaéni mistnosti, sniZeni rizika kontaminace Zivotniho prostiedi

geneticky modifikovanymi semeny a zvySeni komfortu pii zachazeni s rostlinami.
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7.2.2 1zolace DNA pro PCR

Po 14 dnech ristu byl rostlindm ustfizen zhruba 4 mm dlouhy maturovany list, ktery
byl vlozen do zkumavky se zhruba péti sklenénymi kulickami s primérem 1 mm
a zamrazen v tekutém dusiku. Stale zmrzlé zkumavky s listy byly vlozeny do
homogenizatoru na 3 minuty s frekvenci kmitu 25. Do téchto zkumavek bylo pak ihned
ptidano 400 pl izolaéniho pufru (200 mM Tris-HCI pH=7.5, 250 mM NacCl, 25 mM EDTA,
0,5% SDS) material byl nechan kratce roztat. Nasledné probihaly tyto kroky: centrifugace 1
minutu (16 000 g, 25°C), odebrani 300 pl supernatantu do nové zkumavky, pfidani 300 pl
isopropanolu Kk supernatantu, 2 minuty stani, centrifugace 5 minut (16 000 g, 25°C).

Vysledny pelet byl vysuSen, DNA byla rozpusténa v 50 ul vody a skladovéana v -20°C.

7.2.3 PCR pro ucely genotypovani
PCR byla provadéna zejména na thermocycleru MJResearch PTC-200.
Slozeni reak¢ni smési (200 pl) pro deset 20 pl reakei:
voda: 173 ul
pufr pro Dream Taq DNA Polymerazu: 20 pl
dNTP: 2,5 ul
primery: 2 pl od kazdého primeru
Dream Taq Polymeraza: 0,5 pl
Nakonec ptidat po 1 ul cDNA do kazdé reakce.

Program PCR reakce:

94°C — 2 min
(94°C — 30 s; 58°C — 1 min; 72°C — 1 min), opakovat 26x.
72°C —10 min

Nakonec chlazeni na 4°C.

Sekvence primerti (Generi Biotech) je uvedena v Tabulce 4. Velikosti vzniklych

produktt jsou vypsany v Tabulce 5.
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ARP2-2 | RP 5' - TGTGGCAAGAAATAGGGTTCC -3
LP 5' - ATGTTGAAGGTGATGGAATGG - 3
ARPC3 | RP 5' - CGAAAGCGAGACCATAGAATG -3
LP 5' - GGTGATCCGTACCATTTTGTG - 3'
ARPC4 | RP 5'-TTTTTCATTCAAACATGTCCTG - 3
LP 5'- AAGTCACGACTCGTCAAGACG - 3'
ARPC5 |RP 5'-CTTTTGAAATGGTCAAATGGC - 3
LP 5'- TGCAAATTCCACCAAATCTTC - 3'
LBbl 5' - GCGTGGACCGCTTGCTGCACC - 3

Tabulka 4: Sekvence primert, které byly pouzity pro genotypovani.

ARP2-2 | SALK 077920.56.00.x velikost produktu 1274

BP+RP_velikost produktu 596-896

ARPC3 | SALK 034989.54.00.x velikost produktu 1103

BP+RP_velikost produktu 582-882

ARPC4 | SALK 013909.27.65.x velikost produktu 1280

BP+RP_velikost produktu 606-906

ARPC5 | SALK 123936.41.55.x velikost produktu 1068

BP+RP_velikost produktu 479-779

Tabulka 5: Velikosti vzniklych produktt v PCR reakci.

7.2.4 Elektroforéza

Piiprava 1,2 % agar6zového gelu: agar6za rozvatena v 0,5%TAE pufru. TAE puft:
2,42 g Tris base, 5,71 ml ledové kyseliny octové, 1 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0, voda do 11. Po
ochlazeni na pfiblizn€¢ 70°C byl ptidan GelRed (10 000%, Biotium) v koncentraci 10 ul /100
ml. Po utuhnuti (cca 45 minut) byl gel ptelit 0,5xTAE pufrem a do jamek byly naneseny
vzorky DNA smichané s nanaSecim pufrem 6x DNA Loading Dye (Fermentas) v poméru
5:1. Jako marker byly pouzity 3 ul GeneRuler 100pb (Fementas), Vzorky byly separovany
30 minut pfi 102 mA.

7.2.5 Kultivace rostlin in vitro, selekce rostlin s GFP-markerem

Rostliny s vicenasobnymi mutantnimi homozygotnimi podjednotkami pro ARP2/3
komplex byly zkiizeny s rostlinami, které nesly molekularni markery GFP — clathrin (zdroj:
prof. J. Friml), GFP — fimbrin a GFP- tubulin (GFP-TUAG). F2-generace téchto rostlin byla
naseta steriln¢ in vitro na minimalnim MS mediu (Tabulka 6) na hranatych miskach 12 cm
x 12 cm uzavienych parafilmem. Tyto misky byly postaveny vertikaln€ pod thlem cca 5°.

Rostliny byly kultivovany pfti fotoperiodé€ 16/8 a pii 23°C.
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Pro péstovani rostlin in vitro byla semena sterilizovana oplachnutim 96%
ethanolem, inkubaci v 50% Savu (coz odpovida 2,5 % NaClO) po dobu 10 minut a poté 4-
5x proplachnuta sterilni destilovanou vodou. Déle byla semena ve vodé 2 dny
stratifikovana ptfi 4°C a poté vysévdna na medium pomoci 200ul pipety steriln¢ ve

flowboxu.

Na 1000 ml: F2-generace rostlin byla péstovana in vitro cca 5 dni a nasledné
%2 MS soli (2,2g)

sacharoza 10g byla snimana pod mikroskopem Olympus Provis AX 70 (Olympus

agar 12g Optical Co., Ltd, Tokyo, Japan), filtr U-MWIB. Byly vybrany jen ty

pH =57 rostliny, které vykazovaly fluorescenci GFP v kofenech. Tyto rostliny
Tabulka 6: . . .. R . ”
Kultivaéni médium byly z misek piesazeny na jiffy a nesterilné¢ péstovany dalSich cca 5
pro Arabidopsis dni. Poté byly nechany na jiffech jen ty rostliny, které vykazovaly

thaliana — minimalni. . . . . i .
fenotyp zkroucenych trichomi. Tyto rostliny byly nasledné

genotypovany a vybrany pouze homozygotni mutantni rostliny pro jeden nebo dva geny,

kodujici podjednotky ARP2/3 komplexu.

7.3 Porovnani fenotypu mutanti Arabidopsis thaliana
7.3.1 Mereni maturace déloznich a pravych listit péstovanych ex vitro

Semena rostlin byla pted nasetim dva dny stratifikovana a naseta do jiffy. Rostliny
byly kultivovany pii fotoperiodé 16/8 a pii 23°C. Po Sesti dnech kultivace bylo zahajeno
meéteni délky déloznich listd a nasledné pravych listd. Délozni i pravé listy rostlin
péstovanych ex vitro byly méfeny kazdy druhy den po dobu 32 dni. Listy byly méfeny

ptiklddanim milimetrového papiru.

7.3.2 Méreni maturace deéloznich listii péstovanych in Vitro

Sterilizovana a stratifikovana semena byla vyseta sterilné in vitro na minimalni MS
medium (Tabulka 6) na hranaté misky 12 cm x 12 cm uzaviené parafilmem. Tyto misky
byly postaveny vertikaln€ pod tthlem cca 5°. Rostliny byly kultivovany pfi fotoperiod¢ 16/8
a pi1 23°C. Po 14 dnech rastu byly rostlinam ustfizeny délozni listy, uzavieny mezi
podlozni a kryci sklo ve vodnim prostfedi, a vyfoceny fotoaparatem Nikon D 3200.

Fotografie = dé&loznich  listh  byly pak  zpracovany v programu  ImageJ
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(http://rsb.info.nih.gov/ij/) pomoci funkce pro méfeni délky a plochy. Jako urceni méfitka

fotografie slouzilo pravitko vyfocené spolu s preparaty.

7.3.3 Projasnovani listii - projev zkroucenych trichomii

Pro pozorovani zkroucenych trichomu z rostlin péstovanych ex vitro byl bran paty
maturovany list a cely byl ponofen do projasiiovaciho roztoku (120g C,H3Cl30,, 7,5ml
glycerol, 50ml vody). Po tfech dnech v roztoku byl list uzavien do preparatu mezi podlozni
a kryci sklo v projasiiovacim roztoku a preparaty byly pozorovany pod binolupou (Nikon

C-0) pod zvétsenim 45x, vybavené fotoaparatem Nikon D 3200.

7.3.4 Hodnoceni cirkularity pokozkovych bunék pravych listii — obtisky

Metoda obtiski byla piejata od prof. Doroty Kwiatkowské (Universita Slaski
v Katovicich). Na maturované paté listy byla aplikovana rychle tuhnouci zubatskd smés pro
ptipravu zubnich obtiskl (Takel, Kerr sybron dental specialist), ¢imz byl vytvoten obtisk
listu. Na povrch tohoto obtisku byl nanesen prihledny lak na nehty a po zaschnuti byl
sloupnut a nasniman mikroskopem (Olympus Provis AX 70) jako vodni preparat.
Nasnimané obtisky byly poslany na analyzu cirkularity pokozkovych bunck prof. Doroté

Kwiatkowské.

7.3.5 Hodnoceni cirkularity pokozkovych bunék déloznich listu — FM4-64

FM4-64 (Molecular Probes, kat. ¢islo T13320, N-(3-triethylammoniumpropyl)-4-
(6-(4-(diethylamino)phenyl) hexatrienyl)pyridinium dibromide) je netoxické lipofilni
styrylové barvivo, které je ve vodnim roztoku nefluorescen¢ni. Pfedpoklada se, Ze barvivo
je inkorporovéno do vnéjsi lipidové vrstvy plazmatické membrany, ¢imz se stdva silné
fluorescencnim. Maturované 14-denni délozni listy Arabidopsis thaliana byly odstfizeny
z rostlin péstovanych in vitro. Hodinu pfed pozorovanim byly délozni listy vlozeny do 32
uM vodného roztoku FM4-64. Pouzit byl 20 mM zasobni roztok v DMSO. Listy byly
pozorovany a snimany konfokdlnim mikroskopem Leica TCS NT (Leica Microsystems
Heidelberg GmbH) s nastavenim excitace 514 nm a emise pii 650 — 750 nm. Byl vyuzit

objektiv 20x s vodni imerzi. Snimky byly upraveny v programu Imagel] a byla zméfena
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plocha, obvod a cirkularita pokozkovych bun¢k déloznich listi. Cirkularitu program ImagelJ
pocita na zéklad¢ vzorce:
4mA
feire = p2
7 = matematicka konstanta, ktera udava pomér obvodu jakéhokoli kruhu v eukleidovské roving k jeho priméru.
Jeji hodnota v desitkové soustave je priblizné 3,14159

A (area) = plocha rovinného ttvaru

P (perimeter) = obvod, délka hrani¢ni kiivky, rovinného ttvaru

7.3.6 Méreni délky korenui A. thaliana rostouci in vitro

Rostliny A. thaliana byly nasazeny (cca. 20 semen) na minimalni MS medium
(Tabulka 6) na hranatych miskach 12 cm x 12 cm uzavienych parafilmem. Tyto misky byly
postaveny vertikaln¢ pod tthlem cca 5°. Rostliny byly kultivovany pfti fotoperiodé 16/8 a pfi
23°C. Misky s rostlinami byly foceny fotoaparatem Nikon D 3200 14. den rustu rostlin.

Snimky byly zpracovany v programu ImagelJ, kde byla rostlindm zmétena délka kotene.

7.3.7 Méreni gravitropismu korene Arabidopsis thaliana

Rostliny Arabidopsis thaliana byly nasazeny (cca. 20 semen) na minimalni MS
medium (Tabulka 6) na hranatych miskach 12 cm x 12 ¢cm uzavienych parafilmem. Tyto
misky byly postaveny vertikdlné pod uhlem cca 5°. Rostliny byly kultivovany pfii
fotoperiodé 16/8 a pti 23°C. Po 4 dnech ristu rostlin byly misky zabaleny do dvou vrstev
alobalu, aby byly pln€ ve tm¢ a na 12 hodin byly misky otoceny o 90°. Poté byly rostliny
vyfoceny fotoaparatem Nikon D 3200. Uhel ohnuti kofene byl zmé&fen pomoci programu

Image] a v ném zabudovanym nastrojem — angle tool.

7.4 Projev mutace na urovni bunék
7.4.1 Konfokalni mikroskopie - pozorovani vakuolarniho systému

Barvivo FM4-64 je membranovy marker a je inkorporovano do dal$ich lipidovych
struktur v bufice pomoci endocytotickych procesti. Po dlouhodobém probarveni lze
v rostlinné bufice pozorovat téz systém vakuomu. Nasazenym rostlinam in vitro byl

ustfizen maturovany délozni list a ponofen na 24 hodin do 32uM roztoku s FM4-64. Po 24
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hodinach byly listy pozorovany pod konfokalnim mikroskopem Leica TCS NT, objektiv

20x s vodni imerzi.

7.4.2 Konfokalni mikroskopie — pocet a svazkovani aktinovych viaken

Rostliny A. thaliana exprimujici cytoskeletalni marker GFP-fimbrin byly
kultivovany in vitro po dobu 5 dni. Po péti dnech byl z celych rostlin vytvofen vodni
preparat. Pod konfokalnim mikroskopem Leica TCS NT, objektiv 63x s vodni imerzi byly
pozorovany pokozkové bunky d€loznich listi. Byl vyuzit Ar/Kr (488 nm) laser pro
pozorovani GFP. Nasnimané série fezti bunkami, kde byl snimén kortikdlni aktinovy
cytoskelet, pak byly analyzovany v programu Fiji (http:/fiji.sc). Pro analyzu je tieba
vybavit program Fiji o tyto pfidavné podprogramy:
MBF plugin collection (http://rsbweb.nih.gov/ij/plugins/mbf-collection.html), Kashiwa
Biolmaging plugin collection (http://hasezawa.ib.k.u-
tokyo.ac.jp/zp/Kbi/ImageJKbiPlugins), Higaki Laboratory macros (http:/hasezawa.ib.k.u-
tokyo.ac.jp/zp/Kbi/HigStomata), a jako posledni Multiple Kymograph dostupny na strance
http://www.embl.de/eamnet/html/kymograph.html.

7.5 Porovnani genové exprese podjednotek - in silico analyza
7.5.1 Porovnani genové exprese podjednotek — Genevestigator

Pii porovnavani genové exprese podjednotek byla pouZzita data ziskand z databaze
Genevestigator (https://www.genevestigator.com/gv/plant.jsp). Genevestigator je databaze,
ktera shromazd’uje data z microarray experimentil, které byly provedeny a publikovany.
V soucasné dob¢ databaze obsahuje a pracuje s 8937 polozkami o genové expresi
v rostlin¢ Arabidopsis thaliana. Zkoumané geny pro podjednotky ARP2/3 komplexu byly
do databaze zadavany podle svych systematickych nazvi, které jim byly pfifazeny na
zaklad¢é jejich ¢teciho ramce na konkrétnim chromosomu -  Tabulka 7. Data pro
podjednotky ARPC2b a ARPC4 databaze neobsahuje. V databazi byly pouzity tyto nastroje
pro ziskani idajii o genové expresi podjednotek ARP2/3 komplexu:
1. Condition search tools — umoznuje stanovit, v jakych pletivech a s jakou intenzitou

(procentualné vyjadieno) jsou geny piepisovany (nastroj — anatomy) ajaka je zavislost
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exprese jednotlivych genti na vyvojovych stadiich Arabidopsis thaliana (nastroj —
development).

2. Similarity search tools — umozniuje testovat, zda set zadanych genti spolu na zakladé
jejich exprese koreluje - vytvaii shluky gent, které maji podobnou expresi (nastroj -
hierarchical clustering), dale umoziuje zjistit, které geny jsou nejvice korelovany v piepisu

s jednotlivymi geny pro podjednotky ARP2/3 komplexu (nastroj - Co-expression).

ARP2 - AT3G27000 Jako potvrzeni klastrovani podjednotek ARP2/3

ARP3 - AT1G13180 komplexu byly podjednotky zadiany do databaze spolu

ARPCla - AT2G30910

ARPCLD - AT2G31300 s dalsimi nahodn¢ vybranymi 20 geny, tento postup byl

ARPC2b - AT1G30825 | opakovan Ctyfikrat.

ARPC3 - AT1G60430

ARPCS - AT4G01710

Tabulka 7: Systematické nazvy
gent pro podjednotky ARP2/3
komplexu.

7.5.2 Analyza promotorové oblasti genit podjednotek — AtcisDB

Byla porovnana promotorova oblast podjednotek ARP2/3 komplexu pomoci
Arabidopsis cis-regulatory element databaze (http://arabidopsis.med.ohio-
state.edu/AtcisDB/). Do databaze byly zadany systematické nazvy genti pro podjednotky
ARP2/3 komplexu (tabulka 7) a databaze vyhledala predikované vazebné motivy
transkripénich faktorti regulujicich pfepis genu, které se nachdzi v jeho promotoroveé
oblasti. Tyto oblasti byly porovnany mezi jednotlivymi podjednotkami a spolu
S porovnanim vi¢i ndhodné vybranym 16 riiznym genim bylo urceno, jaké vazebné motivy

jsou podjednotkdm spolecné a jaké jsou rozdilné.
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8 Vysledky
8.1 Ziskani rostlin nesoucich mutaci ve dvou genech ARP2/3 komplexu
8.1.1 Rostliny nesouci mutaci ve dvou genech ARP2/3 komplexu

Na zacatku prace byly vybrany &tyfi rostliny Arabidopsis thaliana, které nesou
mutaci (T-DNA inzerci) v genech pro jednotlivé podjednotky ARP2/3 komplexu - rostliny
arp2, arpc3, arpc4 a arpcs (ARPC5-mala stabilizaéni podjednotka, ARP2-jedna ze
zékladnich podjednotek ARP2/3 komplexu, kterd tvoii misto rastu nového aktinového
vlakna, ARPC3 -podjednotka sousedici s matefskym aktinovym vladknem, stabiliza¢ni
podjednotka a ARPC4-podjednotka ve stfedu komplexu). Tyto mutantni rostliny byly
zkiizeny mezi sebou. Rostliny, které vyrostly z jejich F2 generace semen, byly
genotypovany (Obrazek 3) a dale jsem pracovala shomozygotnimi liniemi rostlin
obsahujicimi mutaci v jedné i ve dvou podjednotkaich ARP2/3 komplexu. Dvojiti
homozygoti nesouci mutaci ve dvou a vice podjednotkach komplexu ARP2/3 nejsou v
soucasné¢ dobé podle publikovanych vysledk k dispozici a jedna se tedy o unikétni
materidl k vyzkumu. Béhem vypracovavani této price ARP2/3 bylo ziskdno Sest
homozygotnich dvojitych mutantd s kombinaci mutaci v genech pro rizné podjednotky
(Tabulka 8). V ani jednom ptipadé¢ mutace druhého genu podjednotky ARP2/3 komplexu

nebyla pro rostlinu letalni.

arp2/arpch
arp2/arpc4 ARP2  ARPC5 ARP2 ARPCS
arp2/arpc3
arpc3/arpcd
arpc3/arpcs
arpc4/arpcs

Tabulka 8:

Homozygotni

dvojiti mutanti Obrazek 3: Piiklad genotypovani dvojitého mutanta

v podjednotkach arp2/arpc5b pro dvé rostliny. Prvni rostlina je homozygot

ARP2/3 komplexu. arp2 a arpc5 heterozygot. Druhd rostlina ma opaény
genotyp. Marker -GeneRuler 100bp.

37



Tato prace se v dalSich experimentech zamétuje predevSim na praci s dvojitymi
mutanty arp2/arpc4 a arpcd/arpc5. Prace se vSemi Sesti ziskanymi dvojitymi mutanty

Vv podjednotkach ARP2/3 komplexu by nebyla z Casovych diivodii mozna.

8.1.2 Dvojitée mutanty s GFP - cytoskeletalnimi markery

Do ziskanych vicecetnych mutantnich rostlin byly nakfizeny markerové linie
Arabidopsis thaliana nesouci standartni in vivo markery pro cytoskelet: — clathrin-GFP,
GFP-fimbrin (GFP-FABD) a GFP-tubulin. Toto znafeni umoziiuje pozorovat strukturu
a piipadn¢ dynamiku mikrotubularniho i aktinového cytoskeletu v mutovanych rostlinach
in vivo a také pohyb endomembranového systému. Tyto markery byly jiz k dispozici na
pracovisti. K dal§i praci byly vybrany rostliny homozygotni pro jednu nebo dvé
podjednotky ARP2/3 komplexu a s nakiizenou funkéni markerovou linii, ziskané

a genotypovanim ovétené rostliny jsou vypsané v Tabulce 9:

GFP-clathrin | arp2, arpcé4, arpcs

arp2/arpc3, arp2/arpc4, arpc5/arpcd
GFP-fimbrin | arpc4, arpc5

arpc3/arpc4, arpc3/arpch, arpcd/arpch
GFP-tubulin | arp2, arpc5

arp2/arpc4, arpc3/arpch

Tabulka 9: Rostliny homozygotni v mutaci genu pro jednu nebo dvé podjednotky
ARP2/3 komplexu s nakfizenou funk¢ni markerovou linii.

Mutantni rostliny GFP-markery neumlcovaly. S mutantnimi rostlinami, které nesou
markery: clathrin-GFP a GFP-tubulin jsem v prubéhu této prace z Casovych duvoda
nepracovala. Experimenty byly provedeny pouze s dvojitym homozygotnim mutantem

arpc4/arpcs GFP-fimbrin.

8.2 Porovnani fenotypi mutanta Arabidopsis thaliana
-list
8.2.1 Maturace deloznich a pravych listit rostlin péstovanych X Vitro
Rostliny nesouci mutace v genech kodujicich podjednotky ARP2/3 komplexu vykazuji

nejvyrazngj$i fenotypy pii formovani listd — kratsi laloky pokozkovych bunék, mezery
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Vv epidermis listu, zkroucené trichomy. Z toho diivody byly nejprve provedeny experimenty,
které mély za tkol ovéfit a mezi jednotlivymi mutantnimi liniemi porovnat jiz znamé
fenotypové projevy mutace pravé na listech. Pro tento Ucel byla studovana dynamika ristu
a maturace (dokonceni riistu) jednotlivych listi v nasich kultiva¢nich podminkach. Pouze
dobré zmapovani dynamiky ristu umozni porovnavat vzdy listy ve stejné fazi rastu.
Fenotyp zmén tvaru pokozkovych buné¢k se zjistuje na maturovanych listech, které jiz dale
nezvétSuji svlyj povrch a u nichz je rist buniky povazovan za ukonceny. Z Grafu 1 je patrné,
ze délozni listy dosahly kone¢né délky okolo 14-15 dne po nasazeni rostliny, pravé prvni
dva listy okolo 26 dne po vykliceni a tfeti, ¢tvrty a paty list dosahly maturace po cca. 30
dnech po nasazeni rostlin do jiffi. Graf 2 udava konecnou délku maturovanych listi.
Délozni listy prestaly rast pii délce 2,41 mm, prvni dva pravé listy dosdhly délky pies
7 mm, tfeti a Ctvrty pravy list vyrostly zhruba do 14 mm a posledni méfeny paty pravy
maturovany list mél délku okolo 16 mm. Tyto vysledky byly vyuzity pfi vybirani a urceni

maturovanych pravych patych listt, u kterych byla métena cirkularita pokozkovych bunék.

Maturace listu A.t.

36
34
32
30
28

26
24
22
20
18
16
14
12
T T T T T T

déloinil déloini2 pravy 1 pravy 2 pravy 3 pravy 4 pravy 5

(dny)
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Graf 1: Graf znazornujici ¢as od naseti semene do maturace déloznich a prvnich péti pravych
listd rostlin Arabidopsis thaliana Col-0 (WT). Rostliny byly kultivovany v raselinovych
valeccich pfi fotoperiodé 16/8 a 23°C. Chybové Gsecky piedstavuji smérodatné odchylky.
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Délka maturovanych listti A.t.

13
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délka listu (mm)
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Graf 2: Graf znazornujici kone¢né délky maturovanych listi Arabidopsis thaliana Col-0 (WT).
Rostliny rostly ex vitro na jiffech pfi fotoperiodé 16/8 a pii 23°C Chybové usecky predstavuji
smérodatné odchylky.

8.2.2 Maturace déloznich listii rostlin péstovanych in vitro

Dynamika rastu rostlin na raselinovych valeccich se 1isi od dynamiky rtstu rostlin
in vitro. V dal$im experimentu proto bylo provedeno méfeni pro zjisténi dynamiky ristu
déloznich listd, in vitro kultivovanych rostlin. Zaroven byla porovnavana dynamika ristu
déloznich listh WT rostlin a nékterych rostlin nesoucich mutaci v genech pro ARP2/3
komplex, konkrétné arp2, arpc5 a arp2/arpcb.

Plochy dé€loznich listli byly méfeny 8, 10, 12, 14 a 16 dni po nasazeni rostlin na
polovi¢ni MS médium (Graf 3). Je patrné, ze vSechny rostliny jsou maturované jiz 14-16
den po nasazeni na médium. Nejvétsi rozdily v rastu mezi WT rostlinami a mutovanymi
rostlinami jsou u rostlin arpc5. Zajimavé je, Ze rostlina, ktera je mutovana ve dvou genech
pro podjednotky ARP2/3 komplexu, je pribéhem rastu svych déloznich listi vice podobna
rastu WT rostlin nez jednoduché mutanty.

Graf 4 shrnuje a porovnava vysledky z méfeni déloznich listd in vitro a ex vitro.
Rostliny doséhly kone¢né délky d€loznich listd 14-15 den po nasazeni do jiffu ¢i agaru.

Délozni listy WT rostlin rostoucich ex vitro dosahly kone¢né délky cca. 2,41 mm. Ve
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srovnani s touto délkou jsou délozni listy rostlin péstovanych in vitro delsi, délka jejich

déloznich listd byla cca 3,53 mm.

Rust déloznich lista A.t. in vitro
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Graf 3: Graf 3 uvadi vysledky z méfeni ploch listu A.t. WT i mutovanych
v podjednotkach ARP2/3 komplexu. Rostliny rostly na polovicnim MS médiu
in vitro pfi fotoperiodé 16/8 a pii 23°C. Chybové useCky piedstavuji
smérodatné odchylky.

Délka déloznich listi 14 denni A.t.

3,53 mm

2,41 mm

= N w
R N U w b

délka listu (mm)

o
[

o

WT ex vitro WT in vitro

Graf 4: Rostliny rostouci in vitro i ex vitro. Rostliny dosahly kone¢né délky
déloznich listd 14-15 den po nasazeni do jiffu ¢i agaru. Chybové tusecky
ptedstavuji smérodatné odchylky.
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8.2.3 Projev zkroucenych trichomii

Studium role vétveni a rdstu trichom® u arp2/3 mutantnich rostlin je velmi zajimavé
zvlasté proto, Ze odhaluje roli ARP2/3 komplexu v kontrole bunécné polarity. Pravé projev
projevll mutace v podjednotkach, ¢i v regulacnich faktorech ARP2/3 komplexu (Li et al.,
2003).

Na obrazku 4 je dokumentovan fenotyp zkroucenych trichomu vSech mutantnich rostlin
dostupnych na naSem pracovisti. Prosvétlené listy byly pozorovany pod binolupou
a vyfoceny fotoaparatem Nikon D3200. Z fotografii je dobfe patrné, ze rostliny arp3,
arpc2B a arpc3 maji stejnou stavbu trichomti jako WT rostliny. Rostliny arp2, arpc4 a
arpc5 a dvojité mutanty arp2/arpch, arp2/arpc4, arp2/arpc3, arpc3/arpcd, arpc3/arpchs,
arpcd/arpcs maji podobné zdeformované trichomy, které jsou charakteristické pro mutaci
v ARP2/3 komplexu. arpc3/arpc5 rostliny vykazuji ptekvapivy fenotyp blizky WT, ackoliv
arpc5 rostliny vykazuji silny mutantni fenotyp zkroucenych trichomu. arpc3/arpc5 rostliny
vykazuji déale zvySeny pocet Ctyfikrat vétvenych trichomt. Tento vysledek byl shodné

pozorovan na dalSich cca 30 rostlinach.

WT Obrazek 4: Fotografie trichomtl. Vechny
vyfocené listy jsou zrostlin péstovanych
ex vitro na raSelinovych kolaccich pfti
fotoperiodé 16/8 a 23°C. Paté maturované
listy byly projasnény a pozorovany pod
binolupou (Nikon C-0) pod zvétSenim
45x, vybavené fotoaparatem Nikon D
3200.
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8.2.4 Cirkularita pokozkovych bunék pravych listit — obtisky

Dalsim charakteristickym projevem mutace v genech ARP2/3 komplexu, ktery se
projevuje na listech, je zménény proces tvorby lalokli pokozkovych bunék (Li et al., 2003,
Mathur et al., 2003, El-Assall et al, 2004). V této praci defekty v tvorbé lalokti bun¢k
vyjadiuje veli¢ina zvana cirkularita. Cirkularita je bezrozmérna veli¢ina vyjadfujici tvar na
zékladé porovnani obvodu a plochy objektu. Zakladni je &islo 1, které je pfifazeno
dokonalému kruhu. S nartstajici komplexitou tvaru hodnota cirkularity klesa. V ptipadé
pokozkovych bun¢k pak hodnoty blize 1 charakterizuji bunku, kterd vytvari spiSe mélké
laloky.

Doposud publikované prace dokumentujici snizenou tvorbu lalokli pokozkovych
bun€k u rostlin postradajicich jednu z podjednotek ARP2/3 komplexu pomoci méfeni
cirkularity se bez vyhrad zabyvaly déloznimi listy. S cilem zjistit, zda tento projev mutace
Ize identifikovat i na pravych listech, byly pofizeny obtisky a nasledné negativni otisky
maturované¢ho patého pravého listu rostlin WT, arp2, arpc5 a arp2/arpc5 (Obrazek 4).
Fotografie obtiskii byly poslany pani profesorce Dorot¢ Kwiatkowské na analyzu
cirkularity. Analyza prokazala (Graf 5), ze u maturovanych pravych listd A.t. neni
detekovatelné Zadné signifikantni zvySeni cirkularity pokoZkovych bunék u mutovanych
rostlin ve srovnani s WT. Jediny piekvapivy vysledek je snizeni cirkularity u rostlin
nesoucich mutaci v genu pro podjednotku arp2, mize to byt zpisobeno nejniz§im poctem

metfenych pokozkovych bunék arp2 mutanntich rostlin.

Obrazek 4: Zjistovani cirkularity pokoZkovych bunék pravych lista WT rostlin a rostlin
mutovanych v podjednotce arpc5 . Barevna stupnice vyjadfuje miru cirkularity bunék. Modra barva
znaci nejméné cirkularni bunky, ¢ervena zase buiky, které jsou nejvice cikularni a tedy se nejvice
blizi tvaru kruhu. K obrazku meéfeni cirkularity je pfilozena fotografie obtisku déloznich bunék
(zvétseni 100x), ze které byl vytvofen. Rostliny rostly in vivo na jiffech pfi fotoperiodé 16/8 a pii
23°C.
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Cirkularita pokozkovych bunék pravych lista
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Graf 5: Analyza cirkularity pokoZkovych bunék pravych listd (paty maturovany list). Rostliny
rostly in vivo na jiffech pti fotoperiodé 16/8 a pii 23°C. Chybové tGsecky na zakladé Kruskal-
Wallis stats; p=0.05. Znageni (*) znamena, Ze pravdépodobnost ziskaného vysledku je mezi 5% a
001%.

8.2.5 Cirkularita pokozkovych bunék deloznich listii — FM4-64

Vzhledem K odlisnému charakteru pravého listu rostlin kultivovanych ex vitro
a dé€lozniho listu rostlin kultivovanych in vitro bylo nemozné pouzit pro hodnoceni tvaru
pokozkovych bun¢k déloznich listh metodu obtiski. Pouzita byla tedy metoda
fluorescenéniho znaceni plazmatické membrany pokoZkovych bunék pomoci barviva FM4-
64. Obarvené listy byly pozorovany pod konfokdlnim mikroskopem a cirkularita byla
hodnocena pomoci programu ImagelJ. Hodnoceny byly rostliny WT, arpc5, arpc4, arp2
a dvojité mutanty arp2/arpc5 a arp2/arpc4 (Graf 6). Vysledky prokazaly, Ze vSechny
mutantni rostliny vykazuji zvétSenou hodnotu cirkularity, coZ znamena, Ze maji méné
lalo¢naté pokozkové buniky. Cirkularita se neliSila u rostlin mutovanych v jedné, nebo dvou
podjednotkach ARP2/3 komplexu (Graf 6).

Kromeé cirkularity byla hodnocena i plocha pokozkovych bunék (Graf 7). Rostliny arp?2

a arpc4 mely zretelné vétsi plochy pokozkovych bunck. Plocha pokozkovych bunék
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dvojitych homozygotl se opét prekvapivé blizila vice hodnotdm WT rostlin, nez plochdm
bun¢k jednotlivych homozygotd. VSechny mutantni rostliny nicméné shodné vykazovaly
zvétSenou plochu pokozkovych bunék déloznich listt (Graf 7).

Lze tedy shrnout, Ze pokozkové buiikky maturovanych déloznich list mutantnich rostlin
vykazovaly mensi cirkularitu, coz je ve shod¢ s publikovanymi daty, a také vétsi plochu
bun¢k. Naopak tento fenotyp neni detekovatelny na pravych listech, kde se cirkularity

vSech linii neliSily od WT.

Cirkularita pokozkovych bunék déloznich listt
0,42 * % *5k * %
* *
0,39
0,36
0,33
0,3
0,27
£ 0,24
S 021
=
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0,06
0,03
0 T T T T
wrt arpcd arpcs arp2 arp2/c5 arp2/c4

Graf 6: Graf vyjadiuje cirkularitu pokozkovych bunék déloznich listi. Rostliny rostly na
poloviénim MS médiu in vitro pii fotoperiodé 16/8 a pii 23°C. Pro ovéfeni vysledki byl
proveden t-test - znaceni (*) znamena, Ze pravdépodobnost ziskaného vysledku je mezi 5% a
001%, (**) znamena, Ze pravdépodobnost vysledku je mensi nez 0,01%). Chybové usecky
piedstavuji smérodatné odchylky.
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Plocha pokozkovych bunék déloznich lista
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Graf 7: Graf vyjadiuje plochu pokozkovych bunek déloznich listil. Rostliny rostly na poloviénim
MS médiu in vitro pfi fotoperiodé 16/8 a pii 23°C. Chybové useCky predstavuji smérodatné
odchylky.

-kofen
8.2.6 Délka korene rostlin in vitro a zavislost na slozeni média

Dalsim fenotypem rostlin A. thaliana nesoucich mutaci v genu pro arp2 a arp3
podjednotku ARP2/3 komplexu byla zkracena délka hlavniho kotfene pfi ristu na médiu bez
sachar6zy. Kofeny mutantnich rostlin také hife pronikaly do média se zvySenou
koncentraci agaru (Dyachok et al., 2008).

Experiment, kde byl meéfen hlavni kofen rostlin mutantnich v podjednotkéich
ARP2/3 komplexu, byl proveden s MS médiem, béZné pouzivanym na naSem pracovisti
(graf 7 - medium A). Experiment byl zopakovan tiikrat a vSechny méfené mutantni rostliny
- arp2, arpc4, arpcb a arp2/arpc4, arp2/arpc5 mély vzdy delsi hlavni koten, nez mély WT
rostliny. Tento vysledek, ktery je v rozporu s vysledky Dyachok a jeji skupiny (2008) byl
zpusoben tim, ze vmédiu byla pfitomna sachar6za. Pokud médium sacharozu
neobsahovalo (graf 8 - medium B), kofeny mutantnich rostlin byly vzdy krats$i nez kotfeny

WT rostlin. Rostliny nesouci mutaci ve dvou genech pro podjednotky ARP2/3 komplexu
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opét nevykazovaly relevantné zménéné chovéani ve srovnani s rostlinami mutovanymi

v jednom genu pro podjednotku ARP2/3 komplexu.

Graf 8: Graf vyjadiuje

Délka korene A.t. st At na dvou
druzich média:
médium A médium B — Medium A obsahovalo:

1/2MS soli 2, 2 g, sach.
10 g, agar 12 g.
Medium B: 1/2 MS
soli, agar 8 g. Rostliny
rostly pfi fotoperiodé
16/8 a pifi  23°C.
Chyboveé usecky
predstavuji smérodatné
odchylky.
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8.2.7 Zmeny v gravitropické reakci korene

Po porovnani délek hlavnich kofend A. thalina mutovanych v genech
pro podjednotky ARP2/3 komplexu byl ovéfen i dal§i fenotyp, popsany na kofenech
mutantnich rostlin. Rostliny nesouci mutaci v genu pro podjednotku ARP3 vykazovaly
zvySenou odpoveéd’ kofene na gravitropicky stimul ve tmé - kofeny se ohybaly v ostiejSim
uhlu (Reboulet et al., 2009).

Pokus, kde se sledovala odpovéd’ kotene na gravitropicky stimul byl proveden se
vSemi dostupnymi mutantnimi rostlinami v podjednotkach ARP2/3 komplexu. Jak
znazoriiuje graf 9, vSechny mutantni rostliny reagovaly na gravitropicky stimul tim, ze ve

srovnani s WT rostlinami mély ohnuty hlavni kofen v ostiejSim uhlu (Obrazek 5).
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Gravitropicka reakce korene

thel ohnuti (stupné)

)

)
&Q"'\g
¢

¢
th,\
¢

\&¢

v > o 0 %] & %)
S G A A A & @
0

Y
& @ & Q@\ Qc?'\

DA

Graf 9: Graf vyjadfuje odpovédi kofene mutantnich rostlin na gravitropicky stimul. Kofeny vsech
mutantnich rostlin se ohybaly v ostfejSim uhlu, nez kofeny WT. Rostliny byly kultivovany pii
fotoperiodé 16/8 a pti 23°C. Po 4 dnech ristu rostlin byly misky umistény do tmy na 12 hodin a otoceny
0 90°. Vsechny rostliny vtomto grafu jsou na pozadi A. t. Columbia, pouze rostliny mutantni
v podjednotce ARPC2A jsou na pozadi Lansberg erecta. Chybové tsecky predstavuji smérodatné
odchylky.

Obrazek 5: Gravitropicka

reakce kofent A
thaliana. Rostliny byly
kultivovany pri

fotoperiodé 16/8 a pfi
23°C. Po 4 dnech ristu
rostlin ~ byly  misky
umistény do tmy na 12
hodin a otoeny o 90°.
Na horni fotografii jsou
WT rostliny a pod nimi
mutantni rostliny arpc4.
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8.3 Projev mutace na urovni bunék

V rostlinach, které nesou mutaci v genech ARP2/3 komplexu byly pozorovany
a popsany 1 fenotypy, které se tykaji samotného uspotradani organel ¢i dalSich struktur
v jednotlivych bunkéch. Jednim ze zakladnich fenotypti jsou popsané kratsi, neorientované
svazky mikrofilament a zvySena tvorba svazkii mikrofilament v trichomech a pokozkovych
bunkach mutantnich rostlin. V rostlinach mutovanych v genech pro podjednotky arp3
a arpc2 byly nalezeny vakuoly, které vyplinovaly zacatky vétveni trichomu a Vv rostlinach
s mutovanym genem pro podjednotku arp2 a arp3 byla popsana naruSena faze vakuol
v trichomech (Mathur et al., 2003, El-Assall et al., 2004).

8.3.1 Fragmentace vakuolarniho systému

V této praci je popsan fenotyp fragmentace vakuolarniho systému, kdy se
Vv pokozkovych builkidch kromé jedné velké centrdlni vakuoly tvoii pii okrajich bun¢k
1 vétsi mnozstvi malych blize nespecifikovanych vacki, pravdépodobné nesfizovanych
minivakuol (Obrazek 6). Tento fenotyp, ktery pro pokozkové buiiky déloznich listi A.t.
jesté nebyl popsan, vykazuji vSechny rostliny nesouci mutaci pro geny téchto podjednotek:
arp2, arp3, arpc2a (ler), arpc2b, arpc3, arpc4, arpch, arp2/arpc5, arp2/arpcé4, arp2/arpc3,
arpc3/arpc4, arpc3/arpch, arpcd/arpcs. Nejvyraznéjsi fenotyp byl pozorovan pro mutantni
rostliny arpc5 a dvojité mutanty arp2/arpc5 a nejméné byl viditelny v rostlinach

mutovanych v genu pro podjednotku arpc2b.

51



arpcd

arp2/arpcs

Obrazek 6: Na obrazku jsou pokozkové
buiky WT, arpch, arp2/arpch, arpc2b a
arpc3. Bunky byly oznaceny barvou FM4-
64, ktera znaci vakuolarni membrany.
Rostliny rostly na polovi¢nim MS médiu in
vitro pii fotoperiodé¢ 16/8 a pii 23°C. U
fotografii je uvedeno méfitko — 10 pm.
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8.3.2 Pocet a svazkovani aktinovych viaken

O mutantnich rostlinach, arp3, arpc2, arpc4 a arpcS je publikovano, ze vykazuji
mutantni fenotyp v organizaci aktinové sit¢ (Mathur at al., 2003, El-Assall et al, 2004,
Kotchoni et al., 2009). Charakteristicky se jedna o tvorbu kratSich, neorientovanych svazku
mikrofilament a zvySenou tvorbu svazkii mikrofilament v bunikach. Pro ovéfeni tohoto
fenotypu v této praci byla vybrana jako zastupce rostlina arpc4/arpcb nesouci mutaci ve
dvou genech ARP2/3 komplexu. Na konfokalnim mikroskopu byly pozorovany pokozkové
bunky maturovanych déloznich listi rostlin péstovanych in vitro. Aktinovy cytoskelet byl
znacen prikiizenym markerem GFP-fimbrinem (Obrazek 7 a obrazek 8).

U rostlin, které nesou mutaci arpc4/arpc5 byla zmétena plocha aktinovych filament
v burikach a jejich svazkovani. Jak je vidét v grafu 10 a 11, aktinova vlakna tvofi vice
svazkll a je jich v bunice vétsi mnozstvi. Vysledky z grafti se vSak po provedeni t-testu
ukéazaly jako nesignifikantni. Tento experiment tedy nedokédzal projev této mutace

u dvojitych mutantnich rostlin.

Obrazek 7: Obrazek z konfokalniho mikroskopu Obrazek 8: Obrazek z konfokalniho mikroskopu

znazoriuje aktinovy cytoskelet v pokozkovych znazornuje aktinovy cytoskelet v pokozkovych
buitkach WT exprimujicich GFP—fimbrin. buitkach arpcd/arpcd exprimujicich GFP—
fimbrin.
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Graf 10: Graf vyjadiuje svazkovani aktinovych
filament v pokozkovych bunkich A. t.
Kvantifikace pomoci programu p Fiji. Rostliny
rostly na poloviénim MS médiu in vitro pfi
fotoperiodé 16/8 a pii 23°C. Znacka (NS) znaci,
vysledek byl po t-stestu
nesignifikantni, ¢ili jeho
pravdépodobnosti byla vétsi nez 5%. Chybové
usecky predstavuji smérodatné odchylky.

ze provedeni

ze mira

Graf 11: Graf vyjadiuje plochu aktinovych
filament v pokozkovych buikich A. t.
Kvantifikace pomoci programu p Fiji. Rostliny
rostly na poloviénim MS médiu in vitro pfi
fotoperiodé 16/8 a pii 23°C. Znacka (NS) znaci,
vysledek byl po provedeni t-Stestu
nesignifikantni, ¢ili mira  jeho
pravdépodobnosti byla vétsi nez 5%. Chybové
useCky predstavuji smérodatné odchylky.

ze
ze

8.4 Porovnani genové exprese podjednotek — in silico analyza
8.4.1 Genevestigator — rozdilnd genova exprese podjednotek

Pfi porovnavani genové exprese podjednotek byla pouzita data ziskana z databaze
Genevestigator. Tato data byla vyuzita (obrazek 9) pro zjisténi, v jakych pletivech rostlin
A. thaliana a s jakou intenzitou se podjednotky ARP2/3 komplexu piepisuji.

Dalsimi otazkami bylo:

1) Koreluje piepis podjednotek komplexu mezi samotnymi podjednotkami?

2) Je vrostling A. thaliana pletivo, ve kterém jsou podjednotky ARP2/3 komplexu
prepisovany specificky a kde by se tedy s nejvétsi pravdépodobnosti projevila
ztrata funkcnosti komplexu nejvice?

Korelace piepisu jednotlivych podjednotek ARP2/3 komplexu je podle dat
z databdze Genevestigator slaba (obrazek 9). To dokumentuje i1 dal$i experiment, kdy pro
kazdou podjednotku bylo vyhleddano 50 geni s co nejpodobnéjsi expresi. V seznamu 50

nejpodobnéji exprimovanych gent nebyla nalezena dalsi podjednotka komplexu.
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Nejvice prepisovanym genem je ARPC5, dale v sestupném poradi ARP3, ARPC1lab,
ARPC2a, ARP2 a nejméné se prepisuje ARPC3 (data dostupnd v Priloze 1 -
Genevestigator exprese)’. Data pro podjednotky ARPC2b a ARPC4 databaze neobsahuje.

Exprese podjednotek pfili§ nekoreluje ani v pletivech, ve kterych jsou jednotlivé
podjednotky exprimovany v nejvétsi mitfe. V tabulce 11 je uvedeno vzdy prvnich pét pletiv
snejvyssi mirou exprese vybranych podjednotek. VSechny analyzované geny vyjma
ARPC5 jsou ve vysoké mife exprimovany v kofenovém xylému. ARPC3 se obecné
prepisuje v pletivech ve srovnani s ostatnimi podjednotkami ARP2/3 komplexu velmi
malo, zato je ale velmi specificky a jako jedina z podjednotek ve zvySené mife piepisovana
v pylu a v rostouci pylové lacce. Naproti tomu ARPClab je ve zvySené mife pfepisovan pii
mikrogametogenezi. Jako specifikum genu ARPC5 lze uvést zvySenou expresi pii stresové

zatézi rostliny a to hlavné pti hypoxii, anoxii a oxidativnich stresech.

Gen pletivo s nejvyssi expresi gen pletivo s nejvyssi expresi
ARP2 spermaticka buika ARPC2a listové primordium
protofloém kotenti protoplast kotfenovych vlaski
floém koient - protoplast meristematicka zona
xylém kotenti - protoplast kotenovy kortex
listovy protoplast floém kotent - protoplast
ARP3 xylém kotent - protoplast ARPC3 Pyl
spermaticka burnka xylém kotent - protoplast
pokozka kotene protoplast kotenovych vlaskt
protoplast kofenovych vlaskd svéraci bunky
protoplast kotfenové Cepicky listovy protoplast
ARPClab | xylém kofenti - protoplast ARPC5 Replum
nody z6na opadu
kultura ze semenackt elongacni a maturaéni zéna
vzrostny vrchol listovy protoplast
svéraci bunky xylém

Tabulka 11: Tabulka s prvnimi péti vypsanym pletivy, které maji nejvyssi miru exprese v
uvedenych geni kodujici podjednotky ARP2/3 komplexu. Tabulka byla vytvoiena pouze
na zakladé dat z Genevestigatoru.

! Veskeré prilohy, na které prace odkazuje, jsou ulozeny na CD, které se nachézi na zadnich deskach préce. Je
zde ulozena i celé prace ve formatu pdf.
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Obrazek 9: Obrazek z databaze Genevestigatoru, kde je v podobé barevnych bodi vyznaena mira
exprese jednotlivych podjednotek ARP2/3 komplexu. Piislu$nd barva k oznaCeni podjednotek je
uvedena nad obrazkem. V obrazku je uveden pouze vybér ze vSech pletiv Arabidopsis thaliana v
databazi. Spolehlivost dat stoupa se stoupajicim poctem opakovani experimentu (sloupec ¢isel vpravo).

Data pro geny podjednotek ARPC2b a ARPC4 databaze Genevestigator neobsahuje.
Publikované vysledky ale dovoluji srovnat i expresi téchto podjednotek v pletivech
A. thaliana spolu s ostatnimi podjednotkami ARP2/3 komplexu (obr. 9). Podjednotka
ARPC4 se prepisuje v déloZnich listech, semenaccich, kotenech, hypokotylech, stoncich
a nejvice v kvétenstvi. Specificky, 1 kdyz v malé mife se s podjednotkami ARPC3 a ARPC5
prepisuje ve stonku. Zajimavou informaci je, Zze vykazuje nejniz8i expresi v listech.
V listech se nejvice ptepisuji podjednotky ARP2, ARP3 a ARPCL1. V kotfenech se nejvice
piepisuji pravé podjednotky ARPC4 a ARPCS5 (Li et al., 2003). Podjednotky ARPC2a
a ARPC2b jsou prepisovany ve zvySené mife v kvétenstvi. (Li et al., 2003, El-Assall et al.,
2004).

Na obrazku 10 je graficky znazornéna exprese gend podjednotek ARP2/3
komplexu v jednotlivych vyvojovych stadiich rostliny. Exprese ARP2, ARP3, ARPC1lab,
ARPC2a, ARPC3 a ARPC5 na obrazku 9 vykazuje v tomto sméru podobny trend. Za
jediny vykyv v expresi ve srovnani s ostatnimi podjednotkami se d4 povaZovat zvySena
mira exprese podjednotky ARPCS5 vV poslednim stadiu, kterym je senescence rostliny.
Zaroven ale pro tuto fazi vyvoje rostliny bylo provedeno nejméné experimentt, se kterymi
databaze pracuje (18), proto lze povaZzovat spolehlivost tohoto vysledku za nizkou.

K nejvétsi shodé prepisu podjednotek dochazi u Arabidopsis thaliana ve vyvojovém stadiu
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semendcku (2208 opakovani experimentu). Pro spravné vyhodnoceni miry shodnosti
exprese ve vyvojovych stadiich rostliny A. thaliana, byla data srovnana s daty miry exprese
gent podjednotek vybranych komplext. K porovnani byl vybran komplex TOM a Lhc
komplex. Jednotlivé podjednotky téchto komplexti mély rozdilnou expresi a v riiznych
vyvojovych stadiich rostliny se jejich exprese ménila. Ke zméné exprese podjednotek Lhc
komplexu v zavislosti na mife fotosyntézy v uréitém vyvojovém stadiu rostliny (napiiklad

kli¢ici semeno) se piihlizelo (data dostupna v Piiloze 2 — Genevestigator vyvojova stadia).

li ARP2 ARPC1AB . ARP3 . ARPC3

@ A13627000 @ ATIG13180 @) AT2G30910, AT1G30825 @ AT1G60430 Obrazek 10: 'V tomto
AT4GOD1710 obrazku je znazornéna

__ exprese  podjednotek
13 ARP2/3 komplexu
125 - V riznych vyvojovych

12 A T stadiich rostliny. Tato
- T - L 1 stadia  jsou:  kliGici

=IQR)

154 = 5 s aE 4 semeno, semenacek,
mlada rozeta, vyvinuta
rozeta, nasazovani na

MEDIUM (

=)

kvét, rostlina
zacinajici kvést,
kvetouci, v pozdni fazi
85 1 kveteni, dozravani

g - SeSuli, senescence
rostliny. Ptislusna
barva k  oznaleni
podjednotek je
uvedena nad
obrazkem.

LOW
-
3]

Level of expression (signal intensity on 22k array)

Stage of development ? o e, “A y n‘ -‘/ /'

8.4.2 Genevestigator - klastrovani podjednotek
Pti pouziti nastroje, ktery umoziiuje v databazi Genevestigator testovat, zda soubor
zadanych gent spolu na zaklad¢ jejich exprese koreluje, bylo odhaleno, ze ARP3, ARPC5

a ARPClab tvori shluky gent, které maji podobny expresni projev. Ostatni zadané

57



podjednotky komplexu podle dat neklastruji (obrazek 11). Pro potvrzeni klastrovani gent
byly jejich systematické nazvy zadany do databaze spolu s dal§imi ndhodné vybranymi
dvaceti geny a opét byla zjiStovana mira korelace jejich exprese. VSechny Ctyfi geny
(databaze nerozliSuje mezi ARPCla a ARPC1b) pro podjednotky ARP2/3 komplexu spolu
opakované klastrovaly (data dostupna v Pfiloze 3 — Genevestigator klastrovani). Geny
ARP3, ARPC5 a ARPClab maji tedy na zékladé¢ této analyzy podobnou expresi. Jako dalsi

krok byla analyzovana promotorova oblast téchto gend.

sggces Obrazek 11:
aaaaaa Klastrovani
podjednotek ARP3,
ARPC5 a
ARPClab. Jejich
systematické nazvy:
ARP3-
AT1G13180,
ARPC5
AT4G01710 a pro
Arabidopsis thaliana (74) # of samples ARPC1lab

1l 52
protopast — 2 AT2G30910.

suspensor 1 2

AT3GZ
AT1G6I
AT1G3
AT2G3
AT4G0
AT1G1

testa ’—. 4
nerinheral endospem — & — 10

8.4.34nalyza promotorové oblasti genii - AtcisDB

Pro analyzu promotorovych oblasti genti pro podjednotky ARP3, ARPC5
a ARPClab byla pouzita Arabidopsis cis-regulatory element databaze (AtcisDB -
http://arabidopsis.med.ohio-state.edu/AtcisDB/). V databazi byly k dispozici predikované
vazebné motivy transkripénich faktort regulujicich ptepis genu, které se nachdzeji v jeho
promotorové oblasti. Tyto motivy byly porovnany mezi jednotlivymi podjednotkami
ARP2/3 komplexu a dal§$imi 16 ndhodné¢ vybranymi geny. Na zdkladé¢ zminéného
porovnavani se zjistilo, ze vazebné elementy spolecné a specifické pro klastrujici
podjednotky ARP2/3 komplexu maji jeden spole¢ny rys a tim je pfitomnost elementil se
vztahem ke kveteni (data dostupna v Priloze 4 — AtcisDB vazebné motivy).

Obdobnou analyzou vazebnych motivil vSech genii podjednotek ARP2/3 komplexu

v databazi (ARP2, ARP3, ARPC1, ARPC2, ARPC3 a ARPCS) bylo prokazano, ze vSechny
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geny kodujici analyzované podjednotky maji mista pro vazbu faktori reagulovanych
auxinem, mista pro vazbu faktorii reagujicich na environmentalni stres a vazebné motivy
jako svétlem regulované geny.

Na zakladé analyzy promotorovych oblasti geni podjednotek ARP2/3 komplexu
byla detailné prozkoumana stavba kvétu u vSech dostupnych mutantnich rostlin v ARP2/3
komplexu, nebyla ale nalezena zadnd odchylka od stavby kvétu WT rostlin. Pfi spolecné
kultivaci vsech rostlin se ale ukazal jiny, do této doby neznamy fenotyp spole¢ny vSem
rostlinAm mutovanym v genech ARP2/3 komplexu (arp2, arp3, arpc2a (ler), arpc2b,
arpc3, arpc4, arpch, arp2/arpch, arp2/arpcd, arp2/arpc3, arpc3/arpc4, arpc3/arpch,

arpc4/arpch). Mutantni rostliny mély shodné opozdéné kveteni.
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9 Diskuse
9.1 Fenotypovy projev jednoduchych mutantnich linii

Studium rostlinnych podjednotek ARP2/3 komplexu je zajimavé faktem, Ze ne
vSechny mutace v genech pro podjednotky zplsobuji charakteristicky fenotyp. Pro geny
podjednotek ARPC3 a ARPC1 neni zndm zadny projev mutace. Nejpravdépodobnéjsim
divodem, pro¢ arpcl rostliny nevykazuji typicky distorted fenotyp, je skute¢nost, ze gen
ARPC1 je v rostliné ve dvou kopiich. Geny jsou oznacené jako ARPC1A a ARPC1B (Li et
al., 2003). Vzajemna redundance obou gend a jejich blizka pfitomnost na chromozému
neumoznuje ziskat mutanta s danym fenotypem ani dvojitého mutanta v obou genech
pomoci kiizeni. Tento problém lze v budoucnu napiiklad vyfteSit pouzitim technologie
RNAIi. Divod neexistence charakteristického fenotypu pro rostlinu arpc3 byl dosud
ptipisovan lokalizaci ARPC3 na kraji komplexu a tudiz relativni nedtlezitosti ve stavbé
ARP2/3 komplexu. U zZivociSnych bunék tato podjednotka hraje roli hlavné ve stabilizaci
komplexu (Rouiller et al., 2008). Z vysledkt popisovanych v této praci je ale patrné, Ze tato
podjednotka vykazuje specificky mutantni fenotyp, a navic pravdépodobné hraje roli
v regulaci ARP2/3 komplexu (viz kapitola 8.2.3).

Genom Arabidopsis thaliana obsahuje dva geny pro podjednotku ARPC2 -
ARPC2A a ARPC2B (Li, et al., 2003). Zatimco mutace v genu ARPC2A vykazuje
charakteristicky mutantni fenotyp, mutace genu ARPC2B tento fenotyp nevykazuje.
Duvodem je ziejmé fakt, ze gen ARPC2B je v rostling piepisovan v daleko mens$i mife nez
gen ARPC2A (El-Assall et al., 2004). V této praci byla analyzovana linie arpc2b, protoze -
arpc2a nebyla v nasi laboratofi na zacatku prace k dispozici. Linie arpc2a (distorted 2-1;
El-Assall et al., 2004) byla pouzita pii pozdé&jSich experimentech, na rozdil od vsech
ostatnich analyzovanych linii jde ov§em o linii na pozadi Lansberg erecta.

arpc2b a arpc3 rostliny podle publikovanych vysledkti nevykazuji zadny mutantni
fenotyp charakteristicky pro mutaci v ARP2/3 komplexu (napftiklad zkroucené trichomy),
(Li et al., 2003). Jak je ale patrné z vysledku této prace, rostliny mutantni v genech pro tyto
podjednotky vykazuji shodny fenotyp, jako rostliny mutované v genech pro ostatni
podjednotky ARP2/3 komplexu vreakci na gravitropicky stimul a ve fragmentaci

vakuolarniho systému. Mutace v genu arpc3 vykazuje silngj$i reakci na gravitropické
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pusobeni i miru fragmentace vakuolarniho kompartmentu buniky nez mutace v podjednotce
arpc2b. Podjednotka ARPC3 ma také pravdépodobné specifickou funkci v ramci
komplexu, jak vyplyva z vysledki zménéného projevu mutace trichoml u mutantni rostliny
arpc3/arpch. Z analyzy dat z databaze Genevestigatoru také vyplyva dalsi specifita ARPC3
podjednotky a tou je vysoka a hlavné specifickd exprese podjednotky v pylu a v rostouci
pylové lacce.

Pokud se porovnaji vysledky vSech experimentti napti¢ celou praci, kde se daji
porovnat fenotypy mutantnich rostlin v jednotlivych podjednotkach ARP2/3 komplexu, 1ze
usuzovat, ze ne vSechny podjednotky maji v ARP2/3 komplexu stejnocennou ulohu. Je také
mozné, ze ARP2/3 komplex funguje rizné v riznych bunkach (naptiklad rizné sestaveni
podjednotek). Nebyla napiiklad detekovana existence zkroucenych trichomu u arpc3, ale
naopak byla odhalena ristova reakce kofenii a piitomnost fragmentovanych vakuol

u tohoto mutanta, spole¢ny znak v§ech mutantnich linii.

9.2 Cirkularita pokozkovych bunék

Prvni experimenty méfeni cirkularity pokoZzkovych bunék WT a mutantnich rostlin
byly provedeny na pravych listech rostlin rostoucich ex vitro (metoda obtiski, spoluprace
s prof. D. Kwiatkowskou). Vysledky vsak nepotvrdily signifikantni zménu v cirkularité
u rostlin arp2, arpc5 ani dvojitého homozygota arp2/arpc5 oproti WT. Protoze vSechny
publikované vysledky se zabyvaly pouze déloznimi listy (Li et al., 2003, Le et al., 2003,
Mathur at al., 2003, El-Assall et al, 2004), byla vSechna dalsi prace s listy mutantnich
rostlin zaméfena na d€lozni listy. V pribéhu prace jsem pied samotnym méfenim provedla
mapovani doby, ktera je nutna pro plné vyvinuti déloznich listd rostlin rostoucich ex vitro
I in vitro, protoze mé experimenty jasn¢ naznacily, Ze méfeni a porovnavani cirkularit na
nevyvinutych, tedy stale rostoucich déloznich listech, neni mozné pro ucely porovnavani
mezi mutantnimi liniemi a WT. M4 méfeni ukazala, Ze d€lozni listy dosdhnou své konecné
velikosti za 14 dni rustu in vitro, a vSechna méfeni byla nadale provadéna pouze u 14-ti
dennich a star§ich rostlin, kde se velikost dé€loZzniho listu jiz dale neménila. Méteni
cirkularity na 14-ti dennich d€loznich listech (metoda znaceni FM4-64) prokazala, ze
cirkularita pokozkovych bunck se skute¢né¢ zvySuje u mutantnich linii oproti WT -

testovany byly arp2, arpcé4, arpch, arp2/arpch a arp2/arpc4 linie. Experimenty prokazaly,
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ze hodnoty cirkularity jsou shodné zvysSené u jednoduchych i dvojitych mutantii. Dvojita
mutace tedy neprohlubuje tento fenotypovy projev.

Krom¢ cirkularity byla méfena i plocha bunék listu. Tato méfeni ovSem prokazala,
ze jednoduché ani dvojité mutantni linie nejsou stejnocenné. Plocha bunék byla vyssi
v porovnani s plochou WT bunék u vsech testovanych linii, avSak projev byl nejvyssi
u arpcb a arp2 rostlin. Hodnoty arpc4 a dvojitych mutantti se blizily hodnotam WT.
Jednim z vysvétleni zvétSené plochy pokozkovych bunék mize byt napiiklad skutecnost, ze
mutantni rostlina nedokdze s poskozenou nukleaci aktinového cytoskeletu plné fidit
a smérovat rust bunck, coz v rostliné sice vede ke zvySenému, ale méné¢ smérovanému
(mén¢ polarnimu) rastu bunék. Mizeme pak predpokladat, ze dé€lozni listy tvofi vétsi, ale
méné bunék (plochy déloznich listh se vyznamné neliSily mezi WT a mutanty). Fenotyp
zvétsené plochy pokozkovych bunék u ARP2/3 mutant nebyl doposud popsan.

Velmi zajimavy je ovSem fakt, Ze dvojité mutantni linie vykazovaly vzdy fenotyp
blize WT nez jednoduché linie (tyka se to predevsim arpc5 linie, kterd vykazovala nejveétsi
plochu bungk, avSak hodnoty plochy bunék dvojité linie arp2/arpc5 se blizi spise WT.
Muze to byt naptiklad proto, Ze pokud v bufice chybi pouze jedna a to nejmensi
podjednotka ARP2/3 komplexu (ARPCS5), komplex se muiZze v buiice zformovat, navazat na
aktinova vlakna, ale jiz nemize efektivné nukleovat vlakna nové. Vldkna s navazanymi
nefunkénimi komplexy pak mohou byt v buiice hlife destabilizovéna, tvofit neorientované
svazky aktinovych vldken a zplisobovat pozorovany mutantni projev. Naproti tomu pokud
chybi ARP2/3 komplexu hned dvé podjednotky - ARP2 a ARPC5 (ARP2 podjednotka je
nejvetsi, dilezitd podjednotka pro nukleaci vlakna), komplex se neformuje vitbec. Pouha
nepiitomnost jednoho ze dvou aktinovych nukleator pak mize byt pro buiiku mensi zatézi,
neZ polofunkéni ,,shluk Sesti proteini“ navazany na aktinovych vldknech a mutantni
fenotyp se projevi slabéji.

Obecné Ize shrnout, ze fenotyp zvySené cirkularity pokozkovych bunék 1ze skutecné
detekovat pouze na dé€loznich listech, fenotyp se na pravych listech ztraci. Délozni listy se
vyvijeji a rostou pomérné rychle, coz by mohlo byt jedno z vysvétleni, pro¢ vidime fenotyp
v déloznich listech a jiZ ne na pravych listech, kde jiZz je riist pomalejsi a rostlina mlze
zapojit dalsi nukleatory aktinu (naptiklad forminy) a kompenzovat mutaci. Jediny fenotyp,

ktery byl zatim detekovan na pravych listech, je fenotyp zkroucenych nevétvenych
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trichomi. Méfeni dale prokazala, ze arpc5 linie vykazuje z testovanych linii nejhlubsi
fenotyp (cirkularita a plocha pokozkovych buné€k, velikost délozniho listu). Dvojité

mutantni linie prohloubeny fenotyp nevykazuji.

9.3 Charakteristicky projev zkroucenych trichomii

Fenotyp zkroucenych nevétvenych trichomi je charakteristickym projevem mutace
v genu kodujicim podjednotky ARP2/3 nebo aktivatory komplexu. V této praci byl
s vyjimkou linie arp3, arpc2b a arpc3 potvrzen tento fenotyp pro vSechny testované linie.
Duvod neexistence charakteristického fenotypu pro rostlinu mutantni v podjednotce arpc3
je pripisovan jeji lokalizaci na kraji komplexu a tudiz relativni nedutlezitosti. Geny pro
podjednotku ARPC2 jsou v A. thaliana dva — ARPC2a a ARPC2b. Gen ARPC2b je
v rostlin¢ prepisovan v daleko men$i mife nez gen ARPC2a, a pravdépodobné proto
mutantni rostlina arpc2b nevykazuje fenotyp zkroucenych trichomd, funk¢ni podjednotka
ARPC2a mutaci kompenzuje. Zatimco vysledek neptitomnosti fenotypu u arpc2b a arpc3
je vsouladu s literaturou, piekvapenim je neptitomnost fenotypu u linie arp3. Mutace
v genu kodujicicm ARP3 ma podle literatury v A. thaliana jasny distorted fenotyp (Lia et
al., 2003, Le et al., 2003, Mathur et al., 2003). Li et al (2003) napiiklad uvadi, ze defekt
V rozvétveni trichomd je u rostlin identicky pii mutaci v genech arp2, arp3 a arpc5. Jako
pravdépodobné vysvétleni se prozatim jevi to, Ze linie vyuZivand v této praci neni linie kde
je protein ARP3 skute¢né nefunkéni. Pro ovéfeni tohoto faktu bude tfeba testovat, zda
protein v této linii vznika a samoziejmé porovnat tuto linii s dal$imi liniemi s T-DNA
inzerci v genu ARP3, které jsou k dispozici v databazi NASC.

Mutantni vzhled trichomii byl u vicenasobnych mutantnich rostlin detekovan v
nezménéné formée a sile. Takto byly testovany linie arp2/arpch, arp2/arpcéd, arp2/arpc3,
arpc3/arpcd a arpcé/arpc5. Velmi zajimavy vysledek ovSem pfinesla analyza rostlin
arpc3/arch. Projev dvojitého mutanta naznacil, ze fenotyp zkroucenych trichomu, jasné
detekovatelny v linii arpc5, byl ,,zachranén* v rostlinach, které nesly zarovenn mutaci
v genu arpc3 (kterd vSak v jednoduché linii fenotyp nevykazuje). Pfitom vSechny ostatni
rostliny, které byly mutované v jedné podjednotce, ktera fenotyp vykazuje a v jedné

podjednotce ktera fenotyp zkroucenych trichomt nevykazuje (arpc2b, arpc3), mély vzdy
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mutované trichomy, a to i rostliny mutantni také v podjednotce arpc3 a dalsi podjednotce
s fenotypem - arp2/arpc3, arpc3/arpc4.

Tento vysledek naznacuje, ze projevy mutaci v genech pro jednotlivé podjednotky
nejsou Vv A. thaliana stejnocenné. Mutace v genu pro podjednotku ARPCS5, nejmensi
podjednotku ARP2/3 komplexu se stabilizacni ulohou u Zivocicht, se projevuje v pletivech
A. thaliana nejsilngj$im fenotypem, zatimco mutace vV genu pro druhou stabiliza¢ni
podjednotku ARPC3 nevykazuje fenotyp zddny. O divodu muizeme prozatim pouze
spekulovat. Podjednotka ARPC5 se v komplexu ,,dotyka“ téi podjednotek komplexu -
ARPCI1, ARP2 a ARPC4. Podjednotka ARPC3 zbyvajicich dvou podjednotek — ARP3
a ARPC2. Ob¢ podjednotky stabilizuji podjednotky ARP2 a ARPC4, kter¢ tvoii jadro
komplexu. Je také mozné, ze podjednotky ARPC3 a ARPCS5 mohou mit i jinou neZ
stabiliza¢ni lohu v komplexu, napiiklad vazbu faktord NPFs, nebo mohou nést aktivacni,
nebo inhibi¢ni vazebnou doménu. V ramci vysledkli z této prace ale zatim nelze toto
unikatni zvraceni fenotypu u arpc3/arpc5 uspokojivé vysvétlit. K prokazani a potvrzeni
fenotypu rostlin mutantnich v podjednotkach arpc3/arpch bude kiizeni opakovano s jinymi

mutantnimi liniemi z databaze NASC, nesoucimi mutaci v danych genech.

9.4 Délka korenii rostlin

Mutantni rostliny arp2 a arp3 podle Dyachok a jeji skupiny vytvareji pii kultivaci
in vitro kratsi kofen nez WT rostliny a hute pronikaji do média se zvySenou koncentraci
agaru (Dyachok et al., 2008). Jde tedy o dalsi fenotyp, ktery by mél byt spoleény vSem
mutantnim liniim. V mych experimentech mély vSak vZzdy mutantni rostliny delSi hlavni
koten neZ kontrolni WT rostliny. Jedinym zasadnim rozdilem provedeni obou experimentt
byla nepiitomnost sachardzy a jina koncentrace agaru v médiu v experimentech Dyachok
a jeji skupiny oproti médiu pouzivaném v mych experimentech.

Zopakovani ruastovych experimentii s obéma typy médii (médium standardné
pouzivané v mych experimentech a médium dle Dyachok et al. 2008) odhalilo, Ze mutantni
linie prakticky na sloZzeni média nereagovaly, zatimco WT rostliny na médiu bez sachardzy
a s mensi koncentraci agaru rostly rychleji ve srovnani S médiem se sacharézou a vyssi
koncentraci agaru. Na piitomnost sachardézy v tuz§im médiu tedy WT rostlina reaguje

snizenym rastem, ale tato reakce je blokovana v mutantnich rostlinach.
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Ristova reakce WT rostlin v médiu bez sachar6zy muiize byt reakce na prostiedi
s niz$i koncentraci zivin, kdy kofen v tomto prostfedi elonguje tak, aby rychleji prorostl do
prostiedi s vys$si koncentraci Zivin. Mutantni rostliny neodpovidaji ristem kofene ani na
médium s vyss§i koncentraci zivin, ani na médium s nizs§i koncentraci zivin. Tato zarazejici
skute¢nost by mohla ukazovat na roli kompletné sestaveného ARP2/3 komplexu v bunééné
signalizaci o pfitomnosti ¢i nepfitomnosti zZivin v médiu.

Délka hlavnich kofent u rostlin mutantnich v jedné podjednotce ARP2/3 komplexu
se op¢t prilis nelisi od délky kofene u rostlin mutantnich ve dvou podjednotkach ARP2/3
komplexu. Jedinym signifikantnim rozdilem je oproti ostatnim méfenym mutantnim
rostlinam (arpc4, arpc5 a arp2/arpc4, arp2/arpc5) delsi kofen mutantni rostliny arp2
v médiu se sachardzou. Tento vysledek bude vSak nutné ovétit opakovanim experimentu.

Zajimavé je, ze fenotypy rostlin mutantnich v genech pro podjednotky v ARP2/3
komplexu vykazuji mutantni rostliny s nefunkénim genem pro trehalosa-syntazu (zvysena
cirkularita pokozkovych bunék, redukované vétveni trichomt; Chary et al., 2008).
Trehalosa je neredukujicic disacharid, slozeny ze dvou glukoz. Je pfitomny v bakteriich,
houbach, fasach a v nizké hlading se vyskytuje u vSech rostlin. (Augier et al., 1954, Elbein
et al., 1974, Goddijn a van Dun et al., 1999, Elbein et al., 2003). Role trehalosy je ochrana
rostliny pfed stresem a to tepelnym, nutricnim, osmotickym, chemickym a pted
dehydrataci. Na to, Ze mutantni rostliny v genech pro ARP2/3 komplex vykazuji fenotyp
v odpovédi na cukry poukazal jiz v roce 2003 Li a jeho skupina. V souvislosti s mymi
experimenty (necitlivost mutantnich linii na pfitomnost sacharidii v médiu) tedy vyvstava

zajimava otazka souvislosti cukri a cytoskeletu v regulaci morfogeneze rostlin.

9.5 Zmeny v gravitropické reakci korene

V ¢lanku zroku 2009 Reboulet a jeho skupina poukazuji na skutecnost, ze
U mutantnich linii arp3 a arpc2 dochazi ke zvySeni gravitropické odpovédi stonku na
gravitropicky stimul (stonek se ohyba v ostiejSim thlu). Rostliny arp3 pak vykazuji
1 zvySeni odpovédi kofene na gravitropicky stimul ve tmé (kofeny se ohybaji v ostfejSim
uhlu), (Reboulet et al., 2009). Podjednotka ARP3 ma i vliv na fototropismus, stonek
mutantnich rostlin se ohyba v S8ir§im wthlu — mutace inhibuje tropismus. Mutace

v podjednotce arp3 ma tedy opaény efekt na gravitropismus a fototropismus. V protikladu
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k ptedkladanym vysledkiim o zménach v gravitropické odpovédi mutanti v podjednotkach
ARP2/3 komplexu je zjisténi Julie Dyachok a jeji skupiny (2008). Ta ristové odpovédi
rostlin arp2 a arp3 oznacila za nesignifikantni.

Z vysledki mych experimentl se Ctrnacti riznymi mutanty - jednoduchymi
i dvojitymi mutanty (arp2, arp3, arpc2a (ler), arpc2b, arpc3, arpc4, arpc5, arp2/arpc5,
arp2/arpcd, arp2/arpc3, arpc3/arpcd, arpc3/arpch, arpcd/arpch) vyplyva, ze vsechny
mutantni rostliny signifikantné vyraznéji reagovaly na gravitropicky stimul nez WT
a ziskané vysledky zasadné potvrzuji vysledky zroku 2009 s mutanty arp3 a arpc2
(Reboulet et al.,, 2009). Nejméné reagovaly mutantni rostliny v podjednotce arpc2b
a nejvice na stimul reagovaly rostliny mutantni v podjednotce arpc4 a arpc3/arpcb.
Rostliny rostly na médiu, ve kterém byla sachar6za, a kde tedy podle vysledki z této prace
WT rostliny rostou méné (pomaleji), neZ mutantni rostliny. Tato skuteCnost se tedy
pravdépodobné projevila i v rychlejsi reakci mutantnich rostlin na gravitropicky stimul —

zaktiveni kofene v ostej$im uhlu.

9.6 Fragmentace vakuoldrniho systému mutantnich rostlin

Vakuolarni systém vykazujici podobny fenotyp fragmentace vakuolarniho systému
byl referovan v defektnich trichomech arp2 a arp3 mutantnich rostlin (Mathur et al., 2003).
U vyvijejicitho se vétveni trichomil je kromé cytoskeletu dulezity i tlak a fuze vakuol.
V rostoucich trichomech rostlin postradajicich arp3 a arpc2a podjednotky vakuoly ¢asto
dosahovaly do $picky ,,pseudovétvi‘ trichomu a bunky obsahovaly pomérné malé mnozstvi
aktinovych svazku ( El-Assall S. E. et al., 2004). Po obvodu velké centralni vakuoly, ktera
ale nikdy nechybéla, bylo pozorovano mnozstvi malych vacka, které byly pravdépodobné
malé nesflizované vakuoly (Mathur et al., 2003). To naznacuje, Ze flize vakuolarni
membrany je zatim nezndmym zpiisobem narusena a mize pfispivat k celkovému projevu
fenotypu rostlin mutovanych v podjednotkach ARP2/3 komplexu. Tlak vakuoly je totiz
hlavni slozkou procesu rustu rostlinnych bunék. V trichomech, na kterych je vidét
nejcharakteristictéj$i fenotyp mutace ARP2/3 komplexu, se tlak vakuoly mlzZe podilet na
rychlém a smérovaném rlstu buiiky a i na kone¢ném tvaru trichomu. Tato prace se ale
zam¢fila na potvrzeni fenotypu u deloznich listh. Dé&lozni listy totiz obsahuji zésobni

vakuoly, jejichz dynamika muze byt preferencné¢ kontrolovana ARP2/3 komplexem.
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Vysledky potvrdily fenotyp fragmentace vakuolarniho systému u vSech zkoumanych
mutantnich rostlin. To, Ze rostliny vykazuji mutantni fenotyp vSechny, slabé i rostliny
mutované v podjednotkach arpc3 a arpc2b, ukazuje zaprvé na dilezitost ARP2/3 komplexu
a nukleaci aktinového cytoskeletu pro biogenezi vakuoly a zadruhé na relativni
srovnatelnost roli podjednotek ARP2/3 komplexu pii biogenezi vakuolarniho systému
pokozkovych bun¢k.

Pti srovnani fenotypu u rostlin mutovanych v jedné ¢i dvou podjednotkach ARP2/3
komplexu nelze pozorovat zadnou signifikantni zménu. Dilezitym vysledkem experimentu
je, ze nejsilngjsi projev fragmentace vakuolarniho systému se projevuje opét u rostliny

mutantni v podjednotce arpcb.

9.7 Struktura aktinového cytoskeletu mutantnich rostlin

Experimenty, ve kterych byl analyzovan stav aktinového -cytoskeletu, byly
provedeny z ¢asovych divodi pouze na dvojité linii arpcd/arpc5. Mutantni rostliny
arpcd/arpcs GFP-fimbrin nevykazovaly signifikantni zménu plochy ani svazkovani
aktinového cytoskeletu ve srovnani s WT rostlinami. Protoze vSak zménény fenotyp
v oblasti aktinového cytoskeletu (zvySeny vyskyt kratSich a neorientovanych aktinovych
kabelti a svazkill) je u mutantnich rostlin arp2, arp3, arpc2, arpc4 a arpc5 v literatufe
dobie zdokumentovan (Mathur et al., 2003, El-Assall et al, 2004, Kotchoni et al., 2009),
a protoze v této praci byla analyzovana jen jedna mutantni linie, bude tfeba v budoucnosti

analyzu zopakovat a pfedevsim porovnat projev u jednoduchych a nasobnych mutantt.

9.8 Genevestigator — potvrzeni rozdilné genové exprese podjednotek

Ze ziskanych informaci z databaze Genevestigator bylo vyvozeno, v jakych
pletivech a s jakou intenzitou se geny pro podjednotky ARP2/3 komplexu piepisuji. Geny
pro ARP2/3 komplex nemaji ve zkoumanych pletivech kvantitativné stejnou expresi.
Nejvice se v pletivech piepisuje gen pro podjednotku ARPCS5, nejméné pro ARPC3.

Gen ARPC3 se obecné piepisuje v pletivech ve srovnani s ostatnimi podjednotkami
ARP2/3 komplexu velmi madlo, je ale velmi specificky a jako jediny ve zvySené mite
prepisovan v pylu a vrostouci pylové lacce, dale je piepisovan uz relativné méné

v kvétenstvi, plodech a kotfenech. Pletiva/buiiky, kde se v rostlin¢ uplatituje vrcholovy styl
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ristu (pylova lacka, kofenové vlasky), byla v rostlinach mutovanych v ARP2/3 komplexu
studovana nejdfive. Vime, Ze rostliny mutantni v genech arp2, arp3, arpc2 a arpc5 nemaji
rust pylové lacky mutaci postizeny. Neexistuje ale zadny experiment, kde by byl popsan
rust pylové lacky u mutantnich rostlin arpc3, ackoliv moje vysledky ukazuji, ze by zde
protein ARPC3 mohl hrat specifickou roli diky vysoké mife ptepisu. Jako dal$i pracovni
hypotézu lze vnimat i moznost, ze ARP2/3 komplex s ARPC3 podjednotkou pracuje
hlavné/pouze v pylové lacce, pylu.

Pfi porovnani miry exprese podjednotek v ruznych vyvojovych stadiich A. thaliana
vykazuji geny pro podjednotky ARP2, ARP3, ARPClab, ARPC2a, ARPC3 a ARPC5
podobny trend. To by naopak naznacovalo, Ze rostlina potiebuje funkéni komplex ARP2/3

se v§emi jeho podjednotkami béhem celého svého vyvoje.

9.9 Klastrovani genit podjednotek, analyza jejich promotorovych oblasti

Pti pouziti néstroje, ktery umoziuje v databazi Genevestigatoru testovat, zda
soubor zadanych genti spolu na zakladé jejich exprese koreluje, se ukazal zajimavy
vysledek. Podjednotky ARP3, ARPC5 a ARPClab tvoii shluky gent, které maji podobny
expresni projev. Na zakladé tohoto zjiSténi byla analyzovdna promotorova oblast jejich
gend a bylo zjisténo, Ze vazebné elementy spole¢né a specifické pro klastrujici podjednotky
ARP2/3 komplexu maji jeden spoleny rys a tim je pfitomnost elementt, které ovliviiuji
kveteni rostliny. Vzhledem ke skutecnosti, Ze pii kiiZeni mutantnich rostlin v jednotlivych
genech ARP2/3 komplexu a ziskavani rostlin, které nesou mutaci ve dvou genech ARP2/3
komplexu, vykazovala F2 generace charakteristicky $tépny Mendeliv pomér v poctu
heterozygotnich a homozygotnich rostlin, nemohl a také podle vysledkti nebyl vyvin kvétu
fenotyp, spolecny vSem mutantnim rostlindm, a to opozdény nastup kveteni. Na urceni
doby kveteni u A. thalinana se podili velké mnozstvi vnéjsich i vnitinich faktort, proto
neni na zdklad¢ dostupnych informaci upokojivé mozné najit konkrétni diivod pozdéjsiho
nastupu kveteni u mutantnich rostlin. Jednou z moznych pfic¢in ale mize byt naptiklad
zménéna reakce rostlin na délku svétla, nebo na rostlinny hormon auxin. | tento vysledek

bude v budoucnosti podroben diikkladnému ovéfeni a zkoumani.
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Vsechny analyzované geny (ARP2, ARP3, ARPC1, ARPC2, ARPC3 a ARPC5) maji
mista pro vazbu faktori regulovanych auxinem, mista pro vazbu faktori reagujicich na
environmentalni stres a maji vazebné motivy jako svétlem regulované geny. Roli ARP2/3
komplexu jako efektoru ucastniciho se odpovédi pii signalizaci svétlem ¢i rostlinnym
fytohormonem auxinem potvrzuji v praxi vysledky zpraci o gravitropismu kofene
a fototropismu stonku (Reboulet et al., 2009) a rustem kofenti na svétle a ve tmé (Dyachok
et al., 2011, Dyachok et al., 2008). Svétlo a gravitace tedy ve vysledku ovliviiuji organizaci
aktinové sité.

Obecné je tieba piipomenout, ze vysledky ziskané analyzou v databazi
Genevestigator ukazuji pouze jednu uroven kontroly exprese proteinu, a to transkripéni
urovenl. Tyto vysledky nevypovidaji nic o napt. stabilit¢ mRNA, kontrole na urovni
samotné syntézy proteinu, i stability vzniklého proteinu. Piesto pfedstavuji vyznamny

nahled do regulace exprese proteinti podjednotek ARP2/3 komplexu.

9.10 Dvojité mutanty vykazuji slabsi fenotyp

Ze zjisténych vysledkii vyplyva, Ze dvojité mutanty vykazuji slabsi fenotypovy
projev nez rostliny mutované v jednom genu ARP2/3 (plocha dé€loznich listd, cirkularita
pokozkovych bunék dé€loznich listti, fragmentace vakuolarniho systému). Pro¢ je mutace
Vv jednotlivych genech ARP2/3 komplexu vyraznéj$i nez mutace ve dvou genech ARP2/3
komplexu? Moznym vysvétlenim je, Ze jadro komplexu se miiZze v buice formovat, 1 kdyz
chybi jednotlivé podjednotky. Tento fragment komplexu miiZe asociovat — vazat se —na sva
vazebna mista a zplsobovat vazngj$i fenotypové projevy ve srovnani s kompletné
nefunkénim/chybéjicim komplexem, ktery je neschopen jakékoli interakce. Tehdy mohou
jiné mechanismy (napf. forminy) pfevzit nékteré funkce ARP2/3 komplexu, protoze
vazebnd mista na filamentech zistdvaji volnd. Velmi dilezitym krokem
ke spravnému zodpovézeni této otazky je ziskani mutantni rostliny ve tfech podjednotkach
ARP2/3 komplexu a prozkoumani jejiho fenotypu. Kiizeni rostlin mutovanych ve dvou
genech pro podjednotky ARP2/3 komplexu a ziskdni generace rostlin, kde bude snad
mozné najit rostliny mutantni ve tfech genech ARP2/3 komplexu, bylo jiz provedeno,

avSak trojity mutant nebyl doposud nalezen.
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10 Zavér

Tato diplomova prace je zaméfena na studium role a duleZitosti jednotlivych
podjednotek komplexu ARP2/3 u rostlin.

Prvnim z cilii prace bylo ovéfit, zda jsou si podjednotky ve své funkci v ARP2/3
komplexu navzajem rovnocenné. PO porovnani fenotypi nékolika mutantnich linii lze
uzavtit, ze vSechny podjednotky si funkéné rovnocenné nejsou. Nejsiln€j$i fenotypovy
projev. ma vétSinou ztrata ARPCS5 podjednotky. Naopak ztrata ARPC3 a ARPC2b
podjednotky maji slabé fenotypové projevy.

Na tento zavér navazuje zodpovézeni druhého cile, a to zda miize neuplné slozeny
ARP2/3 komplex alespon ¢aste¢né zachovavat svou funkci. M4 data naznacuji, ze ARPC3
podjednotka je ve vétsin¢ funkci komplexu ARP2/3, detekovatelnych na zakladé
mutantniho fenotypu (pfedevsim zkroucenych trichomt), postradatelna. Mé vysledky vSak
také naznacily, ze fungovani komplexu je regulovano slozitéji nez jen prostou funkcnosti ¢i
nefunkc¢nosti. Pfedev§im podjednotka ARPC3 hraje ziejm& dosud nezndmou regulacni
ulohu, nebot’ jeji neptitomnost v dvojité mutanté ,,zachranuje* distorted fenotyp arpc5. To
ukazuje na to, Ze komplex se muize nachdzet téz ve stavu, kdy je funkce jen Castecné
zachovana, a kdy ma tato ,,CasteCnd nefunk¢nost* mnohem vyraznéjsi projevy nez uplna
ztrata funkce. Toto naznalily 1 opakujici se vysledky, kdy dvojité mutanty mély slabsi
fenotypové projevy nez jednoduché mutanty.

Tieti otazkou v uvodu této diplomové prace bylo, zda nehraji jednotlivé
podjednotky dalsi, rostlinné-specifické role. Protoze nékteré fenotypy, jako napt. fenotyp
zkroucenych trichomi, byl detekovan jen v né€kterych mutantnich liniich, zatimco napf.
fenotyp rychlejsi gravitropické reakce kotenli ¢i fragmentace vakuolarniho systému byl
detekovatelny u vSech analyzovanych mutantdi, lze usoudit, Ze rizné podjednotky se
uplatnuji v rizné mife behem specifickych morfogenetickych procest v rostliné. To
ukazuje na rostlinné-specifické funkce komplexu i samotnych podjednotek. Dale exprese
genu ARPC3 vV pylu ukazuje na specifickou roli této podjednotky, odliSnou od ostatnich
podjednotek.

Vsechny vySe uvedené vysledky budou potvrzeny v dalSich experimentech.
Vysledky této diplomové prace jsou zékladem pro rozsdhlejsi projekt vyzkumu role

komplexu ARP2/3 v rostlinach.

70



11 Seznam citované literatury

Ahuja R, Pinyol R, Reichenbach N, Custer L, Klingensmith J, Kessels MM, Qualmann B
(2007) Cordon-bleu is an actin nucleation factor and controls neuronal morphology. Cell
131:337-350.

Alberts B, Johnson A, Lewis J, Raff M, Roberts K, Walter P (1998) Molecular biology of
the cell; New York: Garland science.

Augier J (1954) The biochemistry of the North American algae, Tuomeya- fluviatillis.
Compt Rend 239: 87-89.

Baluska F, Jasik J, Edelmann HG, Salajova T, Volkmann D (2001) Latrunculin B-induced
plant dwarfism: Plant cell elongation is F-actin-dependent. Developmental Biology
231:113-124.

Basu D, Le J, El-Essal SED, Huang S, Zhang CH, Mallery EL, Koliantz G, Staiger CJ,
Szymanski DB (2005) DISTORTED3/SCAR?2 is a putative arabidopsis WAVE complex
subunit that activates the Arp2/3 complex and is required for epidermal morphogenesis.
Plant Cell 17:502-524.

Basu D, Le J, Zakharova T, Mallery EL, Szymanski DB (2008) A SPIKEL signaling
complex controls actin-dependent cell morphogenesis through the heteromeric WAVE and
ARP2/3 complexes. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States
of America 105:4044-4049.

Boldogh IR, Yang HC, Nowakowski WD, Karmon SL, Hays LG, Yates JR, Pon LA (2001)
Arp2/3 complex and actin dynamics are required for actin-based mitochondrial motility in
yeast. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America
98:3162-3167.

Borths EL, Welch MD (2002) Turning on the Arp2/3 complex at atomic resolution.
Structure 10:131-135.

Brembu T, Winge P, Seem M, Bones AM (2004) NAPP and PIRP encode subunit of a
putative wave regulatory protein complex involved in plant cell morphogenesis. Plant Cell
16:2335-2349.

Buchanan, B.B Gruissem, W. and Jones, R.L (2000) Biochemistry & Molecular biology of
plants. American society of plant physiologists, Rockville, Maryland.

Djakovic S, Dyachok J, Burke M, Frank MJ, Smith LG (2006) BRICK1/HSPC300

functions with SCAR and the ARP2/3 complex to regulate epidermal cell shape in
Arabidopsis. Development 133:1091-1100.

71



Dyachok J, Shao MR, Vaughn K, Bowling A, Facette M, Djakovic S, Clark L, Smith L
(2008) Plasma Membrane-Associated SCAR Complex Subunits Promote Cortical F-Actin
Accumulation and Normal Growth Characteristics in Arabidopsis Roots. Molecular Plant
1:990-1006.

Dyachok J, Zhu L, Liao FQ, He J, Huq E, Blancaflor EB (2011) SCAR Mediates Light-
Induced Root Elongation in Arabidopsis through Photoreceptors and Proteasomes. Plant
Cell 23:3610-3626.

El-Assal SED, Le J, Basu D, Mallery EL, Szymanski DB (2004) Arabidopsis GNARLED
encodes a NAP125 homolog that positively regulates ARP2/3. Current Biology 14:1405-
14009.

El-Assall SE, Le J, Basu D, Mallery EL, Szymanski DB (2004) DISTORTED2 encodes an
ARPC2 subunit of the putative Arabidopsis ARP2/3 complex. Plant Journal 38:526-538.

Elbein AD (1974) The metabolism of a,a-trehalose. Adv Carbohydr Chem Biochem 30:
227-256.

Elbein AD, Pan YT, Pastuszak I, Caroll D (2003) New insights on trehalose: a
multifunctional molecule. Glycobiology 13: 17R-27R.

Faix J, Grosse R (2006) Staying in shape with formins. Developmental Cell 10:693-706.

Finka A, Saidi Y, Goloubinoff P, Neuhaus JM, Zryd JP, Schaefer DG (2008) The knock-
out of ARP3a gene affects F-actin cytoskeleton organization altering cellular tip growth,
morphology and development in moss Physcomitrella patens. Cell Motility and the
Cytoskeleton 65:769-784.

Fu Y, Gu Y, Zheng ZL, Wasteneys G, Yang ZB (2005) Arabidopsis interdigitating cell
growth requires two antagonistic pathways with opposing action on cell morphogenesis.
Cell 120:687-700.

Goddijn OJ, van Dun K (1999) Trehalose metabolism in plants. Trends Plant Sci 4: 315-
319.

Goode BL, Eck MJ (2007) Mechanism and function of formins in the control of actin
assembly. Annual Review of Biochemistry 76:593-627.

Gournier H, Goley ED, Niederstrasser H, Trinh T, Welch MD (2001) Reconstitution of
human Arp2/3 complex reveals critical roles of individual subunits in complex structure
and activity. Molecular Cell 8:1041-1052.

Gu Y, FuY, Dowd P, Li SD, Vernoud V, Gilroy S, Yang ZB (2005) A Rho family GTPase

controls actin dynamics and tip growth via two counteracting downstream pathways in
pollen tubes. Journal of Cell Biology 169:127-138.

72



Harborth J, Elbashir SM, Bechert K, Tuschl T, Weber K (2001) Identification of essential
genes in cultured mammalian cells using small interfering RNAs. Journal of Cell Science
114:4557-4565.

Higgs HN, Pollard TD (2001) Regulation of actin filament network formation through
Arp2/3 complex: Activation by a diverse array of proteins. Annual Review of Biochemistry
70:649-676.

Hudson AM, Cooley L (2002) A subset of dynamic actin rearrangements in Drosophila
requires the Arp2/3 complex. Journal of Cell Biology 156:677-687.

Hussey PJ, Ketelaar T, Deeks MJ (2006) Control of the actin cytoskeleton in plant cell
growth. Annual Review of Plant Biology 57:109-125.

Chary SN, Hicks GR, Choi YG, Carter D, Raikhel NV (2008) Trehalose-6-phosphate
synthase/phosphatase regulates cell shape and plant architecture in Arabidopsis. Plant
Physiology 146:97-107.

Chereau D, Boczkowska M, Skwarek-Maruszewska A, Fujiwara I, Hayes DB, Rebowski
G, Lappalainen P, Pollard TD, Dominguez R (2008) Leiomodin is an actin filament
nucleator in muscle cells. Science 320:239-243.

Choi CH, Thomason PA, Zaki M, Insall RH, Barber DL (2013) Phosphorylation of Actin-
related Protein 2 (Arp2) Is Required for Normal Development and cAMP Chemotaxis in
Dictyostelium. Journal of Biological Chemistry 288:2464-2474.

Irie F, Yamaguchi Y (2002) EphB receptors regulate dendritic spine development via
intersectin, Cdc42 and N-WASP. Nature Neuroscience 5:1117-1118.

Jiang K, Sorefan K, Deeks MJ, Bevan M, Hussey PJ, Hetherington AM (2012) The
ARP2/3 Complex Mediates Guard Cell Actin Reorganization and Stomatal Movement in
Arabidopsis. Plant Cell 24:2031-2040.

Jorgens CI, Grunewald N, Hulskamp M, Uhrig JF (2010) A role for ABIL3 in plant cell
morphogenesis. Plant Journal 62:925-935.

Kandasamy MK, McKinney EC, Meagher RB (1999) The late pollen-specific actins in
angiosperms. Plant Journal 18:681-691.

Karpova TS, Tatchell K, Cooper JA (1995) Actin-filaments in Yeast are Unstable in the
Absence of Capping Protein or Fimbrin. Journal of Cell Biology 131:1483-1493.

Kelleher JF, Atkinson SJ, Pollard TD (1995) Segeunces, Structural Models, and Cellular-

Localization of the Actin-Related Proteins ARP2 and ARP3 from Acanthamoeba. Journal
of Cell Biology 131:385-397.

73



Kelly AE, Kranitz H, Dotsch V, Mullins RD (2006) Actin binding to the central domain of
WASP/Scar proteins plays a critical role in the activation of the arp2/3 complex. Journal of
Biological Chemistry 281:10589-10597.

Kellye C. Kirkbride. Nan Hyung Hong, Christi L. French, Emily S. Clark, W. Gray Jerome,
Alissa M. Weaver (2012) Regulation of late endosomal/lysosomal maturation and
trafficking by cortactin affects Golgy morphology. Cytoskeleton 69:625-643.

Kotchoni SO, Zakharova T, Mallery EL, Le J, ElI-Assal SE, Szymanski DB (2009) The
Association of the Arabidopsis Actin-Related Protein2/3 Complex with Cell Membranes Is
Linked to Its Assembly Status But Not Its Activation. Plant Physiology 151:2095-2109.

Le J, El-Assal SED, Basu D, Saad ME, Szymanski DB (2003) Requirements for
Arabidopsis ATARP2 and ATARP3 during epidermal development. Current Biology
13:1341-1347.

Le J, Mallery EL, Zhang CH, Brankle S, Szymanski DB (2006) Arabidopsis
BRICK1/HSPC300 is an essential WAVE-complex subunit that selectively stabilizes the
Arp2/3 activator SCAR2. Current Biology 16:895-901.

Li SD, Blanchoin L, Yang ZB, Lord EM (2003) The putative Arabidopsis Arp2/3 complex
controls leaf cell morphogenesis. Plant Physiology 132:2034-2044.

Liu SL, May JR, Helgeson LA, Nolen BJ (2013) Insertions within the Actin Core of Actin-
related Protein 3 (Arp3) Modulate Branching Nucleation by Arp2/3 Complex. Journal of
Biological Chemistry 288:487-497.

Machesky LM, Atkinson SJ, Ampe C, Vandekerckhove J, Pollard TD (1994) Purification
of a cortical complex containing two unconventional actins from Acanthamoeba by affinity
chromatography on profilin-agarose. J Cell Biol 127:107-115.

Mathur J (2005) The ARP2/3 complex: giving plant cells a leading edge. Bioessays 27:377-
387.

Mathur J, Mathur N, Kernebeck B, Hulskamp M (2003a) Mutations in actin-related
proteins 2 and 3 affect cell shape development in Arabidopsis. Plant Cell 15:1632-1645.

Mathur J, Mathur N, Kirik V, Kernebeck B, Srinivas BP, Hulskamp M (2003b)
Arabidopsis CROOKED encodes for the smallest subunit of the ARP2/3 complex and
controls cell shape by region specific fine F-actin formation. Development 130:3137-3146.

Michelot A, Guerin C, Huang SJ, Ingouff M, Richard S, Rodiuc N, Staiger CJ, Blanchoin L

(2005) The formin homology 1 domain modulates the actin nucleation and bundling
activity of Arabidopsis FORMINL. Plant Cell 17:2296-2313.

74



Millard TH, Sharp SJ, Machesky LM (2004) Signalling to actin assembly via the WASP
(Wiskott-Aldrich syndrome protein)-family proteins and the Arp2/3 complex. Biochemical
Journal 380:1-17.

Moreau V, Galan JM, Devilliers G, HaguenauerTsapis R, Winsor B (1997) The yeast actin-
related protein Arp2p is required for the internalization step of endocytosis. Molecular
Biology of the Cell 8:1361-1375.

Okada K, Bartolini F, Deaconescu AM, Moseley JB, Dogic Z, Grigorieff N, Gundersen
GG, Goode BL (2010) Adenomatous polyposis coli protein nucleates actin assembly and
synergizes with the formin mDial. Journal of Cell Biology 189:1087-1096.

Pollard TD, Beltzner CC (2002) Structure and function of the Arp2/3 complex. Current
Opinion in Structural Biology 12:768-774.

Pollard TD, Blanchoin L, Mullins RD (2000) Molecular mechanisms controlling actin
filament dynamics in nonmuscle cells. Annual Review of Biophysics and Biomolecular
Structure 29:545-576.

Poukkula M, Kremneva E, Serlachius M, Lappalainen P (2011) Actin-Depolymerizing
Factor Homology Domain: A Conserved Fold Performing Diverse Roles in Cytoskeletal
Dynamics. Cytoskeleton 68:471-490.

Qian PP, Hou SW, Guo GQ (2009) Molecular mechanisms controlling pavement cell shape
in Arabidopsis leaves. Plant Cell Reports 28:1147-1157.

Qiu JL, Jilk R, Marks MD, Szymanski DB (2002) The Arabidopsis SPIKE1 gene is
required for normal cell shape control and tissue development. Plant Cell 14:101-118.

Quinlan ME, Heuser JE, Kerkhoff E, Mullins RD (2005) Drosophila Spire is an actin
nucleation factor. Nature 433:382-388.

Rohatgi R, Ma L, Miki H, Lopez M, Kirchhausen T, Takenawa T, Kirschner MW (1999)
The interaction between N-WASP and the Arp2/3 complex links Cdc42-dependent signals
to actin assembly. Cell 97:221-231.

Rottner K, Hanisch J, Campellone KG (2010) WASH, WHAMM and JMY': regulation of
Arp2/3 complex and beyond. Trends in Cell Biology 20:650-661.

Rotty JD, Wu CY, Bear JE (2013) New insights into the regulation and cellular functions of
the ARP2/3 complex. Nature Reviews Molecular Cell Biology 14:7-12.

Rouiller I, Xu XP, Amann KJ, Egile C, Nickell S, Nicastro D, Li R, Pollard TD, Volkmann

N, Hanein D (2008) The structural basis of actin filament branching by the Arp2/3
complex. Journal of Cell Biology 180:887-895.

75



Saedler R, Mathur N, Srinivas BP, Kernebeck B, Hulskamp M, Mathur J (2004) Actin
control over microtubules suggested by DISTORTED2 encoding the Arabidopsis ARPC2
subunit homolog. Plant and Cell Physiology 45:813-822.

Sawa M, Suetsugu S, Sugimoto A, Miki H, Yamamoto M, Takenawa T (2003) Essential
role of the C-elegans Arp2/3 complex in cell migration during ventral enclosure. Journal of
Cell Science 116:1505-1518.

Sheahan MB, Staiger CJ, Rose RJ, McCurdy DW (2004) A green fluorescent protein fusion
to actin-binding domain 2 of Arabidopsis fimbrin highlights new features of a dynamic
actin cytoskeleton in live plant cells. Plant Physiology 136:3968-3978.

Schaerer-Brodbeck C, Riezman H (2000) Functional interactions between the p35 subunit
of the Arp2/3 complex and calmodulin in yeast. Molecular Biology of the Cell 11:1113-
1127.

Staiger CJ, Blanchoin L (2006) Actin dynamics: old friends with new stories. Current
Opinion in Plant Biology 9:554-562.

Stevenson, V., Hudson, A., Cooley, L., and Theurkauf, W (2002) Arp 2/3-dependent
psuedocleavage furrow assembly in syncytial Drosophila embryos. Curr. Biol. 12, 705-
711.

Su-Ling Liu, Jordan R. May, Luke A.Helgeson, Brad J. Nolen (2012) Insertions within the
actin core of actin-related protein 3 (Arp3) modulate branching nucleation by Arp2/3
complex. Journal of biological chemistry 288, 487-497.

Szymanski DB, Marks MD, Wick SM (1999) Organized F-actin is essential for normal
trichome morphogenesis in Arabidopsis. Plant Cell 11:2331-2347.

Uhrig JF, Mutondo M, Zimmermann |, Deeks MJ, Machesky LM, Thomas P, Uhrig S,
Rambke C, Hussey PJ, Hulskamp M (2007) The role of Arabidopsis SCAR genes in ARP2-
ARP3-dependent cell morphogenesis. Development 134:967-977.

Volkmann N, Amann KJ, Stoilova-McPhie S, Egile C, Winter DC, Hazelwood L, Heuser
JE, Li R, Pollard TD, Hanein D (2001) Structure of Arp2/3 complex in its activated state
and in actin filament branch junctions. Science 293:2456-2459.

Welch MD, Mullins RD (2002) Cellular control of actin nucleation. Annual Review of Cell
and Developmental Biology 18:247-288.

Winter D, Lechler T, Li R (1999a) Activation of the yeast Arp2/3 complex by Beelp, a
WASP-family protein. Current Biology 9:501-504.

Winter DC, Choe EY, Li R (1999b) Genetic dissection of the budding yeast Arp2/3
complex: A comparison of the in vivo and structural roles of individual subunits.

76



Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America
96:7288-7293.

Xu XP, Rouiller I, Slaughter BD, Egile C, Kim E, Unruh JR, Fan XX, Pollard TD, Li R,
Hanein D, Volkmann N (2012) Three-dimensional reconstructions of Arp2/3 complex with
bound nucleation promoting factors. Embo Journal 31:236-247.

Zaki M, King J, Futterer K, Insall RH (2007) Replacement of the essential Dictyostelium
Arp2 gene by its Entamoeba homologue using parasexual genetics. Bmc Genetics 8.

Zhang C, Mallery EL, Szymanski DB (2013) Arp2/3 localization in Arabidopsis leaf
pavement cells: a diversity of intracellular pools and cytoskeletal interactions; Frontiers in
plant science; 238:4.

Zhang XG, Dyachok J, Krishnakumar S, Smith LG, Oppenheimer DG (2005)
IRREGULAR TRICHOME BRANCH1 in Arabidopsis encodes a plant homolog of the
actin-related protein2/3 complex activator Scar/WAVE that regulates actin and microtubule
organization. Plant Cell 17:2314-2326.

Zuchero JB, Coutts AS, Quinlan ME, La Thangue NB, Mullins RD (2009) p53-cofactor
JMY is a multifunctional actin nucleation factor. Nature Cell Biology 11:451-U198.

77



