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ABSTRAKT

Aktinovd vldkna jsou v rostlinnych bunkdch nukleovdna dvojim zptsobem: Zatimco rist
jednotlivych mikrofilament nebo jejich svazki umoziiuji rtizné typy formint, vétvené sité
vznikaji pisobenim komplexu Arp2/3. Mutace v genech téchto nukledtort vedou k rozliénym
fenotypovym projevim.

Tato prace zkoumd predevsim dusledky nefunkénosti podjednotek Arp2/3 komplexu
pro nitrobunéénou pohyblivost (cytoplasmatické proudéni, stop-and-go skoky cisteren
Golgiho apardatu), nebot tato dosud nebyla nikym rozsdhleji studovdna, a snazi se téz
kvantifikovat jiz zndmy vliv mutaci gent pro podjednotky ARP2 a ARPCH na morfogenesi
vakuomu. Pro porovndni bylo pri méreni cytoplasmatického proudéni uskuteénéno také
nékolik experimentt s rostlinami mutantnimi v genu pro formin FH1.

Pokusy byly provadény s modelovou rostlinou Arabidopsis thaliana. Metodika zejména
zahrnovala transformaci fluorescenénimi markery pomoci Agrobacterium tumefaciens
(pripadné pouziti fluorescenéni barvy), mikroskopii (standardni i konfokdlni) a nésledné
vyhodnoceni ziskanych dat v pocitaci. Pri studiu cytoplasmatického proudéni bylo zkouméano
téz pusobeni cytoskeletdlni drogy latrunculinu B.

Vystupy neprokdzaly, ze by se defekty Arp2/3 komplexu projevovaly na chovani
diktyosomu; také nevyvoldvaji zadné obecné zmény v toku cytoplasmy. Predbéznd data
naznacuji, Ze ani absence forminu FH1 rychlost cytoplasmatického proudéni prikazné

neovlivituje. Byla vSak potvrzena fragmentace vakuoldrniho systému pokozkovych bunék

vvvvvv
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ABSTRACT

In plant cells, actin filaments are nucleated in two different ways: The growth of single
filaments or their bundles is enabled by various types of formins, whereas branched
meshworks emerge due to Arp2/3 complex activity. Mutations in genes of these nucleators
lead to various phenotypic traits.

This thesis deals in the first place with influence of Arp2/3 complex subunits'
dysfunction on intracellular motility (cytoplasmic streaming, stop-and-go movements of Golgi
apparatus cisternae), since it had not been extensively studied before, and also attempts to
quantify the already known impacts of mutations in genes for ARP2 and ARPCH subunits on
the vacuolar morphogenesis. For comparison, a few experiments with plants which carried a
mutation in gene for FH1 formin were also realised when measuring the cytoplasmic
streaming.

The experiments were conducted with a model plant Arabidopsis thaliana. The
methods particularly included transformation with fluorescent markers by Agrobacterium
tumefaciens (or usage of a fluorescent dye), microscopy (both standard and confocal) and
subsequent evaluation of the acquired data using a computer. During the cytoplasmic
streaming research, effects of cytoskeletal drug latrunculin B were studied, too.

The outputs did not prove that the Arp2/3 complex defects would manifest themselves
on the behaviour of dictyosomes; nor do they cause any general changes of the cytoplasmic
flow. Preliminary data indicate that neither the absence of FH1 formin does significantly
influence the velocity of cytoplasmic streaming. However, vacuolar system fragmentation in
the leaf epidermis cells of arp@ and arpe5 mutants was confirmed and former results were

refined.
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1. UVOD

Cytoskelet se v rostlinné buiice podili na plejadé procesti — od dopravy vacku ¢i organel az po
synthesu stény nebo déleni. Mutace bilkovin, které cytoskelet tvori, prip. se na néj vazou,
vedou k poruchdm rtstu, morfogenese, gravitropismu, ustavovani bunécéné polarity aj.
Dramaticky dopad mivé téz aplikace cytoskeletdlnich drog, napt. latrunculinu, cytochalasinu,
oryzalinu nebo kolchicinu.

Aktin a jeho polymery, stavebni kameny jednoho ze dvou hlavnich typu cytoskeletu
rostlinnych bunék, maji nejriznéjsi funkece: Svazky aktinovych vldken plni tlohu kolejnic pro
krac¢ivé molekuly myosinu, jez umoziiuji nejrychlejsi znamy nitrobunéény transport ndkladu.
Jemnou aktinovou sit najdeme v okoli chloroplastli; v pripadé potreby je schopna vyvolat
jejich presuny. Kratkd aktinova filamenta hraji roli pri vnimén{ gravitace pomoci statoliti.

Mezi mnoha proteiny, které s mikrofilamenty interaguji (ARPs: actin-related proteins,
bilkoviny souvisejici s aktinem; ABPs: actin-binding proteins, bilkoviny vazajici se na aktin),
vynikd Arp2/3 komplex a forminy; tyto se totiz dokdzou tucastnit nukleace — vzniku vldken
de novo. Zatimco Arp2/3 komplex se pravdépodobné podili hlavné na tvorbé jemnéjsich siti,
podstatnych napr. pro morfogenesi tvarové komplexnich bunék (trebaze vSechny jeho funkce
dodnes nebyly uspokojivé objasnény), forminy nukleuji nevétvend filamenta (nékteré hraji
roli pri vzniku svazki; ty mohou slouzit coby uc¢inné dopravni tepny pro myosinové motory
s ndklady).

Vzhledem k tomu, ze Arp2/3 komplex a forminy jsou u rostlin jedinymi zndmymi
nukledtory mikrofilament, dalo by se ocekdvat, Ze jejich poskozeni povede k vaznym potizim

pri nejraznéjsich procesech, jichz se aktinovy cytoskelet ticastni.



2. PREHLED PROBLEMATIKY V LITERATURE

2.1. NUKLEATORY AKTINOVYCH VLAKEN

Spontanni polymerace aktinovych podjednotek v buiice za béZnych podminek neprobiha
(ndhodné wvzniklé oligomery se rychle rozpadaji). Diky nukleaénim faktorim, proteintim
umoziujicim tvorbu mikrofilament de novo, 1ze tuto pocatecéni nestabilitu riznymi zptsoby
prekonat [Chesarone & Goode 2009].

Zatimco v rostlinnych burikdch byly dosud popsdny pouze dva druhy nukleace (s tcasti
Arp2/3 komplexu a pomoci pocetné rodiny formint [Staiger & Blanchoin 2006]), u Zivocicht
v této funkei vystupuji i jiné proteiny — napt. Spire, Cordon Bleu nebo Leiomodin [Chesarone
& Goode 2009].

2.1.1. KOMPLEX ARP2/3

Podjednotky heteroheptameru Arp2/3, dnes
nazyvané ARP2, ARP3 a ARPC1 az ARPC5,
byly poprvé isolovany roku 1994 z ménavky
[Machesky & kol. 1994]. Pozdéji se zjistilo, Ze
tento komplex nasedd ze strany na aktinovd
vldkna a rovnéz vdze Spicaté, (—) konce jinych,
ydcerinych® mikrofilament, ¢imz navozuje
vétveni aktinového cytoskeletu. Diky snimkim
z elektronového mikroskopu bylo mozno zmérit
thel odstupujicich vldken: priblizné 70 stupii
[Mullins & kol. 1998].

Obr. 1: Arp2/3 komplex podle Rouiller & kol. 2008

Na modelu struktury Arp2/3 komplexu a jeho vazby na aktinova filamenta (obrdzek 1)
je patrno, Ze proteiny ARP2 a ARP3 se velmi podobaji monomertim aktinu a ze tvori prvni
dvé podjednotky odvétvujicitho se vlakna [Rouiller & kol. 2008]. Konformaci podobnou té na
obrazku 1 komplex zaujimd i pri svém dalsim tikolu — jakozto ¢epickujici protein (—) konce
mikrofilament [Volkmann & kol. 2014]. Kosedimentace a kolokalisace podjednotky ARPC2
s mikrotubuly pak prozrazuji také spojitost s mikrotubuldarnim cytoskeletem, ¢imz predjimaji

objevy dalsich, dosud nezndmych tiloh Arp2/3 komplexu [Havelkova & kol. 2015].

2.1.1.1. Projevy mutaci, funkee komplexu

Komplex se podili na vzniku panozek nékterych typt Zivoéisnych bunék [Svitkina & Borisy
1999]. Pro kvasinky jsou ztraty jednotlivych podjednotek letdlni, pripadné zpisobi sniZeni

zivotaschopnosti ¢i privodi vazné fenotypové projevy [Winter & kol. 1999], u mysi hraje
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Arp2/3 komplex dulezitou roli pri fagocytose tukt v tenkém stievé [Zhou & kol. 2015].
V savéich vajecnych buiikdch ziejmé polymerace aktinu pomoci Arp2/3 komplexu vyvoldva
cytoplasmatické proudéni specifického druhu, které je dulezité ke spravnému umisténi
meiotického vieténka [Yi & kol. 2012].

Naproti tomu u rostlin mutace dramatické ucinky nemaji: Dochdzi sice napr. ke

zkrouceni trichomi, zméné usporadani aktinového cytoskeletu v pokozkovych burikdch listu a
¢astecné ztraté jejich lalocnatosti, ale celkovy vzrist prilis ovlivnén nebyva [Li & kol. 2003].
K fenokopii defektniho vyvoje trichomi vede aplikace cytochalasinu D, coz znaci, Ze spravnd
organisace aktinovych vldken je pro jejich normalni vzrist zdsadni [Szymanski & kol. 1999].
Morfologické vady pri absenci podjednotek Arp2/3 komplexu tedy zjevné souviseji
s naruSenim aktinové sité.
Delece podjednotky ARPC4 vyrazné postihne vrcholovy rist bunék, coz vede ke zmengeni
kolonii (¢epenky odstdlé), a vyusti v neschopnost sprdvné reagovat na svételny signdl
[Perroud & Quatrano 2006]. Ztrita proteinu ARP3 mda podobny vliv — buiiky prvoklicki se
takika neprodluzuji; kromé toho se nevytvareji pakorinky, takze se mech nemiize uchytit
v podkladu. U rostlin arp3 nebyla v mistech, kde by bunky za normdlnich okolnosti mély
rust, zaznamendna obvykld hvézdicovitd aktinova sit [Finka & kol. 2008].

Trebaze husenicek vykazuje mirnéj$i projevy mutaci, cytoskelet je zda zasazen
obdobné: Zatimco v bunkdch wt (wild-type, divoky kmen) se zpravidla vyskytuji jasné
definované oblasti s jemnou siti aktinu, nefunkéni podjednotka ARPC5 zplisobi chaotiénost
jejich rozlozeni. U trichomu to zjevné vede k jejich narusené expansi, u pokozkovych bunék
k pozorovanému omezeni vyvoje laloénatych vybézkt [Mathur & kol. 2003a].

V préci jsou predstaveny experimenty s mutanty arp2 a arpcd; lze tedy porovnat vliv
mutace jedné podjednotky, jez je klicova pro interakeci s nové vznikajicim vldknem, a jedné,
ktera se nachdzi spiSe na periferii komplexu. Vybrané publikované projevy (u husenicku)

shrnuje tabulka 1:

arpl arpcd

zkroucené listové trichomy, zvinéné korenové |zkroucené listové trichomy, zvinéné korenové
vlasky, pozménénd svazkovitost aktinovych |vlasky, pozménénd svazkovitost aktinovych
vldken v trichomech a burnikdch hypokotylu, |vldken v trichomech a shlukovani diktyosomu
snizend lalo¢natost pokozkovych bunék listii, |tamtéz, snizend lalo¢natost pokozkovych
narusend vakuoldrni fuse, mensi vzrist bunék listl, tvarové zmény bunék hypokotylu

rostlin
Tab. 1: fenotypové projevy mutaci podjednotky ARP2 nebo ARPC5 podle Mathur 2005
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Pro normdlni vzrist trichomt je patrné
nezbytnd souhra jak aktinového, tak
mikrotubuldrniho cytoskeletu (jak ukazuje
obrizek 2), a také cisteren Golgiho apardtu
[Sambade & kol. 2014]. Dilezitou roli
hraje i bunécénd sténa — hlavné gradienty

jeji mocnosti a strukturni riznorodost,

(ne)dovolujici difusni rist v daném misté.

Obr. 2: model vyvoje trichomu dle Sambade & kol. 2014;
nejdrive je v oblasti vznikajici vétve pfitomna aktinova
sit (Cervené), pak se utvari mikrotubularni prstenec (zelené)

Sitovina vldken nukleovanych Arp2/3 komplexem zrejmé ovliviiuje usporadani
aktinovych svazki, po nichz jsou dopravovany vacky obsahujici materidl pravé pro stavbu
stény; ta ma u trichomt mutanti arpc? v priméru témér dvojndsobnou tloustku ve srovnani
s wt, a tato navic se vzdédlenosti od Spicky prili§ neroste, jak tomu u nemutovanych rostlin
byvé. Sprazeni tvorby stény a ristu trichomu zde tedy plné nefunguje — moznd neni sladéna
synthesa celulosy s doddvkou dalSich stavebnich slozek, pripadné rozvoliujicich faktort.
Navic bylo zjisténo, ze velikost MDZ (microtubule-depleted zone, zéna prosta mikrotubuli),
ve wt trichomech zabirajici vrcholy vétvi, u mutanti arpc2 méné koreluje s tvarem vétve.

Posice této oblasti v mutantnich trichomech také nenf tak presnd [ Yanagisawa & kol. 2015].

Arp2/3 komplex a vakuoly
Ve vétsiné rostlinnych bunék zaujima (pri dobrém zasobeni vodou) centralni vakuola zna¢nou
¢ast objemu, leckdy az 90 %. Aktinovy cytoskelet (spolu s myosiny) ma na morfogenesi
vakuoldrniho systému znac¢ny vliv; podili se naptr. na tvorbé a udrzeni cytoplasmatickych
provazci [Higaki & kol. 2006].

Jak uz bylo zminéno v tabulce 1, nékteré mutace Arp2/3 komplexu vedou ke zméndm
v utvdreni vakuomu. Nefunkénost podjednotek ARP2 nebo ARP3 zapri¢ini vyskyt malych,
perifernich vakuol v trichomech, kdezto u wt rostlin tyto zpravidla nejsou pozorovany. Tento
fakt muze rovnéz prispét k narusenému tvaru trichomt [Mathur & kol. 2003b]. Také ve
svéracich burikdch priduchti maji mutace obdobny dusledek: U rostlin arp@ i arp3 vzroste
oproti wt 3 X az 4 X podil téch, jejichz vakuom je fragmentovany [Li-Chuan & kol. 2013].

Podobny fenotypovy projev (v pokozkovych bunkdch déloznich listti) popsala ve své
diplomové préci Petra Schiebertovd, a to u vSech dostupnych linii mutantnich v Arp2/3

komplexu — zvlasté pak u rostlin arped a arp2/arpesd [Schiebertova 2013].
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2.1.2. FORMINY

Kromé Arp2/3 komplexu maji rostliny pro nukleaci aktinu k disposici konservovanou rodinu
formina. Jejich FH1 (formin-homology, forminu pribuznd) doména védze profilin, FH2
doménou jsou pripojeny k vousatému, (+) konci mikrofilamenta [Kovar & Pollard 2004].
FH2 doména md dimericky charakter a tvori prstencovou strukturu pro vazbu dvou
aktinovych podjednotek [Otomo & kol. 2005]. Rostouci vldkno je nevétvené.

Béhem evoluce dochédzelo ke ztratdm i ziskim gent pro rtzné forminy; husenicek jich
mé 21 (FH1 az FH21), razenych do dvou tfid [Cvrékova & kol. 2004]. Jednotlivé isoformy
bezpochyby plni nejriznéjsi funkce; napt. formin FH4 véze (prostiednictvim GOE domény) i
mikrotubuly [Deeks & kol. 2010], nékteré také propojuji cytoskelet s endomembranami
[Cvrékova & kol. 2015].

V praci byly pouzivany rostliny defektni v genu pro FH1; tento je tzv. neprocesivnim
forminem — neziistdvd na (+) konci filamenta, nybrz se po jeho nukleaci presune na bok a
ucastni se vzniku silnych svazkt vlidken [Michelot & kol. 2006]. Kromé toho pronika
molekula tohoto forminu skrz membréanu a svou N-koncovou doménou je kotvena v bunécéné
sténé. Tim zajistuje pevné propojeni aktinovych vldken s extracelularnim prostorem
[Martiniere & kol. 2011].

2.1.2.1. Projevy mutaci
Poprvé byly fenotypové projevy spojené s nefunkénosti forminid popsdny u mysi; jednalo se o
zdvazné poruchy vyvoje ledvin nebo sristy koncetin [Kleinebrecht & kol. 1982]. Rostliny
mutantni v genech pro jednotlivé forminy casto vykazuji napr. zmény mnozstvi nebo
usporadani aktinovych vldken ¢i poruchy bunééného déleni a ristu pylovych lacek [van
Gisbergen & Bezanilla 2013].

Husenicek postrddajici funkéni formin FH1 md v buiikdch pozménénou svazkovitost
mikrofilament; tvar bunék korene a vrcholovy rist je naruSeny. Citlivéji reaguje na ptisobeni

cytoskeletdlni drogy latrunculinu (lat) B [Rosero & kol. 2013].
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2.2. AKTINOVY CYTOSKELET A H*-ATPasa
Nejznaméjsi funkei H'-ATPasy (enzymu §tépictho ATP, adenosintrifosfat) v buiitkdch bude

nepochybné okyselovani obsahu (nejen) vakuol, nicméné vyzkumy svédéi také o jejich
dal§ich, nekanonickych rolich. Tento proteinovy komplex, na prvni pohled nesouvisejici
s cytoskeletem, totiz interaguje s aktinovymi vldkny [Lee & kol. 1999].

Vazebnd mista pro aktin byla objevena na jeho podjednotce B [Holliday & kol. 2000];
posléze vyslo najevo, Ze podjednotka C je vazby schopna rovnéz [Vitavska & kol. 2003], a to
na monomerni aktin i na filamenta, a ze navic vldkna stabilisuje a dokonce se ucastni jejich
svazkovani [Vitavska & kol. 2005].

Trebaze uvedené skutecnosti byly zprvu zjistény u Zivocisnych bunék, ukédzalo se, Ze
také vsechny tii isoformy H'-ATPasové podjednotky B kédované husenitkem nasedaji na
(4) konce aktinovych vldken a podileji se na tvorbé svazkiu [Ma & kol. 2012].

Fakt, ze aktinovy cytoskelet ma spojitost s komplexem, jenz se vyznamné podili na
udrzovani rozdilnych hodnot pH v riznych bunéénych kompartmentech, podnécuje tvahy,
zda mutace aktinu nebo bilkovin, které se na néj vdzou, nemohou bunécénou ,mapu pH®
zménit. V dnesni dobé existuje rada latek, jichz se dd pouzit jakozto sensort pH. Pro pouziti
v bunécéné biologii se nabizi elegantni reseni spocivajici v transformaci geny, jejichz produkty
v zavislosti na kyselosti prostiedi méni barvu (napt. pHusion, viz podkapitolu 4.4.2), prip.

jiné vlastnosti.
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2.3. CYTOPLASMATICKE PROUDENI

Jiz italsky botanik 18. stoleti Bonaventura Corti pozoroval tzv. cyklosu v obrich, az 10 ¢cm
dlouhych burikdch internodii paroznatek [Corti 1774]. A pravé nékteré druhy zelenych ras
vykazuji jeden z nejrychlejsich toki cytoplasmy (desitky pm/s) ze vSech studovanych
organismu [Kamiya & Kuroda 1956], procez byvaji oblibenym modelem pro studium tohoto
déje. U husenitku dosahuje jeho rychlost v bunkdch hypokotylu hodnot kolem 4,8 pm/s
[Holweg 2007]. Coby funkce cyklosy byva tradiéné uvdadén rovnomérny rozvoz latek po
velkych burikdch eukaryot.

Proudéni pronikavé reaguje na podminky (nédsledujici tidaje plati opét pro bunky ras, a
to paroznatek, prip. sklenének): Carl Wilhelm von Négeli zjistil kolem poloviny 19. stoleti, ze
napt. pri zvySeni teploty z 1 °C na 10 °C se zrychli vice nez 7X [Hertwig 1920]; za
fysiologickych teplot je zdvislost priblizné linedrni — na 1 °C ¢ini prirtstek cca 3 pm/s

[Plieth & Hansen 1992].

v A Také uz se dlouho vi o komplexnim vlivu
ums? zareni ruznych vlnovych délek a intensit
o )
° o 0 [Biinning 1939]; po osviceni temnotné
60 - o — __9...060—02
evitlo o ;%+’*5°5 ° adaptované rasy modrym svétlem bézné
%4 zapnuto® o0 ° intensity se za 15 minut rychlost proudénf
/' :
50 l £ zvysi cca 0 30 % [Plieth & Hansen 1992],
4
oo o f % jak je vidét na grafu 1.
L5 prosms-oB?
o O )
40 f T T T -
0 L0 80 1200 %00 L

Graf 1: kfivka zrychlovani cytoplasmatického proudéni

v bunkach rasy, jez byla po 2,5hodinové tmavé periodé
ozarena modrou slozkou svétla 16W Zarovky (tzn. pres filtr),
podle Plieth & Hansen 1992

Cytoplasma proudi podél svazki aktinovych vlaken [Palevitz & kol. 1974]; jednotliva
mikrofilamenta v nich maji shodnou orientaci. Naruseni aktinového cytoskeletu aplikaci latB
v koncentraci stovek mol/l tok zastavi [Gibbon & kol. 1999], ale po vymyti drogy se tento
(Gasto v jinych pdsech, nez kde k nému dochédzelo predtim) diky znovuvytvoreni svazku
rychle obnovi [Foissner & Wasteneys 2000]. Modelovani hydrodynamiky tenké vrstvy
cytoplasmy bunék ras, vymezené dvéma vdlcovymi plochami (plasmatickou a vakuoldrni
membranou), odhalilo samousporaddvaci vlastnosti mikrofilament, diky nimz k takové

regeneraci mize dojit [Woodhouse & Goldstein 2013].
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Na cytoplasmatické proudéni md vliv téz naruSeni ¢innosti formini; dusledkem RNA
interference proti forminu FH3 je (v pylovych lackdch husenicku) cdstecnd ztrata jeho
smérovanosti a snizeni rychlosti cca o 45 % [Ye & kol. 2009]. Proudéni se znatelné
zpomaluje i plisobenim obecného myosinového inhibitoru 2,3-butandionmonoximu (BDM)

v koncentracich pres 10 mmol/l [Funaki & kol. 2004].

2.3.1. MYOSINY
Cytoplasmaticky pohyb je vyvoldn myosiny, krdcejicimi vzdy k (+) koncim aktinovych
vldken [Kersey 1976]. Myosiny (uvg, sval) byly extrahovany ze svalové hmoty Zab jiz
v 19. stoleti [Kiihne 1864]; dnes tyto motorické bilkoviny tridime do rodin I az XVIIIL
Cévnaté rostliny kéduji vyhradné myosiny rodin VIII a XI, konkrétné husenicek 4 a 13
zastupci [Reddy & Day 2001].

Byvaji to homodimerické proteiny s nékolika zdkladnimi doménami: hlavovou (kterd se
vdze na aktinové vldkno a Stépi ATP) na N-konci, kréni (obsahujici motivy bohaté na
sekvence 1Q, schopné vazby regula¢nich ligandi — napf. calmodulinu), Sroubovitou

(dimerisa¢ni) a ocasni (interagujici s nakladem) na C-konci [Sparkes 2010].

2.3.1.1. Myosiny VIII
Myosin VIII-1 byl viibec prvnim, ktery se u rostlin podarilo popsat [Knight & Kendrick-
Jones 1993]. Kromé néj dnes zndme jesté podobny myosin VIII-A a dédle myosin VIII-B,
ktery si je zase blizky s poslednim prislusnikem rodiny VIII, dnes nazyvanym VIII-2
[Golomb & kol. 2008].

Kromé ucasti pri endocytose [Sattarzadeh & kol. 2008] patrné reguluji propustnost
plasmodesmt [Radford & White 1998], zajistuji spravny rast fragmoplastu [Wu &
Bezanilla 2014] a hraji roli pri vzniku nové bunééné stény [Reichelt & kol. 1999].

2.3.1.2. Myosiny XI

Do rodiny XI patrii nejrychlejsi zndmé motorické proteiny. VySe zminéné zelené rasy kéduji
myosin kracejici rychlosti az 60 pm/s [Rivolta & kol. 1995], z tabdku byl isolovdn myosin
s 35nm krokem a vyslednou rychlosti 7 pm/s [Tominaga & kol. 2003]. Celkové nalézdme u
vyssich rostlin myosiny XI-A az XI-K a déle XI-1 a XI-2 [Sparkes 2010].

Pritomnost myosint XI je pro normdlni chod nitrobunéénych pohybti nezbytnd. Zda se
ovsem, Ze na né zpravidla nejsou napojeny treba primo organely, nybrz zvlastni druh
dopravnich vacki, nesoucich ve své membréané receptor MyoB. Ten obsahuje vysoce
konservovanou doménu DUF593 (domain of unknown function, doména s nezndmou funkei),
jez se vaze k ocasu myosinu [Peremyslov & kol. 2013]. Aktivnim transportem téchto

vesikulil je cytoplasmatické proudéni zirejmé pohdnéno (obrazek 3).

16



vvvvvv

Vypadd to vsak, ze otdzka, ktery z myosini XI je pro tento proces nejdulezitéjsi, stdle
nebyla uspokojivé zodpovézena. Smérovany tok cytoplasmy se totiz vicihledé zpomaluje pri
mutaci myosinu XI-2 [Tominaga & kol. 2013], zatimco rychlych presunid mitochondrii,
peroxisomii nebo ¢asti Golgiho apardtu se ucastni myosin XI-K [Avisar & kol. 2008]. Ve své
tloze se tento nicméné s dalsimi ¢leny tridy XI, prinejmensim XI-1 [Hachikubo & kol 2007]
a pravé XI-2, patrné vzajemné prekryva a dopliuje [Prokhnevsky & kol. 2008].

Active transport

Cytosol flow (Cytoplasmic streaming) of myosin-MyoB
compartment

o ® e D
®o N
0 St ——

. % O Other potential cargoes

(ER, organelles, F-actin)?

Nl oo O=o0 e

Myosin  MyoB Membrane Mitochondrion Peroxisome Golgi Carrier  mCherry-uNS
receptor cargo vesicle body

Obr. 3: model cytoplasmatického proudéni podle Peremyslov & kol. 2015;
mCherry-uNS = virovy protein oznaceny fluoroforem, pouzity autory ke stanoveni rychlosti proudéni
Kazdopadné myslenka, Ze motorisovany pohyb jednotlivych vacki k ustaveni
celkového cytoplasmatického proudéni — zejm. diky tenkosti kortikdlni vrstvy a znacné
vazkosti cytoplasmy — plné postacuje, byla podporena i pocitatovou simulaci nitrobunécéné
hydrodynamiky [Wolff & kol. 2012].
Jak jiz bylo receno, rychlost cytoplasmatického proudéni se u rostlin mezidruhové

znacné lisi. Bylo zjisténo, Ze exprese chimerického myosinu XI-2 s motorovou doménou
z paroznatky vyvold v burikdch husenicku zrychleni toku cytoplasmy a navodi téz prodlouzeni

rapiki, zvétseni listovych ¢epeli a vySsi vzrist rostlin [Tominaga & kol. 2013].
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2.4. POHYBLIVOST GOLGIHO APARATU

Rostlinny a zivocisny Golgiho aparat se svym charakterem znacné ligi. Zatimeo v burikach
zivocichui obvykle tvori stuzkovitou strukturu v tésném sousedstvi centrosomu [Siitterlin &
Colanzi 2010], u rostlin pozorujeme také malé, velmi motilni cisterny — diktyosomy (dixzwvo,
sit + coua, télisko), jak je roku 1910 nazval italsky patolog Aldo Perroncito [Mollenhauer
& Morré 1994]. Tyto ¢astice vykazuji notné interakce s tubuly endoplasmatického retikula
[Boevink & kol. 1998], avsak dodnes nebylo objasnéno, jestli se s nimi prechodné propojuji,
¢i s nimi komunikuji vyhradné prostrednictvim vacki [Robinson & kol. 2015]. Nevi se ani,
zda maji kontaktni mista na endoplasmatickém retikulu pevné umisténi, nebo se mohou tvorit
po celém jeho povrchu [Vildanova & kol. 2014].

Diktyosomy se po burice presouvaji jednak spolu s cytoplasmatickym proudénim (viz
predchozi podkapitolu), jednak priznacnymi stop-and-go skoky, rovnéz pohdnénymi myosiny.
Nezridka se téz po delsi dobu trepotaji zhruba na misté [Nebenfiihr & kol. 1999]. V okrscich
bunky s jemnou aktinovou siti se pohybuji prevdazné nesmérované, a to rychlosti < 2 pm/s,
kdezto v oblastech (atrichoblastu husenic¢ku) se silnymi svazky vldken dosahuji rychlosti az
7 pm/s [Akkerman & kol. 2011].

Prtimérnou rychlost diktyosomt v burikdch

M diktyosomy

tabdku uvadi graf 2. Vysledek pro wt je zde
1.0 B peroxisomy

porovnan s hodnocenim pohybu u mutantt

s overexpresi myosinovych ocasi — ty totiz

vysyti vazebnd mista na diktyosomech,

takze prislusné funkéni myosiny uz se

navazat nemohou [Avisar & kol. 2008].

Mean velocity (zm/sec)

EV X2 XI-F XI-K VII-1

Graf 2: primérna rychlost cca 400 diktyosom( pokoZkovych
bunék listl Nicotiana Benthamiana a jeji srovnani
s hodnotami pro peroxisomy podle Avisar & kol. 2008;
EV = kontrola, XI-2 az VIII-1 = rostliny overexprimujici
ocasni doménu prislusného myosinu

Nejen zdsahy do myosinového systému ovlivni chovéni Golgiho apardtu; k vyraznému
omezeni pohyblivosti diktyosomii dojde téz pri overexpresi forminu FH1. Zcela ochromena je
pak pri aplikaci latB [Martiniere & kol. 2011]. Jisté odchylky oproti wt byly pozorovany téz
v trichomech mutanti arpc? [Yanagisawa & kol. 2015], coz asi — vzhledem k tomu, jak

vyrazné jsou jejich trichomy zménéné a pokroucené — moc neprekvapi.
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3.

HYPOTHESY A CILE

Tato kratkd kapitola strucéné nastiriuje nékolik hypothes o vlivu mutaci dotéenych proteint

na jednotlivé studované déje nebo jevy a stanovuje cile préce.

Pohyblivost Golgiho apardtu v buiikach pokozky listu

Mutace Arp2/3 komplexu maji za nasledek zmény v organisaci aktinového cytoskeletu —
moznd i téch vldken, jez se podileji na pohybech Golgiho apardtu
= diktyosomy se budou chovat jinak.

Cilem je vhodnym zpisobem zhodnotit pohyblivost diktyosomt u wt a mutanti.

Cytoplasmatické proudéni v buiikdch korene/hypokotylu

Mutace Arp2/3 komplexu maji za ndsledek zmény v organisaci aktinového cytoskeletu —
moznd i téch vldken, po nichz jsou dopravovany vacky prispivajici k proudéni cytoplasmy
— a navic ovlivn{ i velikost centrdlni vakuoly (sila kortikdlni vrstvy je zménénd, pohyb
vackl na ni mé jiny ucinek)

= rychlost proudéni bude zménéna.

Mutace forminu FH1 zptisobi zménu ve svazkovitosti mikrofilament

= nevznikd tolik silnych kabelt vldken, proudéni bude pomalejsi.

Cilem je porovnat rychlost cytoplasmatického proudéni u wt a mutovanych rostlin.

Rozlozeni hodnot pH v rdamei buiiky

Mutace Arp2/3 komplexu vyvolaji snizeni mnozstvi volnych (4) konci aktinovych
vldken v buriice
= méné H'-ATPas se viZe na aktinovy cytoskelet; jejich rozmisténi bude zménéno, coz

ovlivni pH v rtznych kompartmentech.

m Cilem je zavést metodu méreni nitrobunééného pH a pouzit ji pro wt rostliny i mutanty.
Vakuoldrni systém
® Mutace Arp2/3 komplexu zpisobi fragmentaci vakuoldrniho systému a relativni

zmenseni centrdlni vakuoly.

Cilem je dosavadni vysledky zpresnit a kvantifikovat.
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4. METODIKA

4.1. STATISTICKE METODY

Statistickych testi se z principu nedalo uplatnit na vsechna data. Tam, kde to mozné je, byla
vypoéitana standardni chyba priméru (SEM, standard error of the mean), a v pripadech, kdy
to mélo smysl, bylo pro zjisténi vyznamnosti rozdili mezi vysledky pouzito statistickych
testli: Rozptylové analysy (Anovy) v pripadé, ze se vzdjemné porovnavaly vSechny vysledky
mezi sebou, a Studentova {-testu tehdy, vztahovalo-li se nékolik hodnot postupné k jedné
referencéni — tyka se situaci, kdy bylo treba porovnat vysledek pro wt rostliny s vysledkem

pro mutanty v témze proteinovém komplexu (arp2 a arpcd), ale ne tyto mutanty navzdjem.

4.2. MATERIAL
K vyzkumu byly pouzity jednak wt rostliny husenicku Arabidopsis thaliana (ekotyp

Columbia), jednak rostliny téhoz druhu nesouci T-DNA inseréni mutace v genech uvedenych
tabulkou 2:

ARP2 gen ¢. At3G27000; oznaceni mutanta SALK_077920.56.00
ARPC5H gen ¢. At4G01710; oznaceni mutanta SALK_123936.41.55
FHI1-1 gen ¢. At3G25500; oznaceni mutanta SALK_032981

FH1-1/ARPCS |zkvizené SALK_032981 X SALK_ 123936.41.55

XI-K/XI-1/XI-2 geny ¢. At5G20490, At1G17580 a At5G43900;
zkiizené SALK 067972 X SALK 019031 x SALK 055785
Tab. 2: geny, jejichz mutace nesly rostliny pouzivané pfi vyzkumu

4.3. PESTEBNI POSTUP

Nejdrive byla semena (po kratkém odmasténi v 96% ethanolu) 15 minut sterilisoviana 50%
roztokem Sava a ndsledné c¢tyrikrat proplachnuta sterilni vodou. V ni se alespoit dva dny
stratifikovala pri 4 °C, poté byla vyseta na Sikmé Petriho misky s poloviénim médiem
Murashigeho a Skooga (slozeni v8ech médii uvadi tabulka 3) a umisténa do kultivacéni
mistnosti s teplotou 23 °C a fotoperiodou 16 hodin.

Tyto in witro rostliny byly po nékolika dnech pouzivany k pozorovani a méreni,
pripadné byly presazeny do raSelinovych tablet Jiffy a dopéstovany v sadbovacich, aby se

ziskala semena pro dal§i generaci.
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1/2 MS (Murashige & Skoog)

pH upraveno pomoci KOH,
prip. HsPO, na 5,7;

sterilisovano pri 120 °C a
1,5 kPa po dobu 20 minut

10,0 g sacharosy

844 mg NH,NO;

3,17 mg H3;BO;

170 mg CaCl;

0,01 mg CoCly« 6H,0
0,01 mg CuS0O4+ 6H-0
19,1 mg disodné soli kyseliny ethylendiamintetraoctové
14,2 mg FeSO, « 7H,0
92,5 mg MgSO0,

8,65 mg MnSO, « H50
0,01 mg Na;MoO, « 2H50
0,43 mg KI

972 mg KNO;

87,0 mg KH,PO,

4,40 mg ZnS0O, « 7H,0
8,00 g agaru

LB (Luria & Bertani)

sterilisovdno autokldvovdanim

10,0 g peptonu

5,00 g kvasni¢ného vytazku
10,0 g NaCl

17,5 g agaru

YEB (Yeast Extract Broth)

sterilisovdno autokldvovdnim

5,00 g sacharosy

5,00 g peptonu

5,00 g masného vytazku
1,00 g kvasniéného vytazku
1,00 ¢ MgS0O,+ 7H,0

17,5 g agaru

SOC (Super Optimal Broth

s glukosou)

sterilisovano filtraci;

uchovavéno pri — 20 °C

3,60 g glukosy

20,0 g peptonu

5,00 g kvasni¢éného vytazku
0,50 ¢ NaCl

0,19 g KClI

0,95 g MgCl,

2,47 g MgSO4 . 7H20

Tab. 3: pouzivand média - roztoky uvedenych latek v destilované vodé (na 1 litr celkového objemu)
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4.4. VYTVORENI LINIi S VNESENYMI GENY

Za ucelem fluorescencéniho zviditelnéni bunéénych kompartmenti byly do rostlin vneseny
geny pro GFP nebo RFP. Pro méreni pH bylo tieba transformovat rostliny genem pro pH

sensor.

4.4.1. TRANSFORMACE GENEM PRO GFP

Zcéasti byla semena rostlin s fluorescenénimi markery ziskdna diky predchozim
transformacim, které provedla kolegyné Judith Garcia Gonzdles; kvili nizké tspésnosti byly
do nékterych linif vneseny geny znovu.

Kompetentni buriky Agrobacterium tumefaciens kmene C58C1 s plasmidem pGV2260
byly rozmrazeny na ledu. Do suspense bylo priddno 1,5 pl DNA (GFP marker pro Golgiho
apardt, spojeny s kanamycinovou resistenci, podle Nelson & kol. 2007), smés byla
promichéna, ponechdna jednu minutu v ledu, prenesena do vychlazené elektroporac¢ni kyvety
a sklepnuta na dno. Elektroporace (2 kV, 200 Q, 125,25 pF) probéhla v pristroji Bio-Rad
Gene Pulser Apparatus. Nasledné byl do kyvety vpraven 1 ml YEB média; vznikld suspense
byla vnesena do mikrozkumavky a umisténa na trepacku, kde se ndsledné 3 hodiny
kultivovala pri 28 °C a 180 otdckéch za minutu.

Poté byla vyseta na plotnu s LB médiem a antibiotiky (2 mg rifampicinu 4 1 mg
kanamycinu na 20 ml média) a péstovdna 3 dny pri teploté 28 °C. Byla odebrdna jedna
bakteridlni kolonie, pomoci klicky nanesena na sténu 100ml Erlenmayerovy banky s 10 ml
YEB média, 1 mg rifampicinu a 0,5 mg kanamycinu a vymyta do média. Kultivace probihala
24 hodin za stdlého trepani (180 otdcek/min). Potom bylo 600 pl inokula odebréno,
preneseno do litrové bailkky s 300 ml LB média a opét umisténo na trepacku, kde bakterie
rostly do druhého dne pri 28 °C. Bakterialni kultura byla centrifugovéna pri 4 °C a 3700 ¢
po dobu 15 minut. Supernatant byl odstranén, sediment rozceren do zbytkového objemu
kapalné slozky a preveden do 5% roztoku sacharosy s pridavkem smadcedla Silwett
(v koncentraci 0,05 %). Vznikld suspense byla nalita do vysokého odmérného vélce.

Sestitydenni rostliny byly zbaveny otevienych kvéti a nezralych Sesuli a
transformovany metodou floral dip: na 5 sekund celé ponoreny do vélce. Nésledné byly
vraceny do sadbovace, prekryty f6lii a ponechdany pres noc ve tmé. Po odstranéni félie se

pokracovalo ve standardni kultivaci a po dozrani semen byla sklizena T1 generace.

4.4.1.1. Selekee
Transformovand semena byla v mikrozkumavkdch sterilisovdna roztokem 25 ml 96%
ethanolu, 5 ml Sava a 15 pl smécedla Triton X-100 po dobu 10 minut a dvakrdt promyta

ethanolem. Po jeho odsati byla rozetrena po vnitrku zkumavky a suSena ve sterilnim
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prostiedi cca 2 hodiny. Vyschld semena byla vyseta na médium s pridavkem 1 mg
kanamycinu na 20 ml; semendcky bez vnesené resistence po nékolika dnech zaSly, prezivsi
exemplare byly dopéstovany do semen.

Kviili nizké uspésnosti bylo postupné pristoupeno ke snizeni koncentrace antibiotika na
polovinu, aby se zvysila Sance zdchytu mosaikovité transformovanych rostlin. V nékterych
pripadech nebyla selekce provedena kanamycinem, nybrz opticky pomoci fluorescenéniho

mikroskopu.

4.4.2. TRANSFORMACE GENEM PRO CIDLO pH

Z kodanské laboratore prof. Schulze byly obdrzeny vektory pro cytoplasmaticky (pK2GW7)
a apoplasticky (pMP3061) pH sensor pHusion — dle Gjetting & kol. 2012, viz dédle — a
vneseny do kompetentnich bakterii Escherichia coli (kmen JM109):

Suspense bakterii byla rozmrazena v ledové ldazni a smichdna s 3 pl DNA. Po
ptlhodinové inkubaci v ledu ndsledovala transformace metodou heat shock — vystavenim
teploté 42 °C na 60 sekund. Pak se smés 2 minuty chladila na ledu a byl k ni pridan 1 ml
SOC média. Kultivace trvala 1 hodinu a probihala na tiepacce (150 otacek/min) pti teploté
37 °C. Poté byly bakterie rozetieny na LB médium s antibiotikem (1 mg/20 ml; kanamycin
pro kulturu s plasmidem pro apoplasticky sensor, spektinomycin pro kulturu s plasmidem pro
cytoplasmaticky). Druhy den byly bakterie rozéarkovany a dalsich 24 hodin péstovany na
LB médiu; isolované kolonie byly odebrany sterilni Spickou a ta byla vhozena do
bakteriologické zkumavky s 3,5 ml tekutého LB média a prislusnym antibiotikem. Kultury
rostly pres noc na trepacce v Sikmém stojanku pri 37 °C a 150 otdckdch/min.

Suspense byly prelity do mikrozkumavek a centrifugovdany 5 minut pri 10000 g.
Supernatant byl odlit a hrdla zkumavek byla osuSena savym papirem. Do kazdé bylo pridano
250 pl rozéerovaciho €inidla a usazenina byla resuspendovéna Spickou pipety. Ndsledné bylo
vpraveno 250 pl roztoku navozujictho rozleptdni bunék a obsah zkumavek byl nékolikrét
promichdn otocenim dnem vzhiru. Po cca 4 minutdch bylo priddno 10 pl roztoku zdsadité
proteasy a smés byla ¢étyrikrat promisena obracenim zkumavek. Po dalsich 5 minutdch bylo
vpraveno 350 pl neutralisaéniho roztoku a zkumavky byly ihned étyrikrdt prevraceny.
Nasledovala 10minutové centrifugace pri 14000 g.

Supernatant byl prelit do odstfedovaci kolony vsazené v mikrozkumavee a
centrifugovan pri maximdlnich otdckach po dobu 1 minuty. Protekly obsah byl odstranén a
kolona naplnéna 750 pl promyvactho roztoku. Po dal$i minutové centrifugaci a vyliti
kapaliny bylo do kolony vpraveno 250 pl roztoku; ndslednd centrifugace trvala 2 minuty.
Kolona byla prenesena do ¢isté mikrozkumavky, vymyta pridinim 50 pl vody prosté nukleas

a centrifugovana 1 minutu. Cistota ziskané DNA byla zméiena technologii Nanodrop.
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Pripravena DNA byla natransformovana do Agrobacterium tumefaciens a baktere byly
péstovany (s kanamycinem nebo spektinomycinem) zptisobem uvedenym v podkapitole 4.4.1.
s tim rozdilem, Ze po 24hodinovém trepani ve 100ml bance byla zmérena optickd densita pri
A =600 nm (ODgp) a podle ni ¢ast suspense prenesena do nové bariky s 25 ml ¢istého YEB
média tak, aby vyslednd ODgp = 0,4. Kultivace pokracovala na tfepacce pri 28 °C po dobu
6 hodin (ODgpy dosdhla hodnoty 1,5) a pak byly suspense centrifugovany v 50ml
zkumavkach 10 minut pri 3000 g. Kapalnd slozka byla odlita a bakteridlni usazenina
resuspendovdna v 10 ml promyvaciho roztoku (10mM MgCl,). Centrifugace se opakovala;
supernatant byl znovu odstranén a sediment rozéeren ve 2 ml roztoku MgCl,. Po zméreni
ODsgp vzniklé suspense byla tato ve dvou variantdch naredéna do kokultivaéniho roztoku (viz

tabulku 4), aby vyslednd hodnota ODsg, ¢inila 0,3 a 0,6.

MS soli 1,1 g/

sacharosa 10 g/l

smédcedlo Silwett 20 pl/l
acetosyringon 200 pmol/l
Agrobacterium v roztoku MgCls|ODggp = 0,3 nebo 0,6

Tab. 4: slozeni kokultivacniho roztoku

Roztok byl po 1 ml naddvkovén do jamkové desticky a byly do néj ponoreny 4denni rostliny

(wt, arpl a arped). Dvoudenni kokultivace probihala potmé na trepacce (50 otdcek/min).

pHusion, éidlo pH

- e pHusion je sensorem pH. Sestdvd z EGFP

T (enhanced — greem  fluorescent  protein,
N zesilend zelené fluorescenéni bilkovina)
Iﬁle- ™ spojeného 5 aminokyselinami s mRFP
'&" (monomeric  red  fluorescent  protein,
@, - pKa =58 monomer c¢ervené fluorescencéni bilkoviny);
2 pomér intensit jejich fluorescenéni odezvy
© (viz graf 3) pri danych excitac¢nich
0'04 5 6 7 8 [¢] parametrech zdvisi na pH [Gjetting & kol.

pH 2012].

Graf 3: struktura proteinu pHusion a pomér intensit
fluorescence jeho dvou slozek pfi riznych pH
podle Gjetting & kol. 2012

Zatimco fluorescence EGFP prudce sldbne pti poklesu pH pod 6 [Patterson & kol. 1997],
odezva mRFP je za fysiologickych podminek podstatné stalejsi [Campbell & kol. 2002].
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4.5. STUDIUM POHYBU VACKU GOLGIHO APARATU

4.5.1. MIKROSKOPIE A VYBER DIKTYOSOMU

Byly pouzity 6denni rostliny wt, arp@ a arpesd s vnesenym GFP markerem pro Golgiho aparat
(viz vyse). Na konfokdlnim mikroskopu Leica TCS SP2 s nastavenou excita¢éni vinovou
délkou 488 nm byla vodnim objektivem 63 X porizena 60sekundova nebo 90sekundovd videa
kortikdlni vrstvy cytoplasmy bunék svrchni pokozky déloznich listti. Snimkovd frekvence
¢inila 1 obrazek za 3s, 1,5s nebo 0,64s (ddle uvddéno v jednotkiach [s/S]=
[sekunda/snimek] = [Hz"], ¢li 3s/S, 1,56s/S a 0,64 s/S). Byly vybrany ty ¢asosbérné
sekvence, u nichz béhem snimdni nedoslo k posunu roviny ostrosti, a pro analysu nacteny

programem Imaged.

4.5.1.1. Vybérovy rameéek

Na prvnim snimku kazdého videa byla
v misté bez zjevného smérovaného proudéni
vytyéena  zhruba  ¢tvercovd  oblast
zahrnujici priblizné 40 diktyosomu (viz
obrazek 4). Tyto byly sledovdany béhem
celého trvani zaznamu. Kazdy z téchto
diktyosomu byl pri v8ech exposicich (popt.
dokud nezmizel) oznaden zamérovacim
krizem;  vzniklé  soubory dat tedy

predstavuji ¢asovy vyvoj dvojic [x; y].

Obr. 4: priklad vybéru diktyosom{ k analyse jejich pohybu

4.5.1.2. Vybér skikavych vacku
Pro zajimavost a porovndni bylo také na porizenych zdznamech (nezdvisle na rameccich
z predchozi podkapitoly) vybrdno 5 az 10 obzvlast trhané se pohybujicich diktyosomt (ddle

oznacovany jako skakavé). Sledovany byly taktéz zamérovacim krizem, jak popséno vyse.

4.5.2. ZPRACOVANI DAT

K vyhodnoceni byly tdaje prevedeny do programu Libre Office Calc. X-ovd a y-ova
souradnice kazdé cdstice ze vSech snimki videa byly zobrazeny na bodovych grafech a
spojeny Carami, ¢imz vznikly mapy pohybu diktyosomt. Dalsi zpracovani dat zahrnovalo
sparovan{ vSech posic kazdého vacku s éasovou souradnici prislusnych snimki, vypocet vsech
meziexposi¢nich drah, urazenych jednotlivymi diktyosomy, a jejich prevod na odpovidajici

diléi rychlosti. Z téch byl jednak stanoven prumér, jednak byly (v jednotkdch pm/s)
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roztridény do intervala (0; 0,1), (0,1; 0,2), (0,2; 0,3), (0,3; 0,4), (0,4; 0,5) a (0,5; o0),
pripadné (0; 1), (1; 2), (25 3), (3; 4), (4; 5) a (5; o0). RozlozZeni bylo vyneseno skladanymi
grafy. Kromé nich byly pro nékolik ¢dstic sestrojeny spojnicové grafy v-t, zachycujici vyvoj
rychlosti jednoho diktyosomu béhem jeho pohybu.

Za t1celem porovndni vysledki experimentii, béhem nichz byly porizeny zdznamy
s rozdilnymi snimacimi frekvencemi, bylo nezbytné meziexposi¢éni interval sjednotit. Proto
bylo v souborech ¢asoprostorovych souradnic ziskanych z videi o frekvenci 1,5 s/S
vynechanim kazdé druhé posice dvojndsobné snizeno ¢asové rozliseni — takto ochuzend data
simuluji 2 X Fidsi snimkovani (3 s/S). Obdobné se postupovalo i v pripadé dat s frekvenci
0,64 s/S: Jednak byly zprumérovany vypocty ob jednu a ob dvé dvojice souradnic (vysledek
ne zcela presné, ale priblizné odpovida frekvenci 1,5 s/S), jednak byl proveden vypocet ,ob

~ 6

étyri“ (coz se blizi frekvenci 3 s/S).
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4.6. POZOROVANI CYTOPLASMATICKEHO PROUDENI

4.6.1. PRIPRAVA ROSTLIN A MIKROSKOPIE

Bylo provedeno nékolik druht pokust, vzdy s Sestidennimi rostlinami. Videa délky jedné
minuty byla béhem vSech popsanych experimenti porizena na mikroskopu Olympus Provis
AX70 objektivy 40X nebo 60X s pouzitim diferencidlniho interferenéniho kontrastu pomoci
programu NIS Elements.

4.6.1.1. Proudéni eytoplasmy v korenech a oSetfeni latrunculinem B

Z in vitro péstovanych rostlin (wt, arp?2, arpcs, fhi-1, fhi-1/arpcd a xi-k/xi-1/xi-2) byly
pripraveny prepardty; pro pozorovani byla vybrana oblast v blizkosti prvniho (nejmladsiho)
primordia postranniho kotene, snimalo se proudéni cytoplasmy v burikdch primdrni kiry.

Pro oSetfeni latrunculinem byly rostliny pres noc ponoreny do 300nM latB,
pripraveného ze zdsobniho 2,5mM roztoku (v dimethylsulfoxidu, DMSO). Néasledné z nich byl
vymyt jejich potopenim do ¢isté vody na 12 minut. Poté byly snimdny opét buriky kortexu
pobliz prvniho postranniho kotene. Béhem téchto experimenti byla pribézné provadéna
kontrolni pozorovani (bez vymyti, stdle v latrunculinu), aby se potvrdilo zastaveni proudéni.
Latrunculin
poskozeni nebo pozeru ze strany ryb. Je totiz schopna vylucovat smrtici nacervenalou
kapalinu; jednd se o smés t¥i chemicky podobnych latek heterocyklické povahy, obsahujicich
thiazolidinovy kruh: latrunculin A, B a C [Kashman & kol. 1980].

Pri¢inou toxicity latrunculinti je jejich destrukéni vliv na aktinovy cytoskelet, a to uz
v submikromoldrnich koncentracich [Spector & kol. 1983]. Tvori totiz komplex 1:1
s monomery aktinu, a tim branf jeho polymeraci [Coué & kol. 1987]. Pro Zivoc¢ichy muze byt
exposice jedu — napt. kvili inhibici cholinesterasy — fatdlni [Neeman & kol. 1975], u rostlin
je do znaéné miry vratnd: Sice se zastavi cytoplasmatické proudéni, ale po vymyti lat se toto

opét ustavuje.

4.6.1.2. Proudéni cytoplasmy v hypokotylech

Petriho misky s vysetymi semeny (wt, arp2, arpcd, fhi-1, fhi-1/arped a xi-k/xi-1]xi-2)
byly po 24 hodindch kultivace na svétle zabaleny na zbylych pét dni do neprusvitného papiru.
Cyklosa se u téchto etiolovanych semendckt sledovala ve spodni ¢dsti hypokotylu (vétsinou
ve druhé burice od jeho base), a to jednak bezprostiedné po vytvoreni preparatu (ti minuty
po vynéti plotny z temnostni kapsy), jednak po dalsich péti minutdch. Casem vsak bylo od
snahy o okamzité pozorovani upusténo, protoze jeho vysledky se od téch, které poskytlo

sniman{ po del§i prodlevé (jez navic umoznila peclivéjsi zaostrenf), témér nelisily.

27



Pro zajimavost byl proveden téz pokus s neetiolovanymi, na svétle péstovanymi
rostlinami (wt, fhi-1 a fhi-1/arpc5) — ke sledovani toku cytoplasmy byly v tom pripadé
pouzity buriky ze spodni tretiny zelenych hypokotyla.

4.6.2. MERENT RYCHLOSTI PROUDENT

Rychlost pohybu ¢édstic v cytoplasmé byla pro porovnani stanovena dvéma zptsoby:

a) Vybrand partikule byla pomoci zamérovaciho krize v programu NIS Elements oznacena na
kazdém snimku videa a poté byl soubor s jejimi souradnicemi na vSech fotografiich preveden
do programu LibreOffice Cale. Zde doslo k vypoctu vzddlenosti urazenych mezi jednotlivymi
exposicemi; vztazenim délky téchto diléich tuseku k ¢asu prechodu snimkit a ndslednym
zprimérovanim takto obdrzenych rychlosti byl ziskdn konecny vysledek, tedy primérna

rychlost dané ¢éstice za celou dobu jejiho pohybu. Bylo hodnoceno nékolik éastic.

b) Videa byla prevedena do programu ImageJ. V oblastech
cytoplasmy vykazujicich rychlé smérované proudéni byly
natazeny mérici tsecky a pomoci pridatné funkce byly
vytvoreny kymogramy (xdue, vina + pocdupe, pismeno nebo
dopis). Z téchto byly thly (viz obrazek 5) vSech smysluplnych
¢ar, stanovené tihlomérnou polopfimkou, zaznamendny do
programu LibreOffice Calc. Zde byly posléze provedeny
vypocty: Smér linii na kymogramu predstavuje rychlost
pohybu; plati primd dmeéra cotg ¢ ~ ». Pro hodnoty primeért

vSech cotg ¢ pro jednotlivé varianty experimenti, prepocitané

na rychlost, byly sestrojeny sloupcové grafy.

Obr. 5: kymogram s vyznac¢enym
thlem (¢), Casem (t) a drahou (s)
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4.7. ANALYSA VAKUOLARNIHO SYSTEMU

4.7.1. BARVENI A MIKROSKOPIE

Rostliny (wt, arp@ a arpcd) rizného stari byly pres noc ponoreny do 4p.M roztoku lipofilntho
barviva FM4-64 (jenz byl pripraven z 20mM zdsobniho roztoku v DMSO) a pozorovany
objektivem 63X s vodni imersi na konfokdlnim mikroskopu Leica TCS SP2 pri excitaci
vinovou délkou 514 nm. Byly zachyceny snimky svrchni pokozky déloznich listki, a to vzdy

v nékolika optickych rovindch. Cést obrazki byla pofizena na mikroskopu Zeiss LSM 5 Duo.

4.7.2. ZPRACOVANI A HODNOCENI OBRAZKU
Fotografie byly wupravovany v programu
ImageJ: 7Z vhodného snimku (ve stredni
roviné listové pokozky, kde se relativni obsah
vakuol v bunikdch jevi nejvyssim) byla v misté
ostrého obrazu vybrdna na styku tfi bunék
¢tvercova oblast (cca 600 pm2). Po event.
/ ‘ Upravé kontrastu a ndsledném pouziti funkce
pro vyhlazeni ¢ar byl vybér preveden do
bindrni, ¢ernobilé podoby (obriazek 6), aby

vynikly obarvené plasmatické a vakuoldrni

F.g membrany.

Obr. 6: priklad binarniho zobrazeni obarvenych
membran a ¢tvercového vybéru v programu Image)

Néasledné se zmérila plocha zaujimand centralnimi vakuolami a vztahla k celkové velikosti
vybérového okna. Hodnoceno bylo vzdy nékolik mist na kazdém souboru snimkt. Vysledky

byly vyneseny sloupcovymi grafy.

4.8. MIKROSKOPIE ROSTLIN TRANSFORMOVANYCH CIDLEM pH

Déloznf listky 6dennich semendc¢kt byly po dvou dnech v kokultivaénim roztoku (podkapitola
4.4.2) pozorovany mikroskopem Zeiss LSM 5 Duo s cilem poridit snimky, z nichz by se dalo
usuzovat na hodnotu pH v cytoplasmé nebo apoplastu rostlin wt, arp2 a arpcs.

Sensor pHusion sestavd z EGFP spojeného s mRFP; byla proto zvolena excitace
vinovymi délkami 488 nm a 558 nm, fotografie bunék svrchni pokozky listi byly porizeny
v zeleném a cCerveném kandle. Bohuzel, kvili nizké uspéSnosti transientni transformace a
nedostatku zkuSenosti s vicekandlovym snimdnim se nepodarilo zachytit témér Zddné

vvvvvv

klasickou stabilni transformaci wt rostlin i vybranych Arp2/3-mutanti.
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5. VYSLEDKY
Vysledky vSech tii hlavnich ¢asti prace jsou shrnuty grafy. Ma-li smysl hodnotit vysledky

statisticky, je na to v popisu grafu upozornéno; vyznamné rozdily jsou oznaceny hvézdickami
— dvéma pro p < 0,01 a jednou pro p € (0,01; 0,05) — a je pro né uvedena hodnota p: bud
primo v grafu ({-test), nebo v tabulce (Anova). Rozptylové usecky vzdy predstavuji
standardni chybu priméru (SEM). Vétsinou se rovnéz vztahuji k priméru ze vSech méren{
(tzn. pro pohyb diktyosomu k priméru vsech diléich rychlosti ze vSech experimentt, pro
cytoplasmatické proudéni k pruméru rychlosti vSech ¢dstic ze vSech pozorovani a pro plochu
vakuol k priméru ze vSech hodnocenych bunék vsech rostlin).

Jedinymi vyjimkami jsou grafy 9 a 10; zde SEM = chyba priméru pruméri
jednotlivych experimentii, nebot pro graf 9 by jiny vynos ani nebyl mozny a na grafu 10 by

usecky pro SEM celého souboru dat byly kvuli po¢tu diléich rychlosti nezobrazitelné malé.

5.1. POHYBLIVOST GOLGIHO APARATU
Pohyb diktyosomu v pokozkovych bunkdch déloznich listii je primo zndzornén spojnicovymi a
souradnicovymi grafy (kapitola 9, grafy 34 az 43), rozlozeni dil¢ich rychlosti ¢astic ukazuji

grafy uvedené zde. Kromé nich jsou tu shrnuty udaje o primérnych rychlostech.

5.1.1. VYBER DIKTYOSOMU RAMECKEM
5.1.1.1. Grafy rozloZeni rychlosti

Vyska obdélnikt riznych barev ve sloupcich grafi 4 az 8, 11 a 12 znac¢i pomérné zastoupeni

dil¢ich rychlosti z prislusnych intervali. Nezdvislé experimenty jsou ocislovany.

Experiment 1 (90s ziznam, frekvence 0,64 s/S, vybér 32 é¢dstic v jedné buiice)

100
904 Legenda ke grafim 4 az 8 a ke grafu 11:
<
= 80 - B v > 05pm/s
% 07 B v€(0,4 pm/s; 0,5 pm/s)
g 28_ v € (0,3 pm/s; 0,4 pm/s)
EZ 404 v € (0,2 pm/s; 0,3 pm/s)
=
; 304 B v»€(0,1 pm/s; 0,2 pm/s)
§ 20 - B »<0,1pm/s
S 104

0 .
Wt0,64 s/S th,B s/S WtB s/S

Graf 4: rozlozeni rychlosti diktyosom{ (vlevo 1 snimek za 0,64 s,
uprostred prepocteno na 1 snimek za 1,5 s, vpravo na 1 snimek za 3 s)

30



Je vidét, ze v prvnim sloupci grafu 4 nemaji rychlosti z intervalu (0,1 pm/s; 0,2 pm/s)

vibec zddné zastoupeni a naopak podil nejvyssich rychlosti je oproti dal§im sloupctim

vyrazné vyssi. Jednd se o prirozeny disledek prilis vysoké frekvence snimédni (a prilis

nizkého rozliseni obrazkd); bude rozebriano v podkapitole 6.1.2. Mezi druhym a tretim

sloupcem jiz zdaleka takovy rozdil nenastal. Pti dal$ich experimentech jiz frekvence 1 snimek

za 0,64 s nebyla pouzivéna:

Experiment 2 (60s ziznam, frekvence 1,5 s/,

vybér 42, 45 a 39 édstic v jedné buiice)

0 -

100 -
— 90+~
3 4
: 80

= 04
= 60+
Z 50+
=
% 40
Z 304
g

S 204
k2

101~

wt

arpl

arpcd

100 -
90+
80 -
70
60+
50+
40+
30+
20 -
10+

0_

¢etnost rychlosti [procenta]

wt arpl arpcd

Grafy 5 a 6: rozlozeni rychlosti diktyosomd (vlevo snimek za 1,5 s, vpravo prepocteno na snimek za 3 s)

v

intervalem) podobné jako v pripadé prvniho experimentu.

Experiment 3 (60s ziznam, frekvence 3 s/S, vybér 38, 39 a 42 édstic v jedné buiice)

0 -

100 -
— 904
3 1
= 80

= 04
= 604
2 50+
e
SREUES
= 304
g

S 20+
k>

101

wt

arpl

arpcd

Z udaji o snimaci frekvenci zdznamu,
porizenych béhem nezdvislych experimenti,
plyne, Ze vzdjemné ekvivalentni jsou jednak
treti sloupec grafu 4 s celym grafem 6 a
celym grafem 7 (vSechno 3 s/S), jednak
druhy sloupec grafu 4 s celym grafem 5
(1,5 8/S).

Graf 7: rozloZeni rychlosti diktyosom& (1 snimek za 3 s)
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Priméry rozloZeni (vse prepoéteno na 3 s/S)

Priméry vysledki experimenti (1), 2 a 3 ukazuji grafy 8 a 9. Graf 8 predstavuje vynos

pramért vSech dat ze vSech experimenti, a to stejnym grafickym zptisobem jako grafy 4 az

7. Na grafu 9 je vidét pomérné zastoupeni rychlosti diktyosomii vyssich nez zvolené hrani¢ni

hodnoty — jednd se tedy o podobné vyjadreni jako na grafech 4 az 8, pouze jinak zobrazené,

aby bylo mozZno snadnéji porovnat vysledky pro wt, arp@ a arpcd a také stanovit SEM.

100
. 904
3 1
= 80
= 701
= 604
Z 504
=
EREURE
Z 304
g
£ 20
S 104
0_

wt

arpl

arpcd

112 D (wt)
84 D (arp2)
81 D (arpcH)

¢etnost rychlosti [procental]

01 02 03 04 05
rychlejsi nez [pm/s]

Grafy 8 a 9: vlevo primérné rozlozeni rychlosti diktyosomd, vpravo ¢etnost rychlosti vyssich nez dana
hodnota (wt m: primér dat z experiment(l 1, 2 a 3; arp2 m a arpc5 m: prdmér dat z experimentd 2 a 3);

D = diktyosom

Empiricky bylo stanoveno, ze rychlost < 0,2 pm/s lze ve vétsiné pripadu poklddat za

klid. Druhou trojici sloupcti v grafu 9 je tedy mozno chédpat jako procentudlni zastoupeni

¢asu, ktery diktyosomy v pruméru stravi zjevnym pohybem.

5.1.1.2. Prumérné rychlosti (3 s/S)

v

pramér ryc
=
—t
|

112 D

wt

0,4
2
E *k
=2 0,3 ! < 0,0001
=
S
= 0,21

84 D

arpl

81D

arpcd

Prostd prumérnd rychlost cdstic ze vSech
prechodt snimki pri vSech experimentech
je zachycena grafem 10, ktery zahrnuje téz

statistické vyhodnoceni.

Graf 10: primérné rychlosti diktyosomd (wt: prlimér dat
z experimentl 1, 2 a 3; arp2 a arpc5: prdmér dat z exp. 2 a 3);

statistické hodnoceni - t-test proti wt; D = diktyosom
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5.1.2. VYBER SKAKAVYCH DIKTYOSOMU

5.1.2.1. Grafy rozloZeni rychlosti
Graf 11 zobrazuje tentyz vynos zastoupeni rychlosti jako grafy v podkapitole 5.1.1.1.; jak
vidno, tato volba intervalt pro néj neni prili§ vhodna. Proto je zde uveden také graf 12, kde

majf intervaly desetindsobnou velikost (po 1 pm/s):

Vybér 10, 6 a 10 castic z experimentii 2 a 3 (3 s/S)

100 100
— 90— — 90—
3 1] &) i
g 80 z 80
S 70+ S 70+
= 604 = 604
Z 50+ 2 504
< <
=, 40 +- =, 40 -
< 309 = 309~
£ 204 £ 204
S 104 S 104
0- 0-
wt arpl arpcd wt arpl arpcd

Grafy 11 a 12: rozlozeni rychlosti diktyosomd (1 snimek za 3 s, pfipadné prepocteno na tento parametr);
vlevo graf se stejnym barevnym znacenim jako v podkapitole 5.1.1.1, vpravo byly intervaly 10x zvétSeny:
v<1lum/s, v & (lum/s; 2 um/s), (2 um/s; 3 um/s), (3 um/s; 4 um/s), (4 um/s; 5 um/s)a v >5 um/s
(vybér z experiment( 2 a 3)

5.1.2.2. Prumérné rychlosti (3 s/S)

3.0 Graf 13 opét zndzornuje prumérné rychlosti
7 s ¢astic pri v8ech prechodech snimki; zde pro
g ’ vybér skdkavych diktyosomt, k nimz se
E 2,0 vztahuji grafy 11 a 12. Statistické
n
§ 1,5 - hodnoceni zde kvuli zpisobu vybéru ééstic
o
= (a malému mnozstvi dat) nemd smysl.
N 170 T
=
2 0,5-

0,0

wt arpl arpcd

Graf 13: primérné rychlosti skakavych diktyosom
(vybér z experiment( 2 a 3); D = diktyosom
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5.2. CYTOPLASMATICKE PROUDENI

Rychlost toku cytoplasmy ukazuji grafy 14 az 21. Graf 14 je jedinym, pro néjz byly hodnoty
ziskdny ruénim sledovanim ¢dstic pomoci zamérovaciho kiize, a zdroven jedinym, pro néjz —
vzhledem k malému mnozstvi dat — nebyla zpracovana statistika. VSechny ostatni zndzornuji

vysledky méreni kymogramy a jejich zdrojovd data byla statisticky testovdna.

5.2.1. KORENY
Grafy 14 a 18 zobrazuji rychlost cytoplasmatického proudéni v bunikdch primdrni kiry
korene. Zatimco v pripadé grafti 14 az 16 se jednd o vysledky zmérené na nijak neoSetrenych

rostlindach, grafy 17 a 18 se tykaji rostlin, z nichz byl po celonoénim piisobeni vymyt latB.

7,0 7,0
E £ 60 N
= 5,01 = 5.0
= =
% 4,0 % 4,0 -
£ 3,0- 2 3,01
E Z 3B 3B 3B
= 207 EZ 2O 3R I3R 11R
[
= 1,0 = 1,0 220C 165 C 199 C

0,0 0,0+

wt arpl  arpcd wt arpl  arpcd

Grafy 14 a 15: rychlost proudéni v kofenech (vlevo sledovani ¢astic zamérovacim kfizem v programu NIS
Elements, vpravo pomoci kymogram{ v Image)); statistické hodnoceni (graf 15) - t-test proti wt;
B = pocet biologickych opakovani, R = rostlina a C = ¢astice

7,0 Mutant xi-k/xi-1/xi-2 vykazoval podle
Z 6.0 *F | otekdvani tddové pomalejsi proudéni
~ ) EES T| T
g 5.04- I cytoplasmy nez ostatni rostliny.
=
£ 404
g -
g 3,04 wt 3SXmyo | [fhi-1 fhi-1/
= hodnota p 5
'2 2,0 1. arpc
S wt — < 0,001, 0,694 0,900
SRR 3 Xmyo <0001 — |<0,001 < 0,001
0,0~ i-1) | 0,694 | <0,001| — 0,540
Wb BXmyo fhI-1 s |mi-tjarpes| 0900 | <0001] 0540 | —

Graf 16: rychlost proudéni v korfenech

(3xmyo = mutant xi-k/xi-1/xi-2);

statistické hodnoceni - Anova;

B = pocet opakovani, R = rostlina a C = ¢astice
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rychlost proudéni [p.m/s]
rychlost proudéni [pm/s]

wt arp  arpch

Grafy 17 a 18: rychlost obnoveného proudéni v kofenech po vymyti latB;
statistické hodnoceni - t-test proti wt (vlevo), Anova (vpravo);
B = pocet opakovani, R = rostlina a C = astice

5.2.2. ETIOLOVANE HYPOKOTYLY

Grafy 19 a 20 zndzornuji rychlost cytoplasmatického proudéni v buikéch etiolovanych
hypokotyla. Graf 19 ukazuje jednak rychlost zmérenou na videich, ktera byla — po vytvoreni
prepardti z rostlin péstovanych ve tmé — porizena bezprostredné, jednak rychlost, kterou

buiiky vykazovaly po dalsich 5 minutéch.

7,0 -
= B 0,015
g 6’0_: 50006
= 5,0
=
£ 404
=
(@)
2 3,04
4; — — ]
S 2,04
= 1,04

0,0

wt  arp? arpcd wt arpl arped
3 minuty 8 minut

Graf 19: rychlost proudéni v etiolovanych hypokotylech (vlevo po 3 minutach od

vynéti z temnostni kapsy, vpravo po dalSich 5 minutach pod zhasnutym mikroskopem);
statistické hodnoceni - t-test proti wt pro levou a pravou trojici hodnot;

B = pocet opakovani, R = rostlina a C = astice
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rychlost proudéni [p.m/s]

t 3X 1-1 1-1
hodnota p v mye | [ fui-1]
arped
wt — < 0,001 | <0,001| 0,038
3 Xmyo < 0,001 — < 0,001 | < 0,001
0,0 - 1-1 <0,001|< 0,001 — 0,552
wt 3 Xmyo fhi-1 fhi-1] M
arpcd fhi-1/arpes | 0,038 | <0,001| 0,552 —

Graf 20 vyjadruje

rychlost

proudéni

cytoplasmy po cca 8 minutdch od osvétleni

rostlin kultivovanych ve tmé.

Graf 20: rychlost proudéni v etiolovanych hypokotylech
(3xmyo = mutant xi-k/xi-1/xi-2);
statistické hodnoceni - Anova (v zajmu prehlednosti neni
hvézdickami oznacen extrémni rozdil mezi myosinovym
mutantem, negativni kontrolou, a vSemi ostatnimi);
B = pocet opakovani, R = rostlina a C = astice

5.2.3. ZELENE HYPOKOTYLY

7,0

6,0

9,0+
4,0
3,0 1
2,0 1
1,0
0,0 -

rychlost proudéni [p.m/s]

fii-1]
arpcd

fhi-1

wt

Graf 21: rychlost proudéni v neetiolovanych hypokotylech;
statistické hodnoceni - Anova; 5
B = pocet opakovani, R = rostlina a C = astice
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Rychlost proudéni v bunkach zelenych,
neetiolovanych hypokotyli uvadi graf 21.



5.3. ROZLOZENI pH V BUNCE
Obrazky 7 a 8 byly porizeny pomoci konfokdlntho mikroskopu; jednd se opét o pokozkové

buniky déloznich listi, tentokrat 6dennich rostlin transientné transformovanych genem pro
pHusion, ¢idlo pH. Zachycuji signdl dvou fluorescencénich kandlii — v zeleném sviti molekula
EGFP, v ¢erveném protein mRFP (fotografie nebyly nijak upravovany). Ackoli jde o jedny
z mala solidnich snimki, které se podarilo ziskat, je patrnd preexponovanost cerveného

kandlu, znemoznujici hodnoceni fluorescenéni intensity.

Obr. 7 a 8: pokozkova burika wt exprimujici EGFP (zeleny kandl) a mRFP (Cerveny kanal); zvétSeni 63x
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5.4. VAKUOLARNI SYSTEM
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Graf 22: obsah vakuol na rfezu (4denni rostliny)

Grafy 22 az 33 zobrazuji pomérnou plochu
centrdlnich vakuol v méricich rameccich na
optickych tezech pokozkovymi burikami
déloznich listi 4- az 14dennich rostlin.
Kazdy graf predstavuje nezavisly pokus
s nékolika rostlinami. Pismenem n je
oznacen celkovy pocet méreni; statisticky

byl hodnocen pouze souhrnny graf 33.
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Grafy 23 a 24: obsah vakuol na fezu (5denni rostliny)
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Grafy 25 a 26: obsah vakuol na fezu (6denni rostliny vlevo, 7denni vpravo)
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Graf 27: obsah vakuol na rfezu (8denni rostliny)
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Grafy 28 a 29: obsah vakuol na fezu (9denni rostliny)
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Grafy 30 a 31: obsah vakuol na fezu (10denni rostliny vlevo, 11denni vpravo)
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Graf 32: obsah vakuol na rfezu (14denni rostliny)

Vakuoldrnim systémem pokozkovych bunék
déloznich listi 14dennich rostlin se ve své
diplomové prdaci zabyvala také Petra
Schiebertova (2013).

Objemovy podil zaujimany v burikdch hlavnimi vakuolami lze na zédkladé znalosti

pomért v optickych rezech odhadnout: Necht obsah vakuol tvori napr. 90 % plochy snimku;

prostorové pak budou zaujimat priblizng 0,9”° = 0,854, ¢li asi 85 % objemu bunék.

Samoziejmé se jednd pouze o hrubé priblizeni, nebot vychézi z predpokladu isotropie (a ten u

pokozkovych bunék ani zdaleka neni splnén), a pro vysledky uvedené v této préci je kvuli

zpusobu, jakym bylo méreni provddéno, ani

k méricim étvercim, nikoli bunkéam.

Primérny obsah vakuol
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nelze patriéné pouzit: Grafy se vztahuji

Graf 33 vznikl zprimérovanim vysledki
zobrazenych grafy 22 az 32. Jednd se tedy
o primér ze vsSech hodnocenych snimku

vSech rostlin.

Graf 33: obsah vakuol na fezu (priimér ze vsech zmérenych

bunék vsech hodnocenych 4- az 14dennich rostlin);

statistické hodnoceni - t-test proti wt; R = rostlina
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Strucénou fotodokumentaci optickych rezl, na nichz je rozdil ve strukture vakuomu
bunék svrchni pokozky déloznich listi mezi rostlinami wt a mutanty arp2 a arpcd jasné

patrny, nabizeji mikrofotografie z konfokdlnitho mikroskopu (obrazky 9 az 12).

Obr. 9 a 10: pokozkové bunky délozniho listu wt (vlevo) a mutanta arp2 (vpravo) barvené FM4-64;
zvétSeni 63x

Obr 11 a 12: pokozkové buriky délozniho listu wt (vlevo) a mutanta arpc5 (vpravo) barvené FM4-64;
zvétSeni 63x
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6. DISKUSE

6.1. POHYBLIVOST GOLGIHO APARATU

6.1.1. VOLBA ROSTLINNEHO MATERIALU A VYBER DIKTYOSOMU
P#i hodnoceni motility Golgiho aparatu nastdvaji potize se zajisténim nevychylenosti vybéru
jeho véackia k pohybové analyse. Samotnd volba kortikdlni vrstvy pokozkovych bunék
déloznich listi obecnost vyzkumu omezuje, nicméné napt. protahlé buriky korene nebo
hypokotylu by se pouzit nedaly, neb tyto vykazuji znaéné smérované cytoplasmatické
proudéni, které diktyosomy strhdvd, ¢imz pozorovani jejich typickych stop-and-go preskoki
znemoznuje. Stejné tak sledovéni hlubsich oblasti bunék listu, kde se cisterny vyskytuji
predevs§im v transvakuoldrnich provazcich, by spiSe slouzilo ke stanoveni rychlosti proudéni
cytoplasmy (mimo to by takové studium bylo znacéné obtizné kvtli trojrozmérnosti pohybi;
naproti tomu kortikdlni vrstva pokozkovych bunék je pomérné plochd). Pravé odlisit dva
zakladni typy pohybu diktyosomi — a pokud mozno prispévek toku cytoplasmy pri hodnoceni
co nejvice eliminovat — bylo cilem této faze vyzkumu.

Stari rostlin (6 dni) bylo zvoleno po dobrych zkuSenostech s mikroskopii takto malych
semendcku (listky jsou poddajné a pod kryecim sklem se snadno vyrovnaji, pri préci

s rostlinami nedochdzi k jejich nadmérnému poskozovani).

6.1.1.1. Vybérovy ramecek

Co se tyce zptsobu, jakym byly na videich vybirdny konkrétni diktyosomy, po zvazeni a
vyzkousen{ rtiznych metod bylo v zdjmu zachovani maximdlni systemati¢nosti pristoupeno
k rozboru motility v8ech vacki vybranych na prvnim snimku rdmeckem, a to béhem celé
délky zaznamu. I tento pristup ovSem nardzi na obtizné splnitelny pozadavek vybérové
rovnomérnosti — ndhodné prilozeni ¢tverce dané velikosti do okna videi by éasto mélo za
nasledek, ze v nékterych pripadech by byla hodnocena oblast kortikdlni vrstvy pobliz usti
cytoplasmatického provazce, kde je veskeré chovdni znacné ovlivnéno smérovanym
proudénim, zatimco jindy by do vybraného vytezu zddny provazec nezasahoval, tudiz by
v ném prevazovaly diktyosomy se stop-and-go pohybem.

V této prdci byl ramecek vzdy vytycen v misté, kde se naruSeni provazci jevilo
minimalnim. Pro znacéné rozdily v plosné hustoté rozloZeni cisteren mezi jednotlivymi
zaznamy nebyla velikost ¢tverce zvolena pevné, nybrz tak, aby zahrnoval priblizné 40 vacki.
Volba takového mnozstvi vychazi z faktu, Ze se mdlokdy podarilo nasnimat video, na némz by
se nasel souvisly okrsek spliujici uvedenou podminku, ktery by obsahoval vice diktyosomt.
Uskali této metody pfirozené také tkvi v subjektivité a vybér zatézuje systematickd chyba,

avsak vysledky nezavislych experimenti by pri tomto pristupu mély byt porovnatelné.

42



6.1.1.2. Vybér skdkavych vacki

Podobné krajné subjektivni metody se v literature zabyvajici se pohyby organel prekvapivé
casto vyskytuji. Zde byl tento pristup uveden pro ukazku, jak vyrazné se jeho vysledky lisi
vySe popsany postup s vybérovym rameckem je optimdlni, avSak rozhodné lépe popisuje
prumérné chovani zkoumanych objekti, a ne jen jejich specidlni subpopulaci.

6.1.2. SNIMACI FREKVENCE

P7i porizovani videi je treba vhodné zvolit casovy odstup mezi snimky, nebot kratsi snimaci

interval zdanlivé zvysi jednak podil zaznamenanych vyssich rychlosti, jednak rychlost

prumérnou. To lze vysvétlit ndsledujicimi jevy (viz obrazek 13):

a) b) a) Pri ridSim snimkovédni bude v mnoZiné

_ - zmérenych rychlosti ¢dstic pohybujicich se

zhruba primocare, ale nerovnomérné,
15 snizeno zastoupeni extrémnich hodnot -
7
chvilkovd maxima a minima totiz nékdy
158 {5 g
nebudou zaznamenéna.
38

b) Nizsi snimaci frekvence casto neodhali
skokové zmény sméru pohybu sledované
partikule — mnoho ziskanych velikosti

1o rychlost{ bude prili§ malych, skutecnosti

fakticky neodpovidajicich.

Obr. 13: interpretace dat o pohybu snimaném
rlznou frekvenci vede k rliznym vysledkdm

Optimédlni presnost analysy by teoreticky poskytlo snimdni s co nejkrat$im intervalem;
zde oviem do vyzkumu promlouvaji technickd omezeni (nehledé na to, Ze ¢asovd narocnost
zpracovani dat by se limitné blizila nekonecénu): Rozliseni obrazkt ma své hranice, a pri velmi
vysoké frekvenci neni mnohy pohybujici se diktyosom tak rychly, aby béhem kratického
prechodu snimku prekonal vzddlenost hrany jednoho pixelu, tudiz je jeho poloha pri
hodnoceni ¢asto nékolik oken po sobé zaznamendna tymiz souradnicemi. V okamziku, kdy se
dostane spise do plochy sousedniho pixelu, je jeho x-ovd nebo y-ova souradnice (pripadné
obé) zménéna o 1. To sice predstavuje nejniz§i moznou detekovatelnou drahu, ov§em po
jejim prepocteni na diléi rychlost vyjde neredlné vysoké cislo — a¢ se jednd o soucet
prispévki diléich trajektorif, urazenych béhem nékolika mezisnimkovych intervall, je mu pri

analyse mylné prirazen interval jeden (a to velmi kratky).
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Tento efekt logicky prilis neovlivni primérné rychlosti, zato jejich rozlozeni zcela
nejsou zaznamendny vibec). Vzniku téchto zavadéjicich vysledkl lze do jisté miry brénit
dodateénym znaénym zvySenim rozliSeni jiz existujicich videi, avSak tim muze nastat problém
s nednosné rostouci velikosti souborti; obrovské datové objemy se (nejen) programem
Imaged obtizné nacitaji.

V této praci jsou predstaveny predevsim vysledky rozboru videi o frekvencich 1 snimek
za 1,5 s a 3 s. Pri takovych parametrech jesté potize s nedostateénym rozlisSenim obrazki
prilis nenastdvaji, a rozdily mezi vystupy z hodnoceni zdznami o rtznych frekvencich lze
takrka vyluéné priéist jeviim zndzornénym na obrdazku 13. Naproti tomu snimkovani jednou
za 0,64 s jiz k technickym problémim analysy vede, a proto je vhodnéjsi pri hodnoceni takto
ziskanych dat jejich ¢asové rozliSenf snizit.

6.1.3. ZPRACOVANI ZISKANYCH DAT

Ze spletitych souradnicovych (podkapitola 9.1.) nebo slozitych spojnicovych (podkapitola
9.2.) vynost, zachycujicich skakavy pohyb diktyosomii, lze jen s obtizemi usuzovat na néjaké
rozdily mezi wt rostlinami a mutanty. Naproti tomu grafy rozlozeni rychlosti (podkapitola
5.1.) predstavuji prehlednéjsi zptisob, jak pohyblivost diktyosomt hodnotit.

P7i porovndvani méreni z riznych experimentt je sice tfeba vénovat pozornost snimaci
frekvenci (kvili jevim popsanym v predchozi podkapitole), ale jejich vysledky lze snadno
zrovnocenit, obzvlast pokud sniméni probihala frekvencemi celo¢iselné nasobnymi — v tom
pripadé sta¢i pri hodnoceni videa s hustSim snimkovanim postupovat ob jednu (dvé, tri, ...)
dvojici/e souradnic.

V této praci byly pouzity zdznamy o frekvencich 3 s/S, 1,5s/S a 0,64 s/S: Pri
prepoctu dat s rozlisenim 1,5 s/S na 3 s/S zjevné potize nenastanou; horsi situace panuje
v pripadé frekvence 0,64 s/S — prevod na 1,5s/S byl reSsen zprimérovanim vysledku
vypo¢ti ob jednu (1,28 s/S) a ob dvé (1,92 s/S) dvojice souradnic, coz kyZenému parametru
1,5 s/S tdplné neodpovidd, a k transformaci na 3 s/S se dospélo vypoétem ob étyri, coz
rovnéz neni zcela presné. Nicméné chyba prepoctu ¢inf jen asi desetinu jednotky s/S.

Ke stanoveni hranice mezi klidem a pohybem bohuzel neexistuje zadny obecné
pouzitelny ndvod. Vzhledem k priméru diktyosomu (necely 1 pm) je ovSem jakdkoli zména
polohy mensi nez cca 0,2 pm znacné spornd (skuteéné kmitdni, jakoz i velmi pomaly
smérovany pohyb se tézko odlisuji od fluktuaci fluorescence apod.), tudiz byly za mezni

hodnotu zvoleny pravé 0,2 pm.
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6.1.4. VYSLEDKY
Zhodnotit komplexni informace, které pohybova analysa poskytla, je nesmirné problematické.
diktyosomu a vysledky, které se vztahuji k vac¢kim vybranym rameckem.

Primérné rychlosti pro wt, arp@ a arpc) lze sice porovnat snadno, ale vyvstava otdzka,
co takovy udaj vlastné znamend a jaky md — vzhledem ke krajni neusporddanosti chovani
diktyosomt — smysl. Napr. Avisar & kol. sledovali tictyhodny pocet ¢astic v pokozkovych
burikdch tabdku a stanovili (pri snimaci frekvenci 1 exposice za 2 sekundy) primérnou
rychlost diktyosomii nemutovanych rostlin na cca 1,11 pm/s. Coz je znatelné vice, nez bylo
v této préci zjisténo pri metodé vybérového ramecku (zhruba 0,24 pm/s), ale méné, nez kdyz
byly subjektivné vybirany skdkavé vacky (priblizné 2,25 pm/s). To vSak (odhlédneme-li od
faktu, Ze pouzivali jinou rostlinu) neprekvapi, jelikoz dotyény tym si na snimeich zdznami,
které poridil, oblast pro analysu nijak nevybiral — hodnotili totiz vSechny diktyosomy
v zabéru. Z obdobnych divodi pak ovSem nelze snadno porovnévat s literaturou ani pripadné
udaje o rozlozenf rychlosti.

Nami zvolend metoda méreni pohyblivosti vackli neprokdzala rozdil mezi wt a mutanty.
Jak bylo ukdzdno, vybérovy efekt je zde pres veskerou snahu extrémni, a pripadné skutecéné
odlisnosti jsou vychylkami zpisobenymi riznym priloZzenim rdmecku (nemluvé o jakémkoli
¢isté subjektivnim pristupu) jisté prevySeny. Namérené rozdily — pokud néjaké — navic
nejsou velké (rozloZeni rychlosti se propastné nelisi a ani pri pohledu na souradnicové grafy,
jimiz je pohyb primo zndzornén, nic zdsadniho nevynikd).

Celkové se da zhodnotit, Ze sledujeme-li mnozinu diktyosomu v oblasti kortikdlni vrstvy
buriky (kam neusti zddny patrny cytoplasmaticky provazec), zachytime béhem snimdni cca
30 % diléich rychlosti presahujicich 0,2 pm/s, zatimco zbytek budou tvorit periody

(priblizného) klidu; pro rostliny wt i mutanty arp2 a arpcd obdrzime srovnatelné vysledky.

6.1.5. POZNAMKY K METODICE, UVAHY
Zakladnim nedostatkem provedeného vyzkumu je malé mnozstvi biologického materidlu (ve
trech nezavislych experimentech byla vzdy hodnocena jen jedna burika jedné rostliny).
Pri¢ina tkvi v enormni casové ndrocnosti sledovani pohybu diktyosomt (i takto maly
analysovany soubor vyzadoval zaznamendni tisici posic zamérovacim krizem). Tato
diplomova préace tedy predevsim nabizi rozpracovanou metodu, jak pohyb hodnotit; pro dalsi
vyzkum bude tieba ji uplatnit na vétsi objem dat z vice biologickych opakovani.

Kromé popsanych zptisobii analysy se nabizi moznost spocitat diktyosomy, které béhem
zvolené doby vykdzaly néjaky presun, a porovnat jejich mnozstvi s témi, jez se nepohnuly.

Kazdopadné kdybychom takto chtéli analysovat opét jen oblasti kortikdlni vrstvy bez
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rusivého vlivu cytoplasmatickych provazct, bylo by zapotrebi velmi mnoha (dlouhych)
zaznami — na cca minutovém videu z jedné buriky totiz v mistech spliujicich tuto podminku
nenajdeme vic nez nékolik desitek diktyosomii. Navic zaznamendme jen minimum téch, které
po celych 60 s zistaly (zhruba) na misté. Pristup navic nardzi na problémy — jednak béhem
prodlouzeného sniméni jisté dojde k posunu roviny ostrosti, jednak neni jasné, jak velky
bychom méli pri analyse stanovit ¢asovy tsek, k némuz se hodnoceni klid/pohyb bude
vztahovat.

Kromé toho by v uvahu prichdzelo zachovat zptsob vynosu (rozloZeni rychlosti nebo
jejich pramér), ale vypocty provést pro kazdy vacek zvldst. Vzniklo by tak ohromné mnozstvi
velmi rozdilnych grafd, prip. ¢isel, z nichZz by se v8ak tézko dalo néco vycist. Ob¥i velikost
statistického souboru by nicméné byla nezbytnd, nebot chovani jednotlivych diktyosomu se
navzdjem pronikaveé lisi.

Moznd by zajimavé vysledky poskytl pristup, jenz byl pri nékolika experimentech
zvolen pro méreni rychlosti cytoplasmatického proudéni: Jezto latB prokazatelné paralysuje
pohyby diktyosomt [Martiniere & kol. 2011], dalo by se sledovat, jak u wt a mutantnich
rostlin probihd jejich obnova po vymyti drogy.

Vedle konkrétnich ndvrhi, jak vyzkum provadét, stoji zdkladni dkol, a sice vymyslet,
jak diktyosomy (resp. organely obecné) pri analyse jejich pohybu spravné vybirat.

Sjednoceni zptisobi by totiz bezpochyby znamenalo zédsadni prinos.

46



6.2. CYTOPLASMATICKE PROUDENI

6.2.1. VOLBA ROSTLINNEHO MATERIALU A MISTA POZOROVANI

Byly pouzivdny 6denni rostliny — jednak kvtli tomu, Ze prdce s takto mladymi semendcky je
jednoduchd, manipulaci se zpravidla neposkodi a jejich koreny maji optimalni délku pro
pozorovani pod mikroskopem, jednak proto, ze studium pohyblivosti Golgiho apardtu rovnéz
probihalo na 6dennim materidlu.

Smérované proudéni cytoplasmy je nejpatrnéjsi v protdhlych burikach; ty se pri
péstovani rostlin na svétle vyskytuji takika vyhradné v koreni, a sice v jeho prodluzovaci a
diferenciacni zéné. Za ucelem porovnatelnosti jednotlivych experimentt byla k pozorovani
vzdy vybirdna oblast pobliz prvniho korene postranniho. Kromé toho byl vyzkum provadén i
na rostlindch etiolovanych; zde se sledovaly buriky hypokotylu, v zdjmu jednoty vzdy v jeho
nejspodnéjsi tretiné. Ze zacatku byly tyto pokusy provddény se snahou o bezprostredni
mikroskopii, tzn. ihned po osvétleni rostlin kultivovanych ve tmé, ale proudéni o plné
rychlosti se ustavuje tak rychle, ze tento pristup byl dosti problematicky.

Pri aplikaci latB pred mikroskopii korenii se jako nejvhodnéjsi ukazalo nechat jej
pusobit pres noc a ndsledné ho vymyt ponorenim rostlin do ¢isté vody na 12 minut. Kratké
(= 2hodinové) vystaveni jedu totiz nezastavilo tok cytoplasmy zcela, a naopak jeho 2denni
pusobeni vyvolalo odumirdni rostlin. Délka vodntho vymyvani pak byla zvolena nejmensi
moznd (méné nez 10 minut vétsinou k obnoveni proudéni nestacilo; vznikaly znacné rozdily
typu 0/1 mezi jednotlivych burikami téze rostliny). Pri pozorovani hypokotyli se zjistilo, ze
regenerace pohybt trvd mnohem déle (hodiny) a nastdvd v rtznych burikdch po velmi
ruznych dobdch — pravdépodobnym divodem je fakt, Ze (prestoZe se jednalo o rostliny
péstované wn witro) hypokotyly maji na rozdil od korent kutikulu, procez komunikace
s vymyvaci lazni u jejich bunék probihala pomaleji a v mensi mite. Déle tedy byly pri téchto

pokusech mikroskopovany jiz pouze koreny.

6.2.2. VYBER CASTIC A MERENI RYCHLOSTI

Nejdrive bylo nékolik ndhodné vybranych ¢astic v cytoplasmé sledovdno zamérovacim krizem
v programu NIS Elements, pomoci néhoz byly zdznamy porizeny. Tato metoda je casové
velmi ndro¢nd, a vzhledem k malému souboru dat jsou vysledky téchto méreni uvedeny spis
pro tuplnost a hrubé porovnani, ne coby plné hodnovérné vystupy. Zdhy bylo tudiz
pristoupeno k vyuziti kymogramu. Jejich vyhoda spociva jednak v mnozstvi partikuli, jejichz
rychlost 1ze zmérit, jednak v tom, zZe umoziiuje okamzité odlisit ty, které se béhem zaznamu
pohybovaly rovnomérné, od téch, jez byly zbrzdény néjakou prekdzkou. Hodnoceny byly

pouze struktury vykazujici neruseny pohyb.
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Pri sledovani cytoplasmatického proudéni neni — diky jeho smérovanosti a pomérné
stalé rychlosti — treba vénovat pozornost snimaci frekvenci jako pri sledovani pohybu
diktyosomt.

6.2.3. VYSLEDKY

Namérend rychlost cytoplasmatického proudénf ¢inf priblizné 5 pm/s, a co je zajimavé, mezi
burtkami korent, zelenych a etiolovanych hypokotylt se tato hodnota prilis nelist (i kdyz pri
jednom experimentu s etiolovanymi hypokotyly rostlin wt byl zjistén primér kolem 6 pm/s).
Tento vysledek veelku souhlasi s literarnimi udaji [Holweg 2007], moZnd je mirné vyssi.

Na rychlost toku cytoplasmy jisté maji vliv kultivaéni podminky, dédle pak teplota a
svétlo béhem pozorovani. Kazdopddné nebyla zaznamendna zZadnd obecnd odliSnost rostlin wt
od mutantl arp2 a arpcd; vyznamnéjsi rozdil se tyka jen situace, kdy byly etiolované rostliny
poprvé vystaveny svétlu: Bylo zméreno, Ze po 3 minutdch vykazovaly buiiky hypokotyli
mutantl arpl i arpec) statisticky prikazné o 6 az 8 % rychlejsi proudéni nez wt a ze tato
rychlost se u mutanti za dalSich 5 minut uz témér nezvysila. Takové zjisténi mize
naznacovat, ze jejich zrychlovaci krivka (viz podkapitolu 2.3., graf 1) je strméjsi, pripadné
by mohlo byt disledkem vyssi rychlosti jejich cytoplasmatického proudént za tmy.

Zadny obecny rozdil se neprokézal ani pii srovnani wt, fh1-1 a fhi-1/arped, i kdyz zde
nebylo provedeno tolik pokusii, takze vysledky nelze povazovat za definitivni. Prestoze rozdil
rychlosti proudéni v buiikdch etiolovanych hypokotyli mezi wt a mutanty po 8minutové
exposici svétlu ma udajné signifikantni velikost (a ¢inf priblizné 11 %), je tfeba poukdzat na
skutecnost, ze hodnota priméru pro wt se pri dotyéném experimentu o cca 1 pm/s lisf od
vSech ostatnich vysledkt, které pro wt rostliny byly obdrzeny jindy. To naznacuje znacénou
variabilitu (jejiz konkrétni pri¢inu lze tézko uréit) a zpochybnuje vyznamnost tohoto rozdilu.
Pro zpresnéni a ovéreni by bylo treba provést vice biologickych opakovéni.

Dle predpokladu byl u trojndsobného myosinového mutanta, negativni kontroly, pohyb
uvnitt bunék silné postizen; rychlost proudéni u néj dosahovala kolem 0,5 pm/s, nékdy se
pro svou nezretelnost vibec nedalo zmérit. Takovy vysledek je ve shodé s ndzory o klicové
roli pravé myosint XI-K, XI-1 a XI-2 [Prokhnevsky & kol. 2008]. Kromé toho vykazovaly
tyto rostliny znac¢né ristové defekty — byly zakrslé a neprospivaly.

Celono¢ni vystaveni kotentt 300nM latB proudéni zastavi; k jeho obnoveni v8ak dochézi
uz po nékolika minutdch vymyvéni ¢istou vodou. Vysledky nenaznacuji, Ze by se rostliny wt
od mutantd arp?2, arpcd, fhi-1 nebo fhi-1/arpcd néjak lisily ve schopnosti rychlého
znovuustaveni proudéni. Také se témér nepodarilo zachytit zadny prechodovy stav (buriky se
smérovanym, ale pomalym pohybem cytoplasmy) — bud proudéni vibec nebylo zretelné

(hlavné pri zkouseni regenera¢ni doby < 10 minut), nebo vykazovalo cca 90% rychlost ve
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srovnani s vysledky mikroskopie nijak neoSetrenych korenti. Tento fakt se ovSem zdd
logickym — typy myosinovych motori ve vybavé bunék jsou dané, a tyto nebyly
latrunculinem nijak poskozeny, takze pri opétovném vytvoreni aktinovych vldken po nich
zacnou kracet ,svymi®, nikoli men§imi rychlostmi (kortikdlni vrstva je tenkd a cytoplasma
dosti vazka [Wolff & kol. 2012], u obecného proudéni lze tedy cekat rychlou odezvu na
rozbihajici se motorisované presuny vacku).

Nicméné polymerace prirozené nenastane vSude v presné stejném okamziku (urcité ne
v ruznych burikdch, ale ani v rdmeci téze buriky); po jistou dobu bude tudiz proudéni chaotické
a bude k nému dochézet jen v nékterych oblastech cytoplasmy. Pozorovéani tento predpoklad

vétsinou potvrdilo.

6.2.4. POZNAMKY K METODICE, UVAHY

Vyuziti kymogramii se ukdzalo jako Stastné — metoda se zdd byt robustni a presnd. Pri
zpétném pohledu na experimenty vsak vysly najevo ruzné nedokonalosti, mimo jiné
skutec¢nost, ze pri pozorovani rostlin vystavenych latB nebyl proveden jeden vhodny zptsob
kontroly: Aby se dalo nélezité porovnat obnovené proudéni s tim, jaké rostlina vykazuje bez
exposice latrunculinu, patrilo by se zahrnout také pokus se semendcky ponechanymi pres noc
v Cisté vodé (resp. ve vodé s prisluSnym mnozstvim DMSO), aby se zjistilo, zda ponoreni
néjak rychlost proudéni neovliviiuje.

Dale by bezpochyby bylo zajimavé sledovat proudéni v rtznych typech bunék (at uz
rostlin etiolovanych, nebo kultivovanych na svétle) tak, jak to Plieth & Hansen délali s rasou
sklenénkou: zaostrit preparat, zhasnout, zatemnit mistnost a po nékolika hodindch zachytit
zmény rychlosti bezprostredné po osviceni. Tento pristup by vyresil potize s okamzitou
mikroskopii rostlin zvyklych na tmu a umoznil by sestrojeni zrychlovacich kiivek, ¢imz by
zajisté prispél k ovéreni a zpresnéni vysledk.

Co se tyce aplikace drog nebo inhibitort (latB, BDM aj.), je nanejvys prekvapivé a
znepokojujici (nejen pri vyzkumu cytoplasmatického proudéni), ze v literature byvd zpravidla
uvedena pouze koncentrace, nikoli mnozstvi roztoku, jimz byly rostliny oSetfeny. S ohledem
na ceny téchto chemikdlif 1ze totiz ¢asto pochybovat, zda se objem pletiv vii¢i objemu lazné dd
povazovat za zanedbatelny; prili§ mdlo latky muze vést k tomu, Ze tato nebude stacit
k vysyceni vSech vazebnych mist. Samotny tdaj o koncentraci je pak bezcenny.

V této préci ¢inil pri pokusech s 300nM latB objem ldzné necelych 10 ml, a to vzdy pro
zhruba pét 6dennich semendckt najednou. Nasledné vymyvani kazdé rostliny probihalo ve

100 ml ¢isté vody.

49



6.3. ROZLOZENI pH V BUNCE

Presné méreni pH se sice kvilli technickym potiZzim nezdarilo, ale byla zavedena metodika,
aby se problematice mohli v budoucnu rozsdhleji vénovat ostatni ¢lenové tymu.

Problém nastal hlavné pri transientni transformaci — jeji uspéSnost byla tak nizkd
(Gasto jen jedna builka na celém listu), ze nedovolila poridit dostatecné mnozstvi obrazka.
Druhy nedostatek pramenil z nezkuSenosti s raciometrickymi mérenimi: Fotografie se daji
analysovat jen tehdy, nejsou-li preexponované (signal mimo rozsah barevné hloubky zptisobi,
ze poméry fluorescen¢ni odezvy nelze spocitat). Nejprve je tedy treba provést serizovaci
snimdni: kontrolovat ziskand data a podle nich nastavit vykon excita¢nich laseri. Béhem
experimentu se pak parametry logicky nesméji ménit.

Stabilni transformace poskytne mnohem lepsi podminky pro optimalisaci mikroskopie a
umozni ziskat nepomérné vic obrazki. Mimo to budou jisté pozorované rostliny v daleko

lepsim stavu nez po dvou dnech v kokultivaénim roztoku.
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6.4. VAKUOLARNI SYSTEM

6.4.1. VOLBA ROSTLINNEHO MATERIALU

Kolegyné Petra Schiebertovd, kterda se vakuomem mutantnich rostlin také zabyva,
pozorovala pokozkové buriky maturovanych déloznich listi 14dennich rostlin. Vysledky této
prace se tykaji rostlin mladsich (nejméné vSak 4dennich, nebot drive délozni listy zkoumat

nelze), ¢imz predchozi vyzkum rozsiruji, a zahrnuji téz kvantitativni zhodnoceni.

6.4.2. ZPUSOB MERENI

Nékdy bylo nutné pristoupit k individudlnim tpravam snimkii: Membrany rtznych rostlin se
totiz nestejné obarvily, tudiz prosté prevedeni obrazki do bindrni podoby a ndasledné
stanoveni pomérné plochy vakuol by kromé skuteénych rozdili odrdzelo téz odchylky
v intensité fluorescencni odezvy (jasné svitici membrany se jevi silnéjsimi). Pro sjednocent
vzezreni fotografii vétSinou stacilo upravit kontrast. Tyto zdsahy byly tedy vedeny snahou o

lepsi vzdjemnou porovnatelnost namérenych dat.

6.4.3. VYSLEDKY

Dle ocekdvéni bylo zjisténo, ze mutantni rostliny maji v pokozkovych burikdch déloznich listt
relativné mensi vakuoly nez wt. Pri pouzivané metodice méren{ ¢ini rozdil obsahu plochy na
optickém rtezu dosti presné 5 %, a to pro arp2 i arpcd. Vysledek je zcela smérodatny —

nepriléhavost tonoplastu k plasmatické membrané se (leckdy vyrazné) objevila u vétSiny

vvvvvv

6.4.4. POZNAMKY K METODICE, UVAHY

Optimélni by jisté bylo zmérit kazdou centralni vakuolu zvlast, a jeji plochu vztahnout
k prislusné burice. Takovy postup by ovSem byl dosti pracny — patrné by vyzadoval ruéni
obkresleni jak tonopastu, tak plasmatické membrdany. Tim by se analysa zna¢né prodlouzila,
takZze by se nedalo ziskat tolik dat. Ne vzdy se navic podarilo nasnimat obrazky tak, aby
buiiky mély svou maximdlni projekei celé v téze optické roviné; béhem obkreslovani membran
by tedy bylo treba priibézné prechdzet mezi fotografiemi z riznych rovin.

Vyuziti mérictho ¢tverce tyto tézkosti neprinasi — jednak se velikost vakuol vztahuje
k nému, nikoli k obsahu buriky, jejz by bylo nutno zmérit, jednak byl zvolen dostateéné maly,
aby odpadla nutnost brat v tivahu vice rovin ostrosti.

Dalsi zmengSovéni ¢tverce by poskytlo zddnlivé nesmysIné vysledky (zejména u mutantt
by casem doslo k poklesu zahrnuté plochy vakuol az na 0). I proto bylo namatkové provedeno
nékolik méreni s podstatné vétsimi okny (cca 120 X 120 pm), zabirajicimi ¢dsti nékolika
bunék; vysledky byly prekvapivé blizké tém, které poskytly ¢étverce o hrané 25 pm na styku

tri bunék. ZjednodusSujici pristup, ac jisté ne idedlni, tedy poskytl veelku relevantni vystupy.
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7. ZAVERECNE SHRNUTI

Prace se zabyvala predev§im rostlinami mutantnimi v podjednotkdch Arp2/3 komplexu a
kladla si za cil zjistit, zda tyto mutace maji néjaky vliv na pohyblivost diktyosomii,
cytoplasmatické proudéni a strukturu vakuoldrniho systému.

Nezjistila se zddnd jednoznacnd a prokazatelnd souvislost mezi (ne)funkénosti proteinti
ARP2 nebo ARPCH a chovdnim cisteren Golgiho apardtu. P¥i studiu pohybu diktyosomu
bylo poukdzdno na technickd omezeni a metodické i interpretac¢ni vyzvy.

Ani v pripadé cytoplasmatického proudéni nebyly pozorovany zdasadni rozdily v jeho
rychlosti mezi wt a rostlinami arp2 a arpcd; jen vysledky tykajici se etiolovanych hypokotyla
naznacuji, Ze tésné po prvnim osviceni je proudéni u téchto mutantii o nékolik procent
rychlejsi. Regenerace cytoplasmatického toku po ptsobeni latrunculinu B probihd u
doty¢énych mutantt nerozdilné oproti wt. Ani mutanty fhi-1 a fhi-1/arpcd nevykazuji
obecné zménéné proudéni; v bunkdach etiolovanych hypokotyli bylo sice shleddno o néco
pomalejsim, ale vysledky prozatim nejsou prikazné. Celkové vyzkum prinesl informaci, ze
rychlost cytoplasmatického proudéni se mezi burikami diferencia¢ni zény korenti a burikami
hypokotylt nijak znatelné nelisi.

Byly potvrzeny a zpresnény dosavadni vysledky pozorovani vakuoldrniho systému
pokozkovych bunék déloznich listi rostlin arp@ a arpes. Centrélni vakuoly téchto bunék se u
danych mutantii na optickém rezu jevi o nékolik procent mensimi nez u wt; lze ocekdvat, Ze

pri trojrozmérné analyse by zjistény rozdil byl jesté veétsi.
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9. PRILOHY

9.1. SOURADNICOVE GRAFY POHYBU DIKTYOSOMU
Grafy 34 az 40 je vyneseno chovédni diktyosomt v kortikdlni vrstvé pokozkovych bunék
déloznich listti — kazda ¢ara predstavuje pohyb jedné cisterny béhem trvani zdznamu (60 s ¢i

90 s), resp. béhem doby, kdy tato byla v dané optické roviné viditelna.
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Graf 34: wt, pohyb 38 diktyosom{ béhem 60 sekund snimani (frekvence 1 snimek za 3 s)
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Graf 35: arp2, pohyb 39 diktyosomd béhem 60 sekund snimani (frekvence 1 snimek za 3 s)
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Graf 36: arpc5, pohyb 42 diktyosomd béhem 60 sekund snimani (frekvence 1 snimek za 3 s)
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Graf 37: wt, pohyb 42 diktyosom{ béhem 60 sekund snimani (frekvence 1 snimek za 1,5 s)
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Graf 38: arp2, pohyb 45 diktyosom{ béhem 60 sekund snimani (frekvence 1 snimek za 1,5 s)
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Graf 39: arpc5, pohyb 39 diktyosomd béhem 60 sekund snimani (frekvence 1 snimek za 1,5 s)
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Graf 40: wt, pohyb 32 diktyosomd béhem 90 sekund snimani (frekvence 1 snimek za 0,64 s)
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9.2. UKAZKY SPOJNICOVYCH GRAFU POHYBU DIKTYOSOMU

Priklady o-t vynosi pohybu diktyosomi

b)

nabizeji grafy 41 az 43. Jednd se o vybér
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Graf 41: vynos v-t zndzornujici pohyb tfi diktyosomd;
wt, frekvence 1 snimek za 3 sekundy (jak z grafu vyplyva)
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Grafy 42 a 43: vynos v-t znazornujici pohyb tri diktyosomd;
arp2 (vlevo) a arpc5 (vpravo), frekvence 1 snimek za 3 sekundy

66




