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ABSTRAKT

Toxicita hlinitych iont je hlavnim faktorem omezujicim rust rostlin na kyselych
pudach. Hlinik inhibuje rast kofenti béhem nékolika minut po oSetfeni. Mechanismus a

primarni cil jeho piisobeni je doposud neznamy.

V této diplomové praci byl studovan vliv hlinikové toxicity na dynamiku
kortikdlnich mikrotubult u WT a pldal rostlin pomoci EBla-GFP markeru. Aplikace
hlinitych iontd vedla k okamzitému nartstu rychlosti polymerace nové syntetizovanych
kortikalnich mikrotubulti v elongacni i tranzientni zoné kotfene. Nicméné mikrotubuly
tranzietni zony jsou mnohem citlivéjsi vaci puasobeni hlinitych iontl, protoze naméteny
narust rychlosti polymerace vyvolany hlinitymi ionty byl vy$si nez v zoné elongacni.

Rostliny postradajici enzym PLDal vykazovaly mnohem vys$$i dynamiku na plus
koncich kortikalnich mikrotubulii oproti WT béhem AICI; stresu, coz jim umoziovalo
rychleji reagovat na stresové podminky. Mutanty se 1épe vyrovnavaly s hlinitymi ionty a

100 uM koncentrace méla u pldal dokonce benefi¢ni vliv na rist kofenti oproti ptisobeni

pouze nizkého pH.

Z vysledkli usuzuji, ze enzym PLDal ovlivitluje dynamiku mikrotubuli.

vvvvvv

ionty, diky ¢emuz byly odolngjsi vici stresu. Zmény v dynamice mikrotubularni sité by

mohly byt dilezitym faktorem pii odpovédi rostlin na stres vyvolany hlinitymi ionty.

Klicova slova:
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ABSTRACT

Aluminium toxicity is the main factor limiting plant growth on acid soils.
Aluminium inhibits root growth within few minutes after aluminium treatment. The

mechanism and primary target of his action is still unknown.

In this diploma thesis the effect of aluminium toxicity on dynamics of cortical
microtubules WT and pldal plants was studied using the EBla-GFP marker.
Polymerization rate in both the transition and the elongation zone increased immediately
after the aplication of aluminium. Nevertheless, microtubules in the transition zone are
much more sensitive to aluminium, because the aluminium-induced increase in the

polymerization rate was higher than in the elongation zone.

Plants lacking PLDal showed higher dynamics on plus ends of cortical
microtubules compared to WT during aluminium stress, which enabled them to react faster
to stress stimuli. Mutants showed lower sensitivity to aluminium and 100 pM

concentration of aluminium ions has beneficial effect on root growth in pldol.

These results suggest that PLDal influences microtubule dynamics. Microtubules
in pldal plants were more dynamic and they polymerized faster in the response to
aluminium, which was accompanied by decreased sensitivity to aluminium stress
compared to WT. Changes in microtubule dynamics may play a role in aluminium stress

response in plants.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A. thaliana Arabidopsis thaliana

A. tumefaciens  Agrobacterium tumefaciens

ATP adenosintrifosfat

CESA celuloza syntaza

cMTs kortikaIni mikrotubuly

CSIl celuldza syntéza interakéni protein 1
DAG diacylglycerol

DMSO dimetylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

EBI end binding protein 1

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina
GCP proteiny y-tubulinového komplexu
GFP zeleny fluorescenc¢ni protein

GDP guanosindifosfat

GTP guanosintrifosfat

v-TURC gamma-tubulinovy komplex ve tvaru prstence
MAP proteiny asociované s mikrotubuly
MS Murashige a Skoog

MTOC mikrotubuly organizujici centrum
MTs mikrotubuly

NAE N-acyletanolamin

Nratl transportér hliniku u ryze

PA kyselina fosfatidova

PCD programovand bunécnd smrt
PC-PLC fosfatidylcholin-hydrolyzujici fosfolipaza C
PIP, fosfatidylinositol-4,5-bifosfat

PLA fosfolipaza A

PLC fosfolipaza C

PLD fosfolipaza D

PM plazmatickd membrana



PME pektinmetylesteraza
WT wild type
YEB Yeast extract broth



1 UVOD A CILE PRACE

Toxicita hlinitych iontl je hlavnim faktorem limitujicim rast rostlin na kyselych
pudach (cca 35% obdélavatelné pidy). Primarnim projevem toxicity hliniku je rychlé
zastaveni kofenového rustu, ke kterému dochazi v rdmci minut. Pfestoze je tomuto
fenoménu vénovana pozornost jiz dlouho, doposud neni znam mechanismus jeho piisobeni.
Dlouhotrvajici stres vyvolany hlinitymi ionty miize vést ke zménam morfologie kotfene

a odumirani bunék.

Hlinik se véaze do apoplastu a pozmeénuje vlastnosti plazmatické membrany
(depolarizace), narusuje aktivni transport iontli, homeostazi vapniku, ovliviiuje cytoskelet
(rychla reorganizace kortikalnich mikrotubult). Predpoklada se, ze nedochdzi k piimé
interakci hlinitych iontd s mikrotubuly, ale spiSe je ovlivnéna signalni draha, kterd

s mikrotubuly Gzce souvisi.

Fosfolipidova signalni draha je jeden ze zékladnich mechanismii, ktery je aktivovan
pfi riznych stresovych situacich, jako je sucho, chlad, salinita, napadeni patogenem.
Aktivace této drahy vede k hydrolyze fosfolipida fosfolipazami, které se déli do tii skupin:
fosfolipaza A (PLA), fosfolipdza C (PLC) a fosfolipaza D (PLD). U Arabidopsis bylo
klasifikovano celkem 12 fosfolipaz D, které se dale d¢€li do 6 tiid (a, B, v, 9, € a {). PLDS
a PLDa jsou si nejvice podobné jak strukturou, tak funkci. U rostlin jsou silné¢
exprimovany. V nékterych stresovych situacich mohou spole¢né spolupracovat ¢i se

dopliiovat (napf. zasoleni, ale tak chlad, sucho — obecné osmoticky stres).

PLD6 asociuje s mikrotubuly a je povazovan za spojnik mezi mikrotubuly
a membranou. Doposud nebylo prokazano, ze by PLDa pfimo interagovala s mikrotubuly,
presto plda knockout mutanti jsou citlivéjsi vici oryzalinu, ktery depolymeruje
mikrotubuly. Ztraita PLDo vede k vice narusenym mikrotubulim v prvni fazi reakce
rostliny na stres zasolenim oproti kontrolnim rostlinam. Exogenni aplikaci kyseliny
fosfatidové jsou mikrotubuly u plda mutanti vystavenych stresu zasolenim stabilngjsi

a zvysuje se jejich tolerance vici stresu zasolenim.

Mikrotubuly jsou vysoce dynamické struktury, jejichz zékladni stavebni jednotkou
jsou o- a B-tubulinové dimery. V buiice maji nespocet funkci. Podileji se na jaderném
a bunéném déleni, na wvnitinim uspofddani bunky. Zajistuji pohyb vackl, organel

a dalsich bunéénych struktur. Jiz v roce 1974 vyikl Heath hypotézu, ze existuje spoluprace
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mezi membranoveé vazanymi komplexy a mikrotubuly v pribéhu syntézy bunécné stény.
Dnes je znamo, Ze kortikdlni mikrotubuly udavaji orientaci celul6zovych mikrofibril.
Interakce mezi CESA komplexy a kortikalnimi mikrotubuly je zprosttedkovana pres CSI1
(CESA interactive protein 1).

Dynamika a uspotfddani mikrotubuld jsou regulovany fadou proteinti. Nékteré z nich
se vazou na plus konec mikrotubuld (EB1, SPIRALI), jiné na minus konec (y-tubulin).

Mohou svazkovat mikrotubuly (MAP65) nebo je Stipat (katanin).

Cile prace:

1) Porovnani vlivu hlinitych iontd na dynamiku kortikdlnich mikrotubult

kotenovych bun¢k mezi WT, pldal a pldo.

a) Porovnat dynamiku kortikalnich mikrotubulii v transientni a elongacni

z6né kofene.

b) Zjistit zdali se méni rychlost polymerace nové syntetizovanych

kortikalnich mikrotubulti v ¢ase po aplikaci hlinitych iontt.

c) Zjistit zdali dochazi ke zménam uspoiadani (reorganizaci) mikrotubuld po

aplikaci hlinitych iontd.
d) Zjistit zdali se méni pocet mikrotubulil v Case po oSetieni hlinitymi ionty.
2) Pozorovani dynamiky + koncti mikrotubull v protoplastech bunék.

3) Studium akumulace hliniku v krouzku Ortmannové, specifické kaldzové

struktufe na bazi trichomu Arabidopsis ve spolupraci s Mgr. Ivanem Kulichem,

Ph.D.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Mikrotubuly a jejich dynamika

Mikrotubuly (MTs) jsou polymery a- a B-tubulinovych heterodimeri. Dimery spolu
vytvareji dlouhé fetézce, protofilamenta. Kazdy MT je sloZen ze 13 protofilament, které
tvofi duty valec o vnéjSim priiméru 25 nm. Mikrotubuly jsou polarizované, maji plus a
minus konec, a velmi dynamické struktury. U vétSiny eukaryot je minus konec stabilni a je
zakotven v mikrotubuly organizujicim centru (MTOC), zatimco plus konec je volny a
vykazuje dynamickou nestabilitu (Schmit, 2002). MTs podléhaji neustalé polymeraci a
depolymeraci. Béhem polymerace mikrotubulu se tubulinové podjednotky s navazanym
GTP napojuji na rostouci konec mikrotubulu. Nasledné¢ je GTP hydrolyzovano. Pouze
GTP-Cepicka na plus konci mikrotubulu je tvofena tubulinovymi podjednotkami s
navazanym GTP. Pokud pfevazuje hydrolyza GTP na GDP nad pfipojovanim tubulinovych
podjednotek s GTP, dochazi ke ztrat¢ GTP-Cepicky a mikrotubul rychle depolymeruje
(Walker et al., 1989). Obecné¢ je piechod z faze ristu do faze zkracovani nazyvan
katastrofa a opacny jev pak ,,zachrana* (Chi a Ambrose, 2016).

Pokud neni minus konec zakotven v MTOC, mize dochézet pii urcité koncentraci
tubulinovych podjednotek k jejich pfidavani na plus konci a ztrat¢ podjednotek na konci
opacném. Tento jev je nazyvan treadmilling (Vassileva et al., 2005).

Kortikalni mikrotubuly (cMTs) u Arabidopsis vykazuji jak dynamickou nestabilitu,
tak treadmilling. Minus konec je volny a podléhd pomalé depolymeraci stiidajici se s
fazemi, kdy je neaktivni, zatimco plus konec polymeruje. Tento typ dynamiky cMTs byl
pozorovan také u bunécné kultury tabaku, je povazovan za spolecny rys vyssich rostlin a je
nazyvan hybridni treadmilling (Vassileva ef al., 2005).

Vzhledem k tomu, Ze cMTs jsou omezeny pouze na rovinu plasmatické membrany
a jsou vysoce dynamické, je vétsi pravdépodobnost jejich vzijemné interakce. Tyto
interakce pak ovliviiuji uspofddani cMTs a patii mezi né: tvorba svazkil, katastrofa
vyvolana srazkou dvou MTs, §tépeni MTs a nukleace z jiz existujicich MTs. V pfipad¢, Ze
rostouci cMT narazi na jiny cMT je rozhodujici thel, pod kterym pfisly do kontaktu. Uhel
mensi nez 40° vede ptrednostné k reorientaci plus konce rostouciho cMT a tvorbé svazku.
Pti stietu pod vétsim thlem ¢cMT bud’ depolymerizuje nebo se s druhym ¢cMT piekiizi (Chi
and Ambrose, 2016).
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Zkracujici se mikrotubul

Obr. 1 — Struktura mikrotubulu a jeho dynamika (prevzato a upraveno z Akhmanova a

Steinmetz, 2008).

2.2 MAPs

MAPs je skupina proteinli asociujicich s mikrotubuly, které ovliviiuji organizaci a
dynamiku mikrotubulli, bunécny transport. Oznaceni MAPs je dnes vyuzivano nejen pro
proteiny, které pifimo interaguji s MTs, ale také pro proteiny, které se nepiimo Ci
piechodné vazi na MTs nebo s nimi in vivo kolokalizuji.

MAPs mizeme podle funkce rozdélit na: svazkujici, destabilizujici, vazajici se na
plus (+TIPS) a minus konec mikrotubulli, molekulové motory a dalsi.

(24

Ja se dale zamétim pouze na MAPs, které ovliviiuji dynamiku kortikdlnich mikrotubulti.



2.2.1 MAP65

MAPG65 je rodina proteind, které polymeruji a svazkuji mikrotubuly. V genomu
Arabidopsis thaliana bylo identifikovano 9 MAP65 genti riznych funkci. MAP65-1, -2, -5
a MAP65-8 prevazné asociuji s kortikalnimi mikrotubuly (Lucas et al., 2011).

MAP65-1 se vaze na mikrotubuly a svazkuje je, ¢imz se vytvareji mezi MTs 25-nm
mustky a tim jsou stabilizovany. Oblast vazajici MTs se nachazi na C-termindlnim konci
proteinu a esencidlnimi aminokyselinami pro interakci s MTs jsou Ala409 a Ala420.
N-konec proteinu je zodpovédny za jeho dimerizaci (Smertenko et al., 2004). Svazky
generované AtMAP65-1 jsou vice rezistentni jak vi¢i mikrotubuly-depolymerujicim

drogam, tak depolymeraci vyvolanou stresy, jako je napt. chlad (Pleskot et al., 2013).

Pleiade je mutace v AtMAP65-3 genu. Pro mutanty jsou typické zvétSené bunky,
naruSend cytokineze. Karyokineze neni ovlivnéna. Zajimavé je, ze AtMAP65-3 je
exprimovan ve vSech rostlinnych organech, ale naruSend cytokineze byla pozorovana

pouze v kotenech (Miiller et al., 2004).

2.2.2 Katanin

Katanin je konzervovany protein, ktery se vyskytuje ve formé heterodimeru. Sklada
se z mensi katalytické podjednotky p60 (60kDa), ktera je nezbytna pro Stipani MTs, a vétsi
regulacni podjednotky p80 (80kDa). p60 vytvaii prstencovité hexametry a pro Stipani MTs
vyuziva hydrolyzy ATP (Stoppin-Mellet et al., 2006).

2.2.3 y-tubulin

y-tubulin je konzervovany protein u eukaryot, ktery zajistuje nukleaci mikrotubuli.
Je soucasti mikrotubuly-organizujicich center (MTOC). MTOC tvofi y-tubulin ring
complex (y-TuRC) a maly y-tubulin complex (y-TuSC). Proteiny, které tvoii komplexy, se
nazyvaji gamma-tubulin complex proteins, zkracen¢ GCPs (Binarova et al., 2006). Po
objeveni y-TuRC byly navrzeny dva modely vysvétlujici nukleaci MTs — templatovy a
model protofilament. Podle templatového modelu funguje y-TuRC jako ptedloha pro
sestavovani tubulinovych podjednotek. Kazdy y-TuRC obsahuje 13 tubulinovych
podjednotek, které mezi sebou lateralné interaguji a vytvareji tak zdkladnu pro nasedajici

o/B-tubulinové dimery. Model protofilament ptfedpokladd longitudindlni interakci mezi
6



jednotlivymi tubulinovymi podjednotkami. Vytvofi se tak prvni protofilamentum, na které
dale o/B-tubulinové dimery nasedaji jak lateralné, tak podélné¢ (Moritz et al., 2000).
Mikrotubuly jsou polarizované, minus koncem jsou zakotveny v prstenci z y-tubulinovych

podjednotek a plus konec je vystaven (roste) do cytoplasmy.

224 EB1

EB1 spadd do skupiny proteinii asociovanych s MTs, ktery se piednostné
akumuluje na rychle rostoucim (+) konci MT. Kromé mikrotubulti, EB1 interaguje také s
mnoha dalSimi proteiny, kdy mnoha z nich patii mezi +TIPS (Bisgrove et al., 2008). Na
rostoucim plus konci MT vytvafii typické struktury zvané komety (Chan et al., 2003).

EB1 je relativné maly protein (32 kDa) skonzervovanou strukturou. Na
N-termindlnim konci se nachazi kalponinu podobnd doména (CH doména) potfebna pro
vazbu proteinu na + konec MT (Hayashi a Ikura, 2003). Na C-terminalnim konci se
nachazi coiled-coil doména (CC doména) nezbytna pro dimerizaci proteinu (Liu a Han,
2015).

Arabidopsis ma 3 izoformy EB1 proteinu: EBla, EB1b a EBlc. EBla a EB1b jsou
si sekvencné velmi podobné a vazou se na plus konec MTs beéhem celého bunécného
cyklu. EBlc kolokalizuje pouze s MT déliciho vieténka a fragmoplastu (Bisgrove et al.,
2008).

Piesto, ze je EB1 protein intenzivné studovan, neni zndma jeho pifesna funkce.
Podle Sandblad et al., 2006 homolog EB1 u kvasinek propojuje tubulinova protofilamenta
v tubularni struktury.

Van Damme et al. (2004b) zjistily, ze overexpresi EBla se zvySuje rychlost
polymerace MTs, ale EB1b ne.

2.2.5 MAP215

MAP215 proteiny (TOGp u lidi, Msps u Drosophily, ZYG-9 u C. elegans, Stu2 u
S. cerevisce, Disl €1 Alpl4 u S. pombe, CP224 u Dictiostelium, MOR1 u Arabidopsis) jsou

v

ziejm¢ nejhojnéjsi a nejvice konzervovanou skupinou mezi MAPs. MORI1 stabilizuje



kortikdlni mikrotubuly tim, Ze podporuje polymeraci tubulinu na + konci MT (Kawamura a

Wasteneys, 2008).

morl-1 je teplotné senzitivnhi mutace projevujici se naruSenim sit¢ kortikalnich
mikrotubula pfi neptiznivych teplotnich podminkach (nad 28°C). Typickym znakem jsou

fragmentované cMTs (Hamada et al., 2004).

2.2.6 SPIRAL1

SPR1 koduje rostlinné specificky protein o délce 119 aminokyselin, ktery
kolokalizuje s cMTs. SPR1 protein fuzovany s GFP se koncentruje na + konci cMTs, na
zéaklad¢ cehoz jej fadime do skupiny +TIPs. Kromé¢ SPR1 bylo v genomu Arabidopsis
identifikovano 5 SPIRALI1-LIKE gent, SP1L1-SP1L5 (Nakajima et al., 2006). Podle
Galva et al. (2014) SPR1 a EB1Db protein soupefi o stejné vazebné misto na cMTs.

Pro sprl mutanty je charakteristické pravotoCivé staceni rustu kotenli. OSetfeni mutantl
MT-depolymerujici drogou propyzamidem a MT-stabilizujici drogou taxolem vedlo

v obou piipadech k levoto¢ivému staceni rastu kotenti (Furutani et al., 2000).

2.2.7 PLDs

Fosfolipidy jsou derivaty kyseliny fosfatidové. Kromé toho, ze jsou stavebnimi
kameny bunécnych membran, maji také funkci signdlnich molekul a jsou zapojeny
v riaznych vyvojovych procesech rostliny jako je kli¢eni, rast pylové lacky, PCD ¢i
senescence. S fosfolipidy uzce souvisi fosfolipazy (PL), tedy enzymy, které je $tépi (napf.
fosfatidylcholin na kyselinu fosfatidovou a cholin). Fosfolipazy miizeme rozd¢lit do tii
skupin: fosfolipaza A (PLA), fosfolipaza C (PLC) a fosfolipaza D (PLD) (Ruelland et al.,
2015).

U Arabidopsis bylo identifikovano celkem 12 gent pro PLD, které se dale déli do 6
ttid (a, B, v, 0, € a {). PLD dale miizeme rozdélit do dvou podrodin, PX/PH-PLD a
C2-PLD, na zakladé¢ ptitomnosti lipid-vazebné domény na N-terminalni sekvenci (Elias et
al., 2002). C2-PLD je Ca*" a fosfolipidy vézajici doména a PX/PH jsou phox a plekstrin
homologni domény vézajici fosfoinositidy. Je zndmo, Ze vapenaté ionty a fosfoinositidy
jsou klicovymi regulétory téchto enzymd, piesto byly vSak objeveny izoformy vykazujici

nezavislost viici Ca*™ (Qin et al., 2002 a Elia§ et al., 2002). 10 z 12 PLDs (o, B, v, & a €)
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obsahuji C2 doménu, PLDC maji PX/PH domény, které jsou ptitomny také u sav€ich PLDs
(Wang, 2005). PLDa a PLDSJ jsou si strukturadlné nejvice podobné. V mnoha stresovych
situacich spolu kooperuji, zejména pii osmotickém stresu. Pfi stresu zasolenim, rostliny
postradajici PLDa nebo PLDO jsou citlivéjsi vici stresu, zaroven se snizuje hladina
kyseliny fosfatidové oproti WT. pldalpldé double mutanti vykazuji jesté vétsi senzitivitu

vuci stresu zasolenim nez single mutanti ¢i WT (Lin et al., 2014).

2.3 Dynamika mikrotubulii a fosfolipidova signalni draha

Rostliny se v pfirodé musi denné vypotadéavat s riznymi biotickymi i1 abiotickymi
stresory. V mnoha pfipadech odpoveéd’ rostliny na stres vede ke zménam PLD aktivity a
produkci kyseliny fosfatidové (PA). Podle nedavnych vysledkil je cytoskelet hlavnim
cilem PLD-PA signalizace.

Dhonukshe et al. (2003) testovali, zdali aktivaci PLD pomoci n-butanolu dojde ke
zméné usporadani kortikalnich mikrotubuli. Po 30 minutdch oSetfeni n-butanolem byly
cMTs uvolnény z plazmatické membrany a castecné depolymerovaly. Pouziti jinych

izoforem n-butanolu nemélo Zadny vliv na dynamiku mikrotubulii.

Motes et al. (2005) chtéli zjistit, zdali razné izoformy PLDs maji odlisny efekt na
uspotadani MTs. Kromé 1-butanolu se rozhodli pouzit také N-acylethanolamin (NAE),
ktery je znamy jako inhibitor PLDa. Po delSim vystaveni (72 hodin) NAE doslo
k reorganizaci mikrotubuld, ale nebyla zaznamenana jejich depolymerace. OSetfeni
I-butanolem vedlo pfednostné k depolymeraci MTs (fragmentované¢ MTs, diftzni

fluorescence).

Jiz dlouho je zndmo, Ze kortikdlni mikrotubuly jsou asociovany s plazmatickou
membranou (PM). PLD je horkym kandidatem, ale toto spojeni byva casto
zpochybniovano. Existuji vSak dikazy naznacujici moznost této interakce. Prvnim z nich je
izolace 90 kDa proteinu z plazmatické membrany BY-2 — tabakovych buné¢k, vykazujici
sekvencni podobnost s Arabidopsis PLD0, ktery byl asociovan s mikrotubuly (Gardiner et
al., 2001). Dalsim dikazem je spojitost mezi aktivitou PLD a dynamikou MTs. Po oSetfeni
1-butanolem (inhibitor PLD) doslo k ¢astecné depolymeraci cMTs a jejich odpojeni od PM
(Dhonukshe et al., 2003). Potocky et al. (2003) pozorovali po pouziti taxolu
(MT-stabilizujici droga, do koncentrace 4 uM) obnoveni rustu pylovych lacek, u kterych

byla PLD ihibovéna 1-butanolem. Ziejmé tedy PLD isoformy citlivé vii¢i butanolu a
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podilejici se na rustu pylovych la¢ek funkéné asociuji s cytoskeletem. Na zakladé téchto
vysledkli se zacalo spekulovat o tom, ze PLD by mohla byt linkerem mezi PM a

mikrotubuly.

Kromé PLD se na regulaci dynamiky mikrotubulti podili také kyselina fosfatidova.
PA je signalni fosfolipid, podilejici se na stresové odpovédi pifi zranéni, napadeni
patogenem, osmotickém stresu (zasoleni, chlad, sucho). Nezbytnd je také pii regulaci
expanze bunék kotfenovych vlaskii a pylové lacky. Gardiner et al. (2003) po pouziti
I-butanolu (specificky inhibitor PLD-dependentni produkce PA) pozorovali u mladych
semendckit Arabidopsis naruSenou organizaci kortikalnich mikrotubuld, nabubieni bunék
elongacni zony kotene, vétvené kotenové vlasky. Jiné izoformy nemély vliv na organizaci
mikrotubula, kliceni semen ¢i rist rostlin. Zda se, Ze produkce kyseliny fosfatidové
fosfolipdzou D je nezbytnd pro normalni uspotfadani mikrotubulii a pro normalni rist
Arabidopsis. Pejchar et al. (2008) testovali, zdali stabilizace ¢i destabilizace mikrotubulll
bude mit vliv na produkci PA. Vyuzili k tomu mikrotubularni drogy, taxol a oryzalin a
dosli k zajimavym vysledkiim. Zatimco stabilizace mikrotubula taxolem vedla ke zvySeni

produkce PA, oSetfeni oryzalinem nemélo zadny vliv.

Ackoli se PA nemlze véazat pfimo na tubulin, zfejm¢ vyuziva dal§i PA-vazebné
proteiny k pfenosu signalu vedouciho k reorganizaci cytoskeletu. Podle nedavné studie PA
pfimo interaguje s MAP65-1 (Zhang et al., 2012). AtMAP65-1 piednostné interaguje s PA
(produkt PLD), coz vede ke zvySeni jeho aktivity, nasleduje vazba na MTs, polymerace

tubulinu a svazkovani MTs.

V této signdlni draze sehrava roli také PLDal. Presto, Ze nebyla prokézana piima
vazba PLDal na MT, jsou kortikdlni mikrotubuly u pldal knockout mutantii mnohem
citlivéjsi vici oryzalinu (cytoskeletalni droga depolymerujici MT). U rostlin postradajicich
PLDal, vystavenych stresu zasolenim, byly pozorovany vazné narusené mikrotubuly
oproti kontrolnim rostlindim. Exogenni aplikaci PA doslo ke stabilizaci mikrotubuli, a
zvySeni jejich tolerance vuci stresu zasolenim. PLDal je zapojena také do obnoveni
uporadani mikrotubuli po depolymeraci vyvolané stresem. Jakmile byly WT rostliny
vystavené stresu zasolenim piemistény do rastového média bez NaCl, doslo k obnoveni
uspotfadani mikrotubult. Kortikalni mikrotubuly u pldal mutantii zistaly naruSené (Zhang

etal.,2012).
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Jak je tedy zfejmé regulovan mikrotubuldrni cytoskelet kyselinou fosfatidovou? Za
normdlnich podminek je PLDal neaktivni a dimer MAP65-1 je navdzan na mikrotubuly.
Mikrotubuly jsou piipojeny k membrané pfimou interakci s PLDJ. Pfi stresu zasolenim se
aktivuje PLDal. V piipadé, Ze neni napojena na membranu, tak je rekrutovana
k membrané. Nasleduje zvySeni lokalni koncentrace kyseliny fosfatidové v lipidové
dvojvrstvé. MAP65-1 je pfichycen k membrané a PA zvySuje jeho mikrotubuly
stabilizujici a svazkujici aktivitu (Pleskot et al., 2013). Pro ndzornéjsi predstavu je ptilozen

obrazek popisujici situaci za normalnich (a) a stresovych (b) podminek.

(A) (B)

Key: MAPG5-1 Active PC
dimer ‘ PLDa ' PLDR/S membrane
: . Nonactive PASPC
a Microtubule * PLDot ” membrane 5nm

TRENDS in Plant Science

Obr. 2 — Model regulace mikrotubularniho cytoskeletu pomoci PLD, PA a MAP65-1
(prevzato z Pleskot et al., 2013).

2.4 Hlinik

Hlinik je lehky kov bélavé Sedé barvy, ktery je nejvice zastoupenym kovovym
prvkem v zemské kiife. Diky jeho vysoké reaktivité se v pfirodé¢ mizeme setkat predevsim
s jeho slou¢eninami, nejzndméjsi z nich je bauxit Al,O; . 2 H;O. Snizovani pH vede
k uvoliiovani hliniku z ptidnich minerala a ptechazi do své toxické formy v podobé¢ iontii

Al(OH)*", AI(OH)’" and Al(H,0)*" (Silva et al., 2012).

Ptesto, ze je hlinik hojné zastoupen v zemské kuire, nevyskytuje se v Zivych tkanich

zivo¢ichll ani rostlin. V posledni dobé se ve zvySené mite debatuje o spojitosti hliniku
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s Alzheimerovou chorobou. Odbornici varuji pfed nadmérnym pouzivanim antiperspirantl

s hlinitymi solemi, nebot’ se pry zvysuje riziko vzniku tohoto vazného onemocnéni.

Celkovy obsah Al v roztoku (%)
Primérny naboj

Obr. 3 - Zastoupeni jednotlivych forem hliniku v roztoku v zavislosti na pH (prevzato a

upraveno z Pierzynski et al. 2000).

Vroce 2010 byl objeven transportér hlinitych iontd u ryZze Nratl (Nramp
aluminium transporter 1). Nratl se specializuje na transport pouze trivalentnich iontl
hliniku, bivalentni ionty manganu, Zeleza ¢i kadmia netransportuje. Nachazi se na
plazmatické membrané bunék kofenové Spicky kromé epidermélnich bunék. Nratl-
knockout vykazuje snizeny pijem Al’", zvySené mnoZstvi navazaného hliniku v bun&éngd
sténé, zvysSenou senzitivitu vici hlinitym iontim, ale neovliviiuje toleranci vici dalSim

koviim (Xia et al., 2010).

2.5 Toxicita hliniku

Toxicita hlinitych iontd je hlavnim faktorem limitujicim rtst rostlin na kyselych
pudach. Primarnim projevem toxicity hliniku je rychlé zastaveni kotenového ristu, ke

kterému dochazi v ramci n€kolika minut (Krtkova et al., 2012; Kopittke et al., 2015).
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Velkéd pozornost je vénovana nejcitlivéjsi zon¢ kotfene vici plisobeni hliniku. Dfive se
védci domnivali, ze ji je kofenova Cepicka. OvSem Ryan et al, 1993 prokazali, ze
odstranénim kotfenové cepicky neni ovlivnénd hlinikem indukovana inhibice kofenového
rustu. Pozdé€ji navrhli, ze meristém je primarnim cilem ptsobeni hlinitych iontl. Sivaguru
a Horst, 1998 provedli experiment, pfi némz aplikovali hlinik na 1 mm dlouhé segmenty
kotene a zjistili, ze k akumulaci hliniku dochézi v distalni tranzientni zéné, coz vede
k rychl¢ inhibici prodluZzovani kofene a tato zona kotfene byla prohldSena za nejcitlive)si
vuci hlinitym iontim. Pfesto, ze je fenomén rychlého zastaveni riistu kotfenti jiz dlouho

studovan, doposud neni jasné, co je primarnim cilem hlinitych iont na buné¢né urovni.

Prvnim potencidlnim cilem je bunécné sténa (apoplast), konkrétné pektinova matrix
nesouci zaporny naboj diky karboxylovym skupinam (Chang et al., 1999). Kratkodoba
akumulace hliniku se odviji od obsahu pektinti v bunécné stén€, na zaklad¢é ¢ehoz miize byt
vysvétlena odlisna akumulace hliniku u kukufice a bobu obecného (Horst et al., 1999).
Dalsim faktorem, ktery ovliviiuje vazbu hliniku na pektiny, je mira jejich metylace. Ta je
kontrolovana enzymy pektin methyltransferazou a pektin methylesterazou (PME).
Kratkodobé oSetieni kotenti kukutice PME vedlo ke zvySené akumulaci hliniku a inhibici

dlouzivého rustu korent (Horst et al., 2007).

Dalsi zcild hlinitych ionti mlze byt plasmatickd membrana, kterd je tvofena
fosfolipidy a ma zaporny naboj. Al’* disponuje 560x vyssi afinitou k fosfatidylcholinu neZ
Ca”", které jsou tim padem vytdsiiovany a membréna je depolarizovana (Ahn a Matsumoto,
2006). Krom¢ depolarizace membrany dochdzi také ke zvySeni jeji rigidity, coz by
vysvétlovalo inhibici ristu kofenti (Krtkova et al/, 2012). Méni se propustnost membrany
pro ionty Ca*", NH;", K*, mo€ovinu, vodu. Bylo zjisténo, Ze nemusi dochazet k vazbs Al**
pouze na fosfolipidy, napt. u pSenice byla pozorovana vazba hlinitych ionti na proteiny
(Ahn a Matsumoto, 2006). Mechanismus, pomoci n&jZ se rostlina mize branit vazbg AI’*

na lipidy, je produkce organickych kyselin jako citrat a v mens$i mife malat.

Bylo prokazéno, ze hlinik miize ovliviiovat také fosfolipidové signéalni drahy.
Ramos-Diaz et al. (2007) zjistili, ze hlinité ionty inhibuji aktivitu PLC, ale nepozménuji
aktivitu PLD. Naopak Pejchar et al. (2008) pozorovali u BY-2 bun¢k po osetieni 100 pM
AICl; pokles vprodukci PA generované PLD. Hlinik ovliviluje také aktivitu
fosfatidylcholin-hydrolyzujici fosfolipazy C (PC-PLC), coz se projevuje inhibici ristu a
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poklesem tvorby diacylglycerolu (DAG) u pylovych lacek tabaku. S rostouci koncentraci
AICl; se snizovala hladina DAG (Pejchar et al., 2010)

Za daldi z primarnich cild hlinikové toxicity je povazovana homeostize Ca’".
Zhang a Rengel (1999) naméfili nartst koncentrace Ca>” v cytosolu u 2 linii s odli$nou
toleranci viici hliniku. U obou linii zaznamenali také inhibici kofenového riistu. V jinych
experimentech byla po oSetfeni hlinikem pozorovana zvySena tvorba kalozy (Jones ef al.,
2006). Pokud tedy hlinik indukuje pfechodny nariist vapenatych ionti v cytosolu neni
piekvapiveé, Ze dochdzi k akumulaci kalézy, nebot’ véapenaté ionty jsou nezbytné pro
spusténi jeji syntézy. ZvysSend tvorba kalézy je ziejm& mechanismus, kterym rostlina
pfedchazi priniku hliniku do apoplastu. Mlze inhibovat také transport symplastem a
mezibunécnou komunikaci tim, ze "ucpava" plasmodesmy (Sivaguru et al., 2000). Kromé
tvorby kalézy zptisobuje zvyseni cytosolického Ca®" také dezorganizaci cytoskeletu

(Rengel a Zhang, 2003).

Hlinik zpiisobuje oxidativni stres a méni vlastnosti plazmatické membrany. Kromé
depolarizace membrany, dochazi také k jeji rigidifikaci a peroxidaci lipida (Krtkova et al.,
2012; 11188 et al., 2006). Presto, Ze doposud nebyl u Arabidopsis objeven transportér A’ a
rychlost jeho transportu je velmi nizkd (zfejmé& endocytézou), vyskytuje se v nizkych
koncentracich v cytoplazmé. Cast je zneskodnéna organickymi kyselinami, ¢ast se miize
vazat napiiklad na GTP, ATP a ovliviiovat tak aktivitu aktinu a tubulinu. V jadie se vaze
na DNA, zplsobuje kondenzaci chromatinu (Panda et al., 2009). U tabakovych bunck
oSetfenych hlinikem byla zaznamenana inhibice dychani, vyCerpani ATP a v pozd¢jSich
fazich puasobeni zvySend produkce reaktivnich forem kysliku, kterd mulze vést az

k hlinikem indukované PCD (Huang et al., 2014; Panda et al., 2009).

2.5.1 Toxicita hliniku a jeji vliv na mikrotubuly

Casto byva spojovana hlinikové toxicita s reorganizaci, dezorganizaci &i stabilizaci
mikrotubult. Reakce mikrotubuli se muze lisit podle toho, na jaké pletiva hlinik
aplikujeme, jaké je jejich stafi, po jak dlouhou dobu je vystavujeme stresu, jakou

koncentraci hlinitych iontd zvolime.
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Jiz pted 30 lety Macdonald et al. (1987), ukézali, Ze hlinik ovliviiuje polymeraci

tubulinu in vitro.

Podle Schwarzerovd et al. (2002) mizeme béhem prvnich par hodin oSetfeni
hlinitymi ionty pozorovat 2 hlavni zmény ve struktufe cMTs BY-2-tabakovych bunék. Za
prvé se zvysil pocet svazku cMTs pfiblizn€ o Ctvrtinu. Za druhé byly svazky tenci. Po 6

hodinach byly kortikalni mikrotubuly zna¢né dezorganizovany a velmi tenké.

Sivaguru et al. (2003) vytvotili model, podle kterého hlinik indukuje otevieni
vytokového kandlu pro glutamat, ten se vaze na receptor, vapnikovy kanal na plasmatické
membrang. Zvyiena hladina cytosolického Ca®’ pak vede k depolymeraci mikrotubuld,

depolarizaci membrany a inhibici elongac¢niho rastu buiky.

Krtkova et al. (2012) naopak pozorovali stabilizaci kortikalnich mikrotubulti u
lateralnich bun¢k kotenové Cepicky béhem prvnich 30 minut osetfeni 100 uM AlCl; oproti

nizkému pH, které zptisobilo jejich nahodilé uspotradani (randomizaci).

Pii rGstové analyze pldal a pldo rostlin bylo zjisténo, Zze pldal roste rychleji
na médiu s hlintkem o koncentraci 100, 300 uM nez WT ¢i pldo. Rostliny mutantni
v PLDa v ranych fazich 1épe odolavaji ptsobeni stresu. 300 uM AICIl; vedla u WT
pfednostné k odumirani buné€k, zatimco u pldal byly pozorovatelné buniky se zménénym
tvarem a dochézelo u nich ve vétsi mife k reorganizaci cytoskeletu (DP Lucie Polakova,

2014).

Podle Pejchar et al. (2008) po aplikaci 100 uM AICl5 dochazi k inhibici aktivity
PIP,-dependentni PLD, coz se projevuje poklesem produkce PA. Dale chtéli zjistit, zdali
zmény v dynamice mikrotubulli budou mit vliv na produkci PA v pfipadé, ze zaroven
budou na bunky aplikovany i hlinité ionty. Zatimco taxol nem¢l zadny efekt na produkci
PA, oryzalin vyrazné zvysoval produkci PA v piitomnosti AI*". Nelze jednoduse Fici, Ze by
destabilizace MTs vedla k aktivaci PLD. Signalni draha pravdépodobné zahrnuje dalsi

regulacni mechanismus, ktery je citlivy vici hliniku.
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2.5.2 Mechanismus tolerance a rezistence rostlin vaéi toxicité

hlinitych ionti

Nekteré rostliny jsou schopné tolerovat vysoké koncentrace hlinitych iontd, aniz by
vykazovaly n&jaké piiznaky toxicity. Radi se mezi né rostliny schopné akumulovat kolem
1000 mg tézkého kovu na kilogram suSiny. Tato skupina rostlin zahrnuje ptiblizné 30
eledi a mezi nejznamdjsi zastupce patii ¢ajovnik, pohanka a hortenzie. Cajovnik mize
akumulovat az 30 000 mg/kg suSiny ve starSich listech, v mladych okolo 600 mg/kg
suSiny. U hortenzie je to kolem 3000 mg/kg suSiny. Melastoma malabathricum a
Vaccinium macrocarpon, které jsou zvyklé rist na pidach s nizkym pH akumuluji velké

mnozstvi hliniku jak v listech, tak kotfenech (Shen a Ma, 2001).

Rostliny vyuzivaji 2 strategie, jimiz se brani Al stresu. Bud’to tzv. wvnitini
detoxifikaci, kdy je hlinik jiz pfitomen v cytosolu. Rostlina vyuziva organickych slouc¢enin
k tvorbé komplexti s hlinitymi ionty a transportuje je v metabolicky neaktivni formé do
specifickych rostlinnych organti. V tomto piipadé mluvime o toleranci rostlin vii¢i hliniku.
Pro Cajovnik je typicka chelatace hliniku slouceninou katechinem. Druhou strategii je
rezistence rostlin. Rostlina brani vstupu hliniku do symplastu a vyuziva k tomu organické
kyseliny, které uvolituje do rhizosféry. Opét dochazi k chelataci a imobilizaci hlinitych

iontli (Brunner a Sperisen, 2013).
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Rostlinny material

Pii experimentech byly pouzity jako WT rostliny 4. thaliana ekotyp Columbia a
rostliny A4. thaliana ekotyp Columbia mutantni v genu pro PLDal (SALK 053785) a
PLD6 (SALK 023247). Pro sledovani dynamiky mikrotubulii byla vyuzita AtEBla-GFP
exprimujici linie (Chan et al., 2003), ktera byla naktizena jak do WT rostlin, tak do rostlin
mutantnich v PLDal a PLDG.

Pti studiu akumulace hliniku v krouzku Ortmannové bylo pracovano s exo70H4-1
mutantem (SALK 023593) a kontrolou byly WT rostliny A. thaliana ekotyp Columbia.

Semena byla poskytnuta doktorem Ivanem Kulichem.

3.2 Metody

3.2.1 Elektroporace vektoru EB1-GFP do Agrobacterium

tumafaciens

Kompetentni buiikky A. tumefaciens byly rozmrazeny na ledu. K40 ul suspenze
kompetentnich bunék byly pfidany 2 pl vektoru EB1-GFP (binarni vektor pK7WGF2
kodujici GFP-EBI, laboratot prof. P. Nicka, KIT) a jednu minutu inkubovany na ledu. Poté
byly bunky ptepipetovany do zchlazené kyvety, kterd byla vlozena do elektroporatoru. Byl
aplikovan puls o napéti 2 kV. Po pulsu byl k buitkdm pfidan 1 ml YEB média (meat
extract=5 g/l, yeast extract=1 g/l, pepton=5 g/, sachar6za=5 g/l, MgSO,4-7 H,0=0.5 g/l) a
cely obsah kyvety byl piepipetovan do zkumavky. Buniky byly ponechany 2 hodiny na
ttepacce pii teplot€¢ 28°C. 20 ul suspenze bylo vyseto na plotnu s pevnym YEB (stejné
slozeni + agar 17 g/l) a antibiotiky (na 20 ml YEB pfidano 20 pl spectinomycinu o konc.
50 mg/ml, 100 pl rifampicinu o konc. 10 mg/ml). Kultivovano pies noc pfi teploté 28°C.
Druhy den vybrana jedna kolonie, ktera byla rozetiena o sténu malé Erlenmeyerovy banky
s 20 ml tekutého YEB s antibiotiky (stejné mnozstvi jako v ptfedeslém piipad¢€). Pies noc

ponechano na tfepacce pii 28°C. Tteti den bylo do 300 ml YEB napipetovano 300 pl
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spectinomycinu (50 mg/ml) a 600 ul bakteridlni suspenze. Pfes noc ponechano na tfepacce

pti 28°C. Ctvrty den byla provedena transformace rostlin.

3.2.2 Transformace rostlin metodou floral-dip

Bakteridlni suspenze byla 15 minut centrifugovana pii 3700 g, teploté 4°C.
Supernatant byl vylit, sediment rozmichén ve zbylé kapalin€ a poté v malém mnoZzstvi 5 %

sachar6zy. Poté byl obsah kyvety pfelit do odmérného vélce a dolit 5 % sachardzou.

Byl ptidan Silwett L-77 do konec¢né koncentrace 0.05 %. Z rostlin (cca 6-tydenni)
byly odstfihnuty vSechny SeSule a oteviené kvéty. Jedna po druhé byly na dobu cca 5-10 s
ponofeny do suspenze. Poté byla kazdd rostlinka zabalena do potravinové folie a
ponechana ptes noc ve tm¢. Nasledujici den byly rostliny vyndany z igelitu a pfemistény
do kultivacni mistnosti. Rostliny byly péstovany v Arasystémech, aby nedoslo ke zbytecné

ztrat€ semen.

Poté, co rostliny vytvofily SeSule, byla semena nejprve skladovana v papirovych
saCcich, ve kterych se suSily cca 3 dny, a nasledovné byla pfenddna a skladovana ve

zkumavkach.

3.2.3 Selekce rostlin s GFP-markerem

Pted vysetim byla semena vysterilizovana. Nejprve byla promyta 96 % etanolem
(max. 1 minutu), poté 10 minut v 50 % roztoku Sava a nakonec 4x promyta destilovanou

vodou. Po dobu dal$ich 3 dnil byla semena ponechana v lednici.

Semena byla vyseta na minimalnim MS médiu (sachar6za=10 g/l, MS soli=2.2 g/l,
agar=12 g/l, pH=5.7). Petriho misky se semeny byly pfeneseny do kultivacni mistnosti a
kultivovany po dobu 4 dnti. Pomoci fluorescencni lupy mély byt pak vybrany semenacky
vykazujici fluorescenci v GFP. Bohuzel toto kritérium Zadny ze semendckii nespliioval a

transformace byla jesté jednou zopakovana.

3.24 Tranzientni transformace

Kromé¢ transformace metodou floral-dip byla vyzkouSena také tranzientni
transformace podle Jing-Feng Li ef al., (2009) pro kontrolu funkcnosti plazmidu. Jako

kontrola byl pouzit peroxisomalni marker GFP-PTS1 (Nelson et al., 2007).
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Prvni a druhy den se postupovalo stejné jako 1. a 2. den pfi elektroporace vektoru
EBI-GFP a PTSI1-GFP do Agrobacterium tumafaciens. Tteti den byly do 100 ml
Erlenmeyerovy baiikky s25 ml tekut¢tho YEB média napipetovany 3 ml bakterialni
suspenze, byla zmétena opticka denzita pi1 600 nm (EB1=0.427, PTS1=0.390) a suspenze
byla ponechana po dobu cca 7 hodin na tiepacce pii teploté 28°C dokud ODggo neptesahla
hodnotu 1,5. Poté byla suspenze pielita do falkony o objemu 50 ml a zcentrifugovana
10 min na 3000 g pii pokojové teploté. Béhem centrifugace byl pfipravovan kokultivacni
roztok (1/4 MS médium, acetosyringon 1:1000 (20 uM), silwett 25 pl/l). Supernatant byl
vylit a pelet byl resuspendovén v 10 ml promyvaciho roztoku (10 mM MgCl,). Suspenze
byla opét zcentrifugovéana za stejnych podminek, supernatant vylit a pelet resuspendovéan

v 2 ml promyvaciho roztoku.

Nasledné byla zméfena ODgo (EB1=1.460, PTS1=1.332). Po 1 ml byl kokultiva¢ni
roztok napipetovan do 12 jamkové desticky. Do kazdé jamky bylo umisténo cca 10ks
semendckit Arabidopsis (4-denni). Byl pfipraven gradient hustot (ODgyo=0,4; 0,6; 0,8),
podle kterého bylo do kazdé jamky piidano odpovidajici mnozstvi bakterialni suspenze.
Desticka byla zabalena do alobalu a po dobu dvou dnli ponechana na ttepacce pii pokojové
teploté. Sesty den byl zjamek odpipetovan kokultivatni roztok a semenaéky byly 3x
promyty minimalnim MS médiem s piidavkem Claforanu. Nakonec bylo pfidano pouze
Cist¢ MS médium a desticka byla ponechdna dal$i dva dny na tfepacce. Osmy den

pozorovani pod konfokalnim mikroskopem Leica TCS.

U kontrolnich rostlin s peroxisomalnim markerem GFP-PTS1 se transientni
transformace podafila a vykazovaly fluorescenci v GFP, na rozdil od EB1-GFP markeru,

ktery se opét nepodaftilo do rostlin netransformovat.

3.2.5 K¥izZeni rostlin

Rostliny WT, mutantni rostliny v PLDal, PLD6 a EBla-GFP exprimujici linie byly

vysety na raSelinové pelety a nesteriln¢ péstovany pii fotoperiode 16/8 a teploté 21°C.

Jakmile rostliny zacaly tvofit kvéty, byly zkfizeny. KiiZeni bylo provedeno v obou
smérech. Semena ze zralych Sesuli (F1 generace) byla sklizena do papirovych sackul, po
dobu 2 dnli ponechdna v otevienych zkumavkach a poté opét vyseta na raselinové pelety.

Vznikld F2 generace semen byla nejprve vysterilizovana (viz. kapitola 2.2.3. Selekce
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rostlin s GFP-markerem) a 4 dny stratifikovana v lednici. Poté byla vyseta na minimalni
MS médium. Po 5 dnech byly pomoci fluorescen¢niho mikroskopu Olympus Provis AX 70
vybrany rostliny vykazujici fluorescenci GFP. Tyto rostliny byly pfesazeny na raSelinové
pelety a kultivovany v kultiva¢ni mistnosti pii fotoperiodé 16/8 a teploté¢ 21°C. Ptiblizné

14-denni rostliny pak byly genotypovany.

3.2.6 Genotypovani

A. Izolace DNA pro PCR

Rostlindm rostoucim 12 dni na raselinovych peletach byl ustfizen list, ktery byl
vlozen do epinky s cca 6 sklenénymi kulickami. Epinky byly ihned vhazovany do tekutého
dusiku. Poté byly vzorky homogenizovany v homogenizatoru po dobu 3 minut pfi
frekvenci kmitu 25. Thned po homogenizaci bylo ke vzorkim napipetovano 400 pnl
extrakéniho pufru (200 mM Tris-HCI pH=7.5, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0.5 % SDS).
Vzorky byly 1 minutu centrifugovany pii maximalnich otackach. 300 pl supernatantu bylo
piepipetovano do novych epinek a doplnéno 300 pl isopropanolu. Nasledovaly 2 minuty
stani a centrifugace 5 minut pii maximalnich otackach. Supernatant byl vylit a zkumavky
se nechaly pIn¢ vyschnout (cca 20 minut). Nakonec byla DNA resuspendovana v 50 pl

vody a vzorky byly pfes noc ponechany v mrazaku.

B. Amplifikace DNA metodou PCR

Vzorky jsem si nechala rozmrazit na ledu. Béhem toho jsem si pfipravila reakéni smés,

ktera obsahovala:

171 pl H,O

20 pl pufru pro DreamTaq polymerazu
2,5 ul DTP (10 mM)

2 ul od kazdého primeru (0.1 mM)

0,5 ul DreamTaq polymerazy (pfidava se nakonec, nestabilni)
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Smés rozpipetovana po 19,6 ul do pripravenych epinek. Nakonec do kazdé epinky 1 ul
DNA.

Poté byl pouzit PCR cycler MJ Research PTC-200.

Program PCR reakce:
1) 2 min pfi 94°C
2) 30 s pii 94°C, 1 min pti 58°C, Imin pii 72°C; 26 cykli
3) 10 min pii 72°C

4) chlazeni na 4°C

C. Elektroforéza

Smichanim 300 ml 0,5xTAE pufru (2,42 g Tris base; 5,71 ml ledové kyseliny
octové; 1 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0; voda do 1 1) a 3,6 g agarozy byl ptipraven 1,2 % gel.
Po zchlazeni pod tekouci vodou bylo pfiddno 30 pl GelRedu. VSe bylo promichéno a
nalito do formy slouzici k ptipravé gelii. Gel byl pfendan do elektroforetické vany a ptelit
0,5xTAE pufrem. Vzorky DNA smichané s nanaSecim pufrem (v poméru 10:2) byly
napipetovany do jednotlivych jamek. Jako posledni byl nanesen marker GeneRuler 100 bp.
Elektroforéza byla zakryta vikem a pfipojena ke zdroji napé€ti (nastaveno na 102 mA). Po

cca 35 minutach byl gel vyjmut a naskenovan.

3.2.7 Hydroponicka kultivace rostlin

K hydroponické kultivaci byly vyuzity sklenéné barvici vanicky. Do kazdé z nich
byly umistény specidln¢ upravena sklicka. Kazdé¢ sklicko bylo tvotfeno podloznim a krycim
sklem, které byly k sobé& pfipevnény pomoci nité. Kryci sklo tak vytvofilo ,,drazku®, podél
které¢ bylo mozné napipetovat minimalni MS médium (sachar6za=10 g/l, MS soli=2.2 g/I,
agar=12 g/, pH=5.7). Na tuto tenkou vrstvicku média pak byly pomoci pipety nasety
semena. Do vanicky se sklicky bylo nalito pfiblizn€ 100 ml kultivaéniho média. Nakonec

byla vanicka zajisténa parafilmem, aby nedochazelo ke kontaminaci.
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Obr. 4 — Ukazka z hydroponickeé kultivace rostlin za vyuziti sklenénych barvicich vanicek.

3.2.8 Riistova analyza kofent

Pro rtistovou analyzu kotent byly pouzity WT rostliny a rostliny s mutaci v PLDal.
Rostliny byly péstovany v hydroponickém systému popsaném vyse. Na kazdé¢ sklicko bylo
vyseto pfiblizné 10 semen, které¢ byly pfedtim vysterilizovany a stratifikovany 3 dny
v lednici. Po dobu 4 dnd byly rostliny kultivovany v 1/8 MS médiu. Ctvrty den byla
skli¢ka s rostlinami vyfocena pomoci fotoaparatu Nikon D3200 a pfemisténa do sklenicka
obsahujicich médium bez ¢i s danou koncentraci hliniku (viz Seznam pouzitych médii
nize). Osmy den byla opét sklicka nafocena. Foceni probihalo vzdy ve sterilni Petriho

misce, jako métitko byl vyuzit milimetrovy papir.

M¢édia pouzita pii hydroponické kultivaci:
= 1/8 MS, pH=5.7
= 1/8 MS, pH=4.5
= 1/8 MS, pH=4.5 + 100, 200 ¢i 300 uM AICl;

Uprava pH médii probihala pied jejich sterilizaci autoklavovanim. pH médii

s hlinikem bylo upravovano semisteriln€ po pfidani hliniku do média.
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Délka kotfenli byla métena v programu Fiji a to vzdy od hypokotylu po kofenovou
Spicku. Vysledky byly zpracovany v programu Microsoft Excel do sloupcovych graf.

Vysledky byly ovéfovany pomoci t-testu. Experiment byl 3x opakovan a v kazdé varianté

\

bylo vyhodnocovéano kolem 20-30 rostlin.

Obr. 5 — Mereni délky korenii A. thaliana probihalo vzidy ve sterilni Petriho misce.

3.29 Sledovani dynamiky kortikalnich mikrotubuli

Rostliny 4. thaliana WT a pldol exprimujici EBla-GFP marker byly péstovany 4
dny na minimalnim MS médiu pfi svételnych podminkach 16/8 a teploté¢ 21°C. Poté byly
rostliny pozorovany na konfokalnim mikroskopu Zeiss LSM 880, objektivem 63x s vodni
imerzi a numerickou aperturou 1,2. Pfi pozorovani byla pouzita stejna média jako
v ptipad¢ hydroponické kultivace. Perfize pod sklickem (promyvani kotfene pfimo na
sklicku) nebylo mozné, protoze kofen v médiu plaval a "unikal" tak ze zabéru. Na 1 buiiku
bylo vyhodnocovdno 10-15 +koncti mikrotubuli, coz bylo dano tim, Ze byla vzdy
pozorovatelnd jen ¢ast kortikdlni cytoplazmy dané buiky. Buniky byly snimany kazdé 2 s
po dobu 40 s. Z vyslednych videi pak byla pomoci programu Fiji (plugin manual tracking)
zmetena délka trajektorie jednotlivych +koncti mikrotubulli a v programu Excel pak byla
vypocitdna rychlost polymerace nové syntetizovanych kortikadlnich mikrotubult

v jednotkdch nm/min.

23



Nejprve jsem si dala za kol porovnat rychlost polymerace nové syntetizovanych
kortikdlnich mikrotubuld v transientni a elongacni z6né kotene za normalnich podminek
(pH=5.7), za snizeného pH (pH=4.5) a po pfidani hliniku (pH=4.5 + 100 uM AICIl;).
Experiment byl 3x opakovan a pro kazdou variantu bylo hodnoceno 15 buné¢k (15 rostlin).
Na jednu rostlinu byla vzdy vyhodnocovéna 1 buiika z transientni a 1 burika z elongacni

zoOny pii danych podminkach.

Déle jsem se zaméfila jen na transientni zonu kofene, nebot’ ta se jevi jako
nejcitlivéjsi vaci toxicité hliniku. Za prvé jsem chtéla zjistit, zdali dochazi ke zménam
orientace nove¢ syntetizovanych kortikdlnich mikrotubulii v ¢ase 10, 20 a 30 minut za
normdlnich podminek (pH=5.7), za snizené¢ho pH (pH=4.5) a po ptidani hliniku (pH=4.5 +
100 uM AICl3) a za druhé zdali se meéni rychlost polymerace nové syntetizovanych
kortikalnich mikrotubult v ¢ase. Experiment byl vice jak 10x opakovan, nebot’ snimani je
Casoveé narocné a pii kazdém experimentu bylo hodnoceno kolem 3-5 bun¢k pro kazdou

variantu.

Kromé rychlosti polymerace nové syntetizovanych kortikdlnich mikrotubuli a

orientace mikrotubulil, byla hodnocena také zména poctu +koncit mikrotubulii v Case.

3.2.10 Zjistovani pritomnosti hliniku v trichomech pomoci

Morinu

Rostliny 4. thaliana exo70H4-1 a WT ekotyp Columbia (kontrola) byly péstovany
v hydroponickém systému (viz. kapitola 2.2.9) po dobu 3 tydnl. Pfed samotnym vysetim
byla semena vysterilizovana a stratifikovana po dobu 3 dna v lednici. Pro kultivaci bylo
zvoleno 1/8 MS médium o pH=5.7. Po 3 tydnech byla polovina skli¢ek s rostlinami
steriln¢ pfemisténa do sklenicki s hlinikovym médiem (1/8 MS + 300 uM AICl;), kde byla
ponechana dalSich 7 dni. Pro znaceni Morinem byly listy promyvany 3 hodiny v roztoku
kyseliny octové s etanolem (1:3), poté byly 3x promyty v deionizované vod¢. Nakonec byl
pfidan zasobni roztok Morinu (0.1 M v DMSO) a to v koncentraci 2x vy$s$i nez byla
ptedpokladana (240 uM AlCls) koncentrace hliniku v médiu.

Listy s trichomy pak byly pozorovany pod fluorescenénim mikroskopem Nikon

Eclipse 901 objektivem se zvétSenim 20x.
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3.2.11 Izolace protoplastii

Rostliny A. thaliana WT exprimujici EB1a-GFP marker a GFP-TUAG6 linie byly
péstovany 14-21 dnli na minimalnim MS médiu pii svételnych podminkach 16/8 a teplote

21°C. Pied vysetim byly semena vysterilizovany a stratifikovany v lednici cca 3 dny.

Zasobni enzymovy roztok (pH=5.8) byl smichan s enzymy (celuldza, macerozym,
pektolyéaza, viz Tab. 1). Pfi prvnim pokusu byly natfezdny nadzemni i kofenovéa ¢ast rostlin
(pt1 dalSich experimentech se pracovalo pouze s kofeny) a pifemistény do roztoku
s enzymy. Desticka s jamkami byla zabalena do alobalu a ponechéana pii pokojové teploté
bez tfepani. Po cca 4,5 h byl k suspenzi pfidan roztok W5 (viz Tab. 2, stejné mnozstvi jako
enzymového roztoku na zaCatku experimentu). Suspenzi jsem prefiltrovala pomoci
nylonového sitka (s pory o velikosti 46 a 86 um). Filtrat byl ptrelit do falkony a
zcentrifugovan pfi 100g na 2 minuty. Cast supernatantu byla odpipetovana, dolit opét W5
roztok a znovu zcentrifugovano. Nakonec jsem odpipetovala téméf vSechen supernatant a
piidala 1 ml regenera¢niho média Km8P (viz Tab. 3; Kao a Michayluk, 1975)
s mannitolem. Protoplasty byly kultivovany pfes noc v desticce sjamkami, ktera byla

zajiSténa parafilmem, aby nedochazelo ke kontaminaci.

Protoplasty byly druhy den pozorovany na konfokalnim mikroskopu Zeiss LSM

880, objektivem 63x s vodni imerzi a numerickou aperturou 1,2.

Enzymovy roztok
MES 20 mM
KCl1 20 mM
CaCl, 10 mM
Celulaza 1%
Pektolidza 1%
Macerozym R10 0.4%
Mannitol 0.45M

Tab. 1 — Slozeni enzymového roztoku pro izolaci protoplasti.

Roztok W5
MES 2 mM
KClI 5 mM
CaCl, 125 mM
NaCl 154 mM
Mannitol 0.45M

Tab. 2 — Slozeni roztoku W5.
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Médium KmS8P

NH4NO3 600 mg/1
KNOs3 1900 mg/1
CaCl, * 2H,0 600 mg/1
MgSO,4 * TH,0 300 mg/1
KH,POy4 170 mg/1
KCl 300 mg/1
FeSO4 * 7TH,0O 28 mg/1
KI 0,75 mg/l
H;BO; 3,0 mg/1
MnSO,4 * H20 10 mg/1
ZnSO4 * TH20 2 mg/l
Na,MoOy4 * 2 H,O 0,25 mg/l
CuSO, * 5SH,O 0,025 mg/1
CoCl, * 6H,O 0,025 mg/1
Sacharosa 0,25 g/l
Glukosa 34,2 g/l
Pyruvat sodny 20 mg/1
Kyselina citronova 40 mg/1
Kyselina jable¢na 40 mg/1
Kyselina fumarova 40 mg/1
Fruktosa 250 mg/1
Ribosa 250 mg/l
Xylosa 250 mg/l
Mannosa 250 mg/1
Rhamnosa 250 mg/1
Cellobiosa 250 mg/l
Sorbitol 250 mg/1
Mannitol 250 mg/1
D-Myo Inositol 100 mg/1
Nikotinamid 1,0 mg/1
PyridoxinHCI 1,0 mg/1
ThiaminHCI 1,0 mg/1
D-Calciumpantotenat 1,0 mg/1
Kyselina listova 0,4 mg/l
Aminobenzoova kyselina 0,02 mg/l
Biotin 0,01 mg/l
Choline chlorid 1,0 mg/1
Riboflavin 0,2 mg/l
Kyselina askorbova 2,0 mg/l
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Vitamin A 0,01 mg/1
Vitamin D3 0,01 mg/1
Vitamin B12 0,02 mg/1
Kasein 250 mg
Kokosova voda 20 ml
2,4-D 0,2 mg/l
Zeatin 0,5 mg/l
NAA 1,0 mg/1

Tab. 3 — Slozeni Km8P média pro regeneraci protoplasti.
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4 VYSLEDKY

4.1 Marker EB1-GFP v rostlinach Arabidopsis

Za ucelem sledovani dynamiky kortikalnich mikrotubulii jsem se rozhodla vyuzit
EB1 protein jako marker plus konct mikrotubuli. M¢la jsem k dispozici vektor EB1-GFP
od prof. Petera Nicka (Karlsruhe Institute of Technology), kterym jsem nejprve
transformovala A. tumefaciens pro naslednou transformaci rostlin metodou floral-dip.
Opakované se mi nedafilo ziskat zddné selektanty, proto jsem se rozhodla testovat vektor
metodou transientni transformace semenackl Arabidopsis. Ani tato metoda nevedla
k expresi vektoru EB1-GFP v buiikach a dale uz s nim nebylo pracovano. Byla ziskana
linie Arabidopsis thaliana exprimujici AtEBla-GFP (Chan er al, 2003), kterd byla
nakfizena do WT a pldal rostlin. Z F2 generace semen byly vyselektovany rostliny
vykazujici fluorescenci GFP. Pomoci genotypovani byly identifikovany homozygotni

rostliny.

EBla-GFP byl velmi dobfe exprimovan u WT rostlin a rostlin mutantnich
v PLDal. pldé vykazovaly velmi slabou fluorescenci a z ¢asovych duvodii s nimi jiz
nebylo pracovano, nebot’ by pro ziskani stabilné svitici populace musely byt ptepéstovany.
Béhem interfaze EBla-GFP znaci plus konce mikrotubuli a vytvari typické komety.
Marker je vhodny pro pozorovani mikrotubuli v bunikdch pokozky (viz obr. 7), hypokotylu

(viz obr. 6) a kotene (viz obr. 8). Vzhledem k zamétfeni DP jsem se déle vénovala

kofenovym buikam.

Obr. 6 — EBla-GFP marker znacici plus konce mikrotubulii v buiice hypokotylu pri pH=5.7, méritko 10 um.
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Obr. 7 — EBla-GFP marker znacict plus konce mikrotubulit v burice pokozky pri pH=5.7. méritko 10 um.

Obr. 8 — EBla-GFP marker znacict plus konce mikrotubulii v burice elongacni zony korene pri pH=5.7,

méritko 10 pm.
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4.2 Riistova analyza korent

V prvni fadé byla provedena riistova analyza kotent. Chtéla jsem ovéfit, zdali ma
hlinik odli$ny vliv na rist kotend rostlin A. thaliana WT a pldal. Rostliny byly péstovany
v hydroponii v 1/8 MS médiu o pH=5,7. Po 4 dnech byly vyfoceny a pfemistény do
sklenicki s kontrolnimi podminkami (pH=5,7 a pH=4,5) a s danymi koncentracemi hliniku
(100, 200 a 300 uM). Po 4 dnech (tedy 8-denni rostliny) byly opét vyfoceny. Po skonceni
experimentu byly zméfeny pomoci programu Fiji délky kofenl ze 4. a 8. dne experimentu.

Jako méfitko byl pouzit milimetrovy papir.

U WT rostlin mizeme pozorovat, ze zvySujici se koncentrace hliniku mé za
nasledek zvysujici se inhibici ristu kofent (Graf ¢. 2). 300 uM koncentrace hliniku vede

k uplné inhibici riistu kofene (za 4 dny nartst o pouhych 5%).

U pldal byly naméfeny celkové vyssi prirtistky v délce kotenti nez u WT (Graf €.
1) jiz po 4 dnech v kontrolnim médiu. Délka kotfenti pii 100 uM koncentraci byla
srovnatelnd s délkou kofend rostoucich pii pH=5,7. 300 uM koncentrace neméla tak
inhibi¢ni vliv na rist kofenli jako v pfipadé¢ WT rostlin, za 4 dny kofeny narostly o

piiblizné 40% (Graf €. 3).

v

Zatimco u WT pozorujeme vyrazn€j$i inhibici ristu kotfenti, pldal buiky se 1épe

vyrovnavaji s toxicitou hlinitych iontt.

8,00
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Délka kofene [mm)]

WT pldal

Graf ¢ 1 — Zprumérovana délka korenii 4-dennich rostlin WT a pldol namérend pri pH=5.7, pH=4.5,
pH=4.5 + 100 uM AICI;, pH=4.5 + 200 uM AICl;, pH=4.5 + 300 uM AICl;. Chybové usecky predstavuji

standartni chybu.
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Graf ¢ 2 — Vliv snizeného pH a zvysujici se koncentrace hlinitych iontii na rist korenii u 4-dennich WT

rostlin. Chybové usecky predstavuji standartni chybu.
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Graf ¢ 3 — Viiv snizeného pH a zvysujici se koncentrace hlinitych iontii na rust korenii u 4-dennich pldol

rostlin. Chybové usecky predstavuji standartni chybu.
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4.3 Vliv hlinitych ionti na dynamiku kortikalnich

mikrotubull elongac¢ni a transientni zony koiene

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, zdali bude odlisna reakce kortikalnich
mikrotubuld na toxické ptisobeni hliniku v elongacni a transientni z6n¢ kotfene projevujici
se zrychlenim ¢i zpomalenim polymerace nové syntetizovanych kortikalnich mikrotubulti.
Vyuzity byly 4-denni rostliny A. thaliana WT s GFP markerem pro EBla, které byly
péstovany na minimalnim MS médiu v Petriho miskach. Pfi mikroskopovani byly pouzity
2 kontroly (1/8 MS médium o pH=5,7 a pH=4,5) a pro studium vlivu hlinitych iontd na
dynamiku cMTs bylo pouzito 1/8 MS médium s hlinitymi ionty o koncentraci 100 pM.

Rostliny byly pozorovany bezprostiedné po vlozeni do média v Case piiblizn¢ 3min.

Kortikalni mikrotubuly transientni zoény kotfene vykazuji mnohem niz8i rychlost
polymerace pii pH=5,7 oproti elongacni zoné (viz Tab. 4). Jak sniZzeni pH, tak ptidani 100
uM koncentrace AICIl; vedlo k okamzitému narastu rychlosti polymerace v elongacni 1
transientni zon¢ (viz Graf. 4). U transientni zony byl nartst rychlosti polymerace v obou
ptipadech vyssi. Po oSetfeni médiem s nizSim pH doslo k nartstu o 47%, v ptipadé 100
uM AICl; byl narist 43%. V elongacni zoné€ byl naméten narast 12% pii pH=4,5 a 7% pfi
pouziti média s hlinitymi ionty.

Vzhledem k tomu, Ze u rostlin oSetfenych nizkym pH nebo hlinitymi ionty byly
vzdy po 3 minutdch plisobeni naméfeny vyssSi rychlosti polymerace ¢cMTs, usuzuji, Ze
rychlost polymerace mikrotubulil reaguje okamzit¢ na zménu pH. V elongacni z6né€ reaguji
mikrotubuly méné citlivé na sniZeni pH a plisobeni hlinitych iontd nez v z6n¢ tranzientni.
V prvni fazi piisobeni nizkého pH a hlinitych iontl tedy reaguji kortikalni mikrotubuly jak

transientni, tak elongacni zony spise na zménu pH nez 100 uM koncentraci hlinitych ionti.

Tranzientni zona Elonga¢ni zona
[nm] [nm]
pH=5.7 704+47 962+69
pH=4.5 1005+54 1072+87
pH=4.5+ 100 uM Al 985+40 1027+£70

Tab. 4 — Rychlost polymerace nové syntetizovanych cMTs v tranzientni a elongacni zoné WT rostlin s EBla-
GFP markerem v case 3 minuty po osetieni danym médiem. Uvedené hodnoty jsou primérné rychlosti

polymerace + SD.
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Graf ¢ 4 — Rychlost polymerace nové syntetizovanych cMT v elongacni a transientni zoné korene
bezprostiednée po aplikaci snizeného pH a 100uM koncentrace hlinitych ionti u 4-dennich WT rostlin
s EBla-GFP markerkem.

4.4 Pozorovani dynamiky kortikalnich mikrotubulii v ¢ase

Na zakladé¢ predeslych vysledki jsem se rozhodla dale pracovat pouze
s mikrotubuly transientni zony kotene a zjistit, zdali se bude liSit rychlost polymerace nové
syntetizovanych cMTs po del§i dobé oSetfeni nizkym pH a riznou koncentraci hlinitych
iontd. Pokusy byly provadény na 4-dennich rostlinach 4. thaliana WT a pldal s GFP
markerem pro EBla rostoucich v Petriho miskidch na minimalnim MS médiu. Pii
mikroskopovani byly pouzity 2 kontroly (1/8 MS médium o pH=5,7 a pH=4,5) a pro
studium vlivu hlinitych iontd na dynamiku cMTS bylo pouzito 1/8 MS médium s hlinitymi
ionty o koncentraci 100 a 300 uM. Rostliny byly pozorovany po vlozeni do média v Case

3, 10, 20 a 30minut.

Z grafu ¢. 5 a 6 mizeme vidét, ze u WT i pldal rostlin dochazi k pfiblizné stejnému
statisticky pritkaznému narGstu rychlosti polymerace okamzité po oSetfeni nizkym pH a
niz$i, vyssi koncentraci AICls. V dalSich grafech je rychlost polymerace nové
syntetizovanych mikrotubulli uvadéna v procentech. Duvodem je technické provedeni
experimentu. Rostliny byly vlozeny do daného média a okamzité pozorovany, pii¢emz

nejkrat§i mozny €as pozorovani byl 3 minuty. Perflize pifimo na sklicku nebyla mozna,
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koteny plavaly v médiu. Kazda rostlina byla pozorovana tedy v ¢ase 3, 10 a 30 minut a

udaj pro ¢as 0 min nebyl k dispozici.

U WT po 10 minutach vzrostla rychlost polymerace nové syntetizovanych cMTs
jak pfi snizeném pH, tak po pfidani hlinitych iontd (viz Tab. 5, Graf ¢. 7). 100uM
koncentrace hliniku méla stejny vliv na rychlost polymerace jako pH=4.5. Vyrazngjsi
narust rychlosti polymerace byl zaznamenan az po ptidani 300 uM koncentrace AlCls. Po
30 minutach je situace uplné¢ stejna. pH=4,5 a 100 uM koncentrace hliniku vedla
k pfiblizn¢ stejnému nartstu rychlosti polymerace. Az koncentrace 300 uM vedla

k pritkaznéj$§imu nartistu rychlosti polymerace.

U pldal je tomu jinak. Po 10 minutich doSlo k prikaznému poklesu rychlosti
polymerace po piidani 100 uM koncentrace hliniku a naopak koncentrace 300 pM
zrychlovala polymeraci mikrotubull stejné jako snizené pH (viz Tab. 6, Graf ¢. 8). 30
minut vedlo k dalSimu poklesu rychlosti polymerace cMTs pfi oSetfeni 100 pM AlCls.
Snizeni pH vedlo k mirnému nartstu rychlosti polymerace nové syntetizovanych cMTs.
Vyssi koncentrace hlinitych iontd v roztoku méla za nasledek prudké zvySeni rychlosti

polymerace cMTs.

Podle dosazenych vysledkt lze fici, Ze WT bunky se po 30 minutich oSetieni
100 pM hlinikem vyrovnavaji spiSe sniz§im pH nez hlinitymi ionty a az 300 pM
koncentrace hliniku zvySuji rychlost polymerace nov¢ syntetizovanych cMTs. pldol buniky
cMTs. 300 uM koncentrace hliniku vede k prikaznému nartstu rychlosti polymerace az po
30 minutach oSetfeni.

Bunky postradajici pldal jsou citlivéjsi jiz vici niz§im koncentracim hliniku, na
které reaguji zpomalenim rychlosti polymerace. Vyssi koncentrace hliniku u nich vede ke

zrychleni polymerace az po delsi dob¢ plisobeni hlinitych iontt.
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WT 3 min [nm] 10 min [nm] 30 min [nm]
pH=5.7 779+40 778+50 783+30
pH=4.5 1031+£37 1048+36 1096+43

pH=4.5+ 100 uM Al 1011+£57 1041+£35 1096+59
pH=4.5 + 300 uM Al 1067+45 1144+54 1227438

Tab. 5 — Rychlost polymerace nove syntetizovanych cMTs v tranzientni zoné WT rostlin s EBla-GFP

markerem v case 3, 10 a 30min po osetreni danym médiem. Uvedené hodnoty predstavuji priimérné rychlosti

polymerace = SD
pldal 3 min [nm] 10 min [nm] 30 min [nm]
pH=5.7 864+53 872+49 875+51
pH=4.5 1061£55 1103+62 1139439
pH=4.5+ 100 uM Al 1065449 988+48 905+34
pH=4.5+ 300 uM Al 1069+38 1096+42 1272436

Tab. 6 — Rychlost polymerace nové syntetizovanych cMTs v tranzientni zoné pldaol rostlin s EBla-GFP

markerem v case 3, 10 a 30min po oSetreni danym médiem. Uvedené hodnoty predstavuji primeérné rychlosti

polymerace + SD.
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Graf ¢ 5 — Rychlost polymerace nove syntetizovanych cMT transientni zoné koirene 3min po oSetieni
snizenym pH, 100 a 300 uM koncentraci hlinitych iontit u 4-dennich WT rostlin s EBla-GFP markerkem.
Chybove usecky predstavuji standartni chybu.
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Graf ¢ 6 — Rychlost polymerace nove syntetizovanych cMT transientni zoné koirene 3min po oSetieni
snizenym pH, 100 a 300 uM koncentraci hlinitych iontit u 4-dennich pldol rostlin s EBl1a-GFP markerkem.
Chybove usecky predstavuji standartni chybu.
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Graf ¢ 7 — Rychlost polymerace nové syntetizovanych cMTs namérena v ¢ase 3, 10 a 30 min po oSetieni
nizkym pH a 100 a 300 uM koncentract hlinitych iontit u 4 dennich WT rostlin s EBla-GFP markerem.
Chybove usecky predstavuji standartni chybu.
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Graf ¢ 8 — Rychlost polymerace nové syntetizovanych cMT nameérena v case 3, 10 a 30minut po oSetieni
nizkym pH a 100, 300 uM koncentraci hlinitych iontit u 4-dennich pldol rostlin s EBla-GFP markerkem.

Chybove usecky predstavuji standartni chybu.
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4.5 Studium zmén poctu kortikalnich mikrotubuli

Pfi tomto pokusu jsem si dala za ukol zjistit, zdali zmény v rychlosti polymerace
cMTs po oSetfeni hlinitymi ionty n&jak souvisi také s poctem nové syntetizovanych cMTs
v bunice. Byly vyuzity zdznamy stejnych videi jako v ptfipad¢ predeSlého experimentu.
Videa byla zprimeérovana v programu Fiji (Image — Stacks — Z project — Average
intensity), na zékladé ¢ehoz bylo mozno pozorovat celé trajektorie jednotlivych + koncti

mikrotubuld. Poéty mikrotubultl byly zjistovéany jen v ¢ase 10 a 30 minut.

SniZzeni pH 1 nizs$i koncentrace hliniku vedla u WT bunék k piiblizné¢ stejnému

poklesu poctu mikrotubult. U vyssi koncentrace hlinitych iontd byl zaznamendn jesté

vvvvvv

Pti predeslém experimentu jsem naméfila zvyseni rychlosti polymerace, o¢ekavala
bych tedy vyssi poCet mikrotubulli. Proto jsem se rozhodla pouzit jesté GFP-TUAG6 linii,
abych na snimcich mohla pozorovat vSechny mikrotubuly, ne jen ty polymerujici (Graf ¢.
10). Opét jsem pouzila 2 kontroly (pH=4,5 a pH=5,7) a niz§i, vyssi koncentraci hlinitych
iontd (100 a 300 uM). Poté jsem spocitala pocty mikrotubuli a dosla jsem k velmi

podobnym vysledkim.

U pldal bunék miazeme mluvit o poklesu poctu mikrotubult az v ptipadé¢ 300uM
koncentrace hliniku (Graf ¢. 11). pldal buiiky se lépe vyrovnavaji s nizkym pH a niz§imi
koncentracemi hliniku. Na vyssi koncentrace hliniku reaguji podobné¢ jako WT buiiky a to

poklesem poctu cMTs, piesto je pokles jen o 25%, zatimco u WT o 40%.
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Graf ¢ 9 — Pocet kortikalnich mikrotubulit namérenych v case 10 a 30min po oSetieni nizkym pH a 100, 300
uM AICl; u WT rostlin s EBla-GFP markerem. Chybové usecky predstavuji standartni chybu.
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Graf ¢. 10 — Pocet kortikalnich mikrotubulii namérenych v case 10 a 30min po oSetieni nizkym pH a 100,

300 uM AICl;u WT rostlin s GFP-TUA6 markerem. Chybové uisecky predstavuji standartni chybu.
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Graf ¢. 11 — Pocet kortikalnich mikrotubulii namérenych v case 10 a 30min po oSetienti nizkym pH a 100,

300 uM AICl;u pldol rostlin s EBl1a-GFP markerem. Chyboveé uisecky predstavuji standartni chybu.

4.6 Toxicita hliniku a orientace kortikalnich mikrotubulu

Polédkova ve své diplomové praci (2014) pozorovala po 12 hodinach plsobeni
hlinitych iontd u pldal cetné malformace bunck, naopak u WT bunc¢k dochazelo spise
k jejich odumirani. Na zdklad¢ téchto vysledki bychom ocekavali zménu orientace
kortikalnich mikrotubulti u p/dal bunék po ptisobeni hlinitych ionta. Jak u WT pii pH= 5.7
(Obr. 7), pH=4.5 (Obr. 8), pH=4.5+100 uM AICl; (Obr. 9), pH=4.5+300 uM AICl; (Obr.
10), tak u pldol pti pH= 5.7 (Obr. 11), pH=4.5 (Obr. 12), pH=4.5+100 uM AICI; (Obr.
13), pH=4.5+300 uM AICl; (Obr. 14) nebyly ale pozorovany zadné zmény v orientaci

mikrotubuld v ¢asech do 30 minut ptisobeni.
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Obr. 7 — Orientace cMT transientni zony korene po 3, 10, 20 a 30min v roztoku o pH=5,7 u WT rostlin,

méritko 10 pm.

Obr. 8 — Orientace cMT transientni zony korene po 3, 10, 20 a 30min v roztoku o pH=4,5 u WT rostlin,

méritko 10 pm.
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Obr. 9 — Orientace cMT transientni zony korene po 3, 10, 20 a 30min v roztoku o pH=4,5 + 100 uM AICl;u
WT rostlin, méritko 10 um.

Obr. 10 — Orientace cMT v transientni zoné korene po 3, 10, 20 a 30min v roztoku o pH=4,5 + 300 uM AICl;
u WT rostlin, méritko 10 um.
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Obr. 11 — Orientace cMT transientni zony korene po 3, 10, 20 a 30min v roztoku o pH=35,7 u pldol rostlin,

_

méritko 10 pm.

Obr. 12 — Orientace cMT transientni zony korene po 3, 10, 20 a 30min v roztoku o pH=4,5 u pldal rostlin,
méritko 10 pm.
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Obr. 13 — Orientace cMT v transientni zoné korene po 3, 10, 20 a 30min v roztoku o pH=4,5 + 100 uM AICl;

u pldal rostlin méritko 10 um.

3 min )

Obr. 14 — Orientace cMT transientni zony korene po 3, 10, 20 a 30min v roztoku o pH=4,5 + 300 uM AICl;u

pldol rostlin, méritko 10 um.
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4.7 Protoplasty a dynamika kortikalnich mikrotubuli

Protoplasty jsou buniky bez bunétné stény, kterd sestdvd ze sité celulozovych
mikrofibril (cMFs). U rostoucich bun¢k jsou celul6zové mikrofibrily orientovany kolmo
k roviné€ ristu. Orientace mikrofibril je ziejm¢ urCovana kortikalnimi mikrotubuly, nebot’
jejich orientace je paralelni k orientaci cMFs. Naruseni cMTs vede ke zménam v depozici
cMFs. Proto jsem chtéla zjistit, zdali bude mozné v protoplastech pozorovat kortikalni
mikrotubuly a pfipadné zdali se bude liSit jejich dynamika od dynamiky buné¢k s bunéénou
sténou. Pro tento experiment jsem zvolila WT rostliny A. thaliana exprimujici EBl1a-GFP,
které jsem nechala po dobu 14 dnii rist na minimalnim MS médiu v Petriho miskach. Poté
byly kofeny rostlin nafezany a izolovany pouze protoplasty. Pozorovani probihalo na

konfokalnim mikroskopu Zeiss LSM 880.

EB1a-GFP marker ziejm¢ neznac¢i +konce mikrotubull v protoplastech (Obr. 15),

coz miize souviset s odliSnou dynamikou cMTs v protoplastech a buiikach pletiv.

Obr. 15 — Protoplast WT buniky s EB1a-GFP markerem, méritko 10 um.
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V jinych publikacich (napt. Zhang et al., 2012) volili linii exprimujici GFP-TUA®6.
Proto jsem se rozhodla vyizolovat protoplasty této linie a podivat se zdali se ndm podafi

pozorovat mikrotubuly v protoplastech buné¢k (viz Obr. 16 a Obr. 17)

Obr. 16 — Protoplast WT bunky s GFP-TUA6 markerem, méritko 10 um.

Obr. 17 — Protoplast WT bunky s GFP-TUA6 markerem, méritko 10 um.
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4.8 Studium akumulace hliniku v krouzku Ortmannové

Ve spolupréci s doktorem Ivanem Kulichem jsme se rozhodli zjistit, zdali dochazi
k akumulaci hliniku v trichomech 4. thaliana. Pti praci byl pouzit mutant exo70H4-1 (Obr.
19) a jako kontrola A4. thaliana WT (Obr. 18) ekotyp Comlubia (Kulich et al., 2015).
exo70H4-1 je typicky tim, ze netvoii krouzek Ortmannové, kaldézovou strukturu na bazi
trichomu, za kterym byla zaznamenana akumulace nékterych tézkych kovl. Pro detekci
hliniku byl vyuzit Morin, flavonoid tvofici komplexy s hlinikem. Experiment byl tiikrat
opakovan a bohuZzel se nepodatilo zachytit zddny snimek potvrzujici ptitomnost hliniku
v trichomech. Z vysledkl usuzujeme, Ze hlinik neni schopen doputovat az k listim, nebot’

je zachycen bariérami napt. uz v kofeni.

Obr. 18 — Trichom WT rostliny barveny Morinem.
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Obr. 19 — Trichom exo70H4-1 barveny Morinem.
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5 DISKUZE

5.1 Modelovy material

Tato prace vychazi z prace J. Krtkové et al. (2012), kde bylo zjisténo, ze hlinik
zvySuje rigiditu plazmatické membrany, ¢imz pfispiva k inhibici ristu kofent, inhibuje
endocytozu a béhem prvnich 30 minut ma stabilizacni efekt na mikrotubuly oproti nizkému
pH, které zptsobovalo jejich nahodilé uspotadani. Déle navazuje na DP Lucie Polakové
(2014), ktera pozorovala, ze rostliny postradajici PLDal vykazuji rychlejsi reorientaci
mikrotubult v reakci na toxické pisobeni hliniku oproti WT a rostlinam mutantnich

v PLDd 12 hodin po oSetfeni hlinitymi ionty.

Tato diplomova prace byla vypracovana za cilem zjistit, zdali bude mit hlinik
rozdilny vliv na dynamiku mikrotubularniho cytoskeletu WT rostlin a rostlin postradajicich
funkéni PLDal a PLDS. Z ¢asovych divodi nebylo pracovano s pldo. Na rozdil od
predeslych praci byla porovnavdna dynamika na rostoucim plus konci kortikdlnich
mikrotubuld, tedy pouze jeden z aspekti chovani mikrotubulii, za vyuziti specifického
EBla-GFP markeru. Sledovanymi parametry byly rychlost polymerace nové
syntetizovanych kortikdlnich mikrotubulil, orientace nové syntetizovanych vlaken a jejich
pocet. Dynamika mikrotubulii kotfenovych bunék byla pozorovana bezprostiedné po
aplikaci hlinitych ionti, v fddu minut. Cilem bylo zjistit, zda zmény v usporadani a
dynamice mikrotubulii se budou ¢asové shodovat s inhibici rastu kofend. Dopliujicimi
experimenty bylo Morinové znaceni hliniku v trichomech exo70H4-1, WT rostlin a
pozorovani mikrotubularniho cytoskeletu v protoplastech EBla-GFP a GFP-TUA6

exprimujicich linii.

5.2 Ristova analyza korent

Typickym projevem hlinikové toxicity je rychlé =zastaveni ristu kofend,
pozorovatelné v ramci né€kolika minut (Krtkova et al., 2012). U WT rostlin se zvysujici se
koncentraci hlinitych iontl v roztoku se snizoval nartst délky kotfenti. 300 uM AlCl; vedlo
k tplné inhibici ristu kotent. Stejné vysledky byly dosazeny v préci 111és et al. (2006), kde
porovnavali délky kotenil rostlin rostoucich tyden na agaru sriznymi koncentracemi
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AlCls. pldal mutanty se vyrovnavaly s hlinitymi ionty 1épe. Celkové byly naméteny vyssi
priristky v délce kotenii oproti WT. Podobné vysledky byly ziskany i v DP Lucie
Polékové (2014). 300 uM koncentrace hliniku nevedla u pldal k tak vyrazné inhibici rastu
kotent jako v piipadé¢ WT.

Zajimavy byl vliv 100 pM koncentrace hliniku. U WT méla podobny vliv na rist
kofentl s podminkami pH=4.5. Zfejmé tato koncentrace neni pro rostliny tak kriticka a
vyrovnavaji se spise se snizenym pH. U pldal byl pozorovan dokonce pozitivni vliv na
rust kotfent. Délka kotent byla srovnatelna s délkou kotenti rostoucich pii pH=5.7. Zda se,
ze rostliny postradajici funkéni PLDa se vyrovnavaji s hlinikovou toxicitou 1épe nez WT

rostliny.

5.3 Dynamika kortikalnich mikrotubulii transientni a

elongacni zony korene

Jiz dtive bylo zjiSténo, ze transientni zéna kotene je nejcitlivéjsi viaci plisobeni
hliniku. Sivaguru a Horst (1998) pozorovali tvorbu kalézy a akumulaci hlinitych iont
v distalni ¢asti transientni zony kotfent kukufice. V buiikach této zony hlinik ovliviiuje také

endosomy a produkci NO (1113 et al., 2006).

Rychlost polymerace naméfena v tranzientni zon¢ WT rostlin byla nizs§i nez v zoné
elongacni pii pH=5.7. Bunky meristému jsou mal¢, rostou pomaleji. Tranzientni zona je
oblast kofene, kde se bunky piestavaji délit a prechazeji do faze elongacni. V elongacni
zon¢ naopak bunky rychle elonguji a je potifeba neustdle dodavat material v podobé
celulozy pomoci CesA komplexd, které jsou napojeny na cMTs pies protein CSI1 a ziejmé
proto je rychlost polymerace cMTs vyssi nez v ptipad¢ zony tranzientni. Podle Li ef al.
(2011) u bun€k oSetfenych 20 uM koncentraci oryzalinu (vaZe se na tubulin a inhibuje
polymeraci MT) doslo ke zpomaleni GFP-CESA6 z 353 + 68 nm/min na 245 £+ 72 nm/min.
Dynamika mikrotubulll bude tedy ziejmé jednim z faktord, které pozitivn€ ovliviiuji pohyb
CesA komplexti v PM a rychlost uklddani celuldézy. Je mozné, ze bunky elongacni zony,
kde je intenzivné syntetizovana bunécnd sténa, vyzaduji pro svou spravnou funkci
dynamic¢téj$i mikrotubuly, které mohou podle aktudlni potieby buiiky rychle reagovat
jejich pfestavbou. V této DP byla naméfena primérna rychlost polymerace nové

syntetizovanych mikrotubul v elongacni zoné¢ WT rostlin 96269 nm/min pii1 pH=5.7,
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tedy piiblizné 3x vyssi nez rychlost pohybu CesA komplexil, které se pohybuji primérnou

rychlosti 350 nm/min (Gu et al., 2010).

Nizké pH 1 100 uM koncentrace hlinitych iontl zpisobovaly okamzité zvySeni
rychlosti polymerace nové syntetizovanych cMTs v elongacni 1 transientni zéné WT
rostlin. V tranzientni zo6n¢ byl ndrist rychlosti polymerace po 3min plisobeni mnohem
vyssi nez v zoné elongacni (viz Tab. 1). Tranzientni zéna se zdd mnohem citlivéj$i vici
zmeéné pH a 100 uM koncentraci hlinitych iontd. V diplomové praci Polakova (2014)
zaznamenala naruSeni mikrotubuldrniho cytoskeletu elongac¢ni zény kotfene v rostlinach
exprimujicich GFP-TUA®G také jiz pti 100 uM AlCl3;, rozsahlejsi reorganizace pii 300 uM
AICI3. V tomto ptipad¢ byl vSak pouzit jiny marker, GFP-TUA®6, ktery se vaze na tubulin
a zna¢i celé mikrotubuly (EB1 je marker pouze polymerujiciho + konce MT) a zmény
mikrotubularni sit¢ byly pozorovany az po 12 hodinach pisobeni hliniku. Pfesto se mé
vysledky s vysledky Polakové (2014) shoduji v tom, ze mikrotubuly tranzientni zény
reaguji citlivéji na pisobeni hlinitych iontd oproti zoné elongacni. Coz koresponduje

s tvrzenim, Ze tranzientni zona kotene je vi¢i hliniku nejcitlivé;si (Sivaguru a Horst, 1998).

Co muze zpusobovat zvySenou citlivost tranzientni zoény viici hliniku? Primarnim
cilem AP’" by mohla byt n&aka molekula nebo proces, ktery velmi aktivng probiha
pfedevs§im v bunkach tranzientni zony kotene. V buiikdch této zény byla zaznamenana
zvySena mira endocytdzy a recyklace endocytickych vackia. Navic buiiky tranzientni zony
internalizuji hlinik pfes endocytézu a ten pak ovliviiuje endosomy a jejich recyklaci (Panda
et al., 2009). Mikrotubuly tranzientni zony ptechazeji z nahodilého usporadani do
transverzalni orientace a je mozné, Ze to je pravé divod jejich zvySené citlivosti. Proces
reorientace je pferusen zménami jako snizeni pH, pfitomnost hlinitych ionti a mikrotubuly
reaguji bouflivéji, nez v piipadé elongacni zény, kde si udrzuji transverzalni uspotadani,

které¢ miize byt dale stabilizovano bunécnou sténou.

5.4 Pozorovani dynamiky kortikalnich mikrotubulii v ¢ase

Podle predchozich vysledkli jsem se rozhodla dale zaméfit pouze na tranzientni
zonu kotene a zjistit zdali existuje rozdil v dynamice mikrotubult u rostlin WT a rostlin

postradajicich PLDal béhem 30min ptisobeni 100 a 300 uM AICl;.
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5.4.1 Rychlost polymerace na + konci je za kontrolnich

podminek u WT a pldal velmi podobna

Zajimavé je, ze rychlost polymerace nové syntetizovanych cMTs byla za
kontrolnich podminek (pH=5.7) u WT 1 pldal mutanty srovnatelna. Nefunkcnost PLDa
tedy neovlivituje dynamiku cMTs za kontrolnich podminek a projevuje se az pii pisobeni

stresoru.

5.4.2 Mikrotubuly reaguji spiSe na zménu pH nez hlinité ionty

béhem prvnich 3 minut pisobeni

Bezprosttedné po oSetfeni (Cas=3min) nizkym pH a 100 a 300 uM AICl; dochéazelo
jak u WT, tak pldal ke statisticky prikaznému narastu rychlosti polymerace oproti
kontrolnim podminkam (pH=5.7). Efekt snizeného pH i hlinitych ionti na rychlost
polymerace nové syntetizovanych cMTs byl srovnatelny, na zaklad¢ ¢ehoz usuzuji, Ze
hlavnim faktorem ovliviiujicim rychlost polymerace béhem prvnich 3 minut oSetfeni bylo

prave nizké pH.

54.3 Rychlost polymerace cMTs se po delSim piisobeni
300 pM AICl; vyraznéji zvySuje u pldal

U WT dochézelo po snizeni pH a ptfidani 100 uM koncentrace AICl; k mirnému,
statisticky nepritkaznému nariistu rychlosti polymerace nové syntetizovanych cMTs v Case
10 a 30 minut. V obou pfipadech byl namétfen ptiblizn€ stejny narast v rychlosti
polymerace nové syntetizovanych vldken (viz Tab. 2). Potvrzuje se opét, Ze v ranych
fazich ptsobeni 100 pM AICI; reaguje buiika spiSe na zménu pH, neZ na piitomnost
hlinitych iontt (Krtkova et al., 2012). 300 uM koncentrace hliniku zpiisobovala prikazny

naruast v rychlosti polymerace jiz po 10 minutach piisobeni.

Nizké pH vedlo u pldal k mirnému, statisticky neprikaznému nartstu rychlosti
polymerace nové syntetizovanych mikrotubuld béhem 30min. Zmény zaznamenané po
oSetfeni hlinitymi ionty vSak jsou statisticky prikazné. Po oSetfeni 100 pM koncentraci
hliniku doslo k prikaznému poklesu rychlosti polymerace a to jiz po prvnich 10 minutach
(z 1065+49 nm/min na 988+48 nm/min). Po ptl hodiné¢ byl zaznamenan dal$i pokles

rychlosti polymerace (na 905+34 nm/min). 300 puM koncentrace AICl; vedla naopak
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k nartistu rychlosti polymerace, ale az 30 minut po oSetieni hlinikem (z 1069+38 na

1272436 nm/min).

300 uM koncentrace zpiisobovala tedy zrychleni polymerace u WT 1 pldol, rist
kotfent byl vyrazné inhibovan a snizil se pocet mikrotubulii v buiice. Pokles poctu MTs
muze byt vysledkem bud’ vyssi frekvence katastrof, nebo se neiniciuje tvorba dostate¢ného

mnozstvi novych MTs.

Hlinik zvySuje rigiditu membrany ihned po jeho pfidani do média (Krtkova et al.,
2012). Hypoteticky by tedy mikrotubuly WT bun¢k mohly setrvavat déle u membrany a
mozna pravé vazba na membranu negativné reguluje jejich dynamiku. Za normalnich
podminek je AtMAP65-1 lokalizovan podél svazkl kortikdlnich mikrotubulii. Psobeni
stresoru (v tomto piipad¢ hliniku) vede ke zménam ve vlastnostech membrany, které
aktivuji PLDa, ta je rekrutovana k membrané, kde zvySuje lokalni koncentraci PA.
MAP65-1 se pfipojuje k membrané pres nové syntetizované molekuly PA a zvySuje se
jeho svazkujici aktivita, mikrotubuly jsou stabilizovany. Déletrvajici stres, pfipadné vyssi
koncentrace hlinitych ionti by mohly wvést k castecnému odpojeni MAP65-1 od
mikrotubuli a destabilizaci ¢cMTs. K odpojeni MAP65-1 od membrany miize dochéazet
v disledku snizeni produkce PA, nebot’ v tabdkovych bunkach Pejchar et al. (2008)
detekovali pokles produkce PA po aplikaci hliniku. Mikrotubuly rostlin postradajicich
funkéni PLDo pravdépodobné nejsou stabilizovany u membrany pies PA a MAP65-1
(Zhang et al., 2012). Nejsou ovliviiovany signalizaci z plazmatické membrany

zprostiedkovanou PLDa a mohou tak rychleji reagovat na hlinité ionty.

Béhem prvnich 30 minut piisobeni 100 uM AICl; byl zaznamendn mirny narist
rychlosti polymerace u WT. Kratkodobé pisobeni této koncentrace ziejmé neoslabuje
signalizaci ptfes PLD-PA a MAP65-1, mikrotubuly si zachovavaji svou stabilitu a k nartistu

rychlosti polymerace dochézi ziejmé spise v dusledku snizeni pH.

300 uM koncentrace AlCl; vedla k nértstu rychlosti polymerace o 17% u WT, 25%
u pldal. Absolutné nejvyssi rychlost polymerace na plus konci mikrotubuli byla namétena
pravé u pldal po 30 minutach plisobeni 300 uM AICls. Kortikalni mikrotubuly rostlin
postradajicich enzym PLDal reaguji rychleji na stresové podminky, coz je ziejmé
zpusobeno tim, Ze neni jejich dynamika omezovana vazbou MAP65-1 k membrané. Co by
tedy mohlo ovliviiovat dynamiku mikrotubuld, kdyZz ne signdly z membrany? Hlinik je

schopen vytéstiovat jiné, kladn& nabité ionty z membrany, jako napt. Ca®’. Zvysena
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koncentrace cytosolického vapniku vede k depolymeraci mikrotubulti (Wang et al., 2007;
Wang et al., 2011). ZvySuje se hladina volného tubulinu v cytoplazmé a s nim i rychlost

polymerace nové¢ syntetizovanych vldken.

5.4.4 100 pM AICI; ma u pldal benefiéni ucinky

Zajimava byla reakce rostlin pldol na 100 pM AICl;. Zda se, Ze tato koncentrace
ma pozitivni vliv na pldal v porovnani s ptisobenim samotné¢ho nizkého pH. Délka kotfenti
rostoucich v médiu o 100 uM koncentraci hlinitych iontl byla srovnatelna s t€émi, které
rostly v kontrolnim médiu o pH=5.7 (viz graf. 3). Rychlost polymerace béhem 30 minut
poklesla na hodnotu blizkou hodnoté rychlosti polymerace pii pH=5.7 (viz tab. 3) a
nedochazelo k poklesu poctu mikrotubulii. Ac¢koliv bezprostfedné po vlozeni koiene do
média doslo k narastu rychlosti polymerace, po del§im plsobeni se jeji hodnota snizovala
op¢t na hodnotu namétenou v kontrolnich podminkéch, v porovnani se samotnym snizenim
pH. Pravdépodobné se nejednalo o technickou chybu experimentu, nebot’ benefi¢ni ti¢inky
100 uM AICI;5 na pldol byly pozorovany nezavisle pii ristové analyze kofeni a méteni
rychlosti polymerace cMTs. U nekterych rostlin byly pozorovany benefi¢ni u¢inky hliniku

a bylo by zajimavé studovat, jakou roli sehrava v tomto jevu PLDoa.

5.5 Studium zmén poctu kortikalnich mikrotubuli

Chtéla jsem zjistit, zdali se zmény v rychlosti polymerace nové syntetizovanych
cMTs néjakym zplisobem promitnou v poctu mikrotubulii. Hustota mikrotubularni sité
byla vyhodnocovana ze snimkl potfizenych na EBla-GFP markeru. Pro zjisténi, zdali je
tento marker vhodny pro studium celkové mikrotubularni sit€ a nejsou v analyze
opomijeny stabilni mikrotubuly, které nevykazuji polymeraci na + konci, byl experiment
opakovan s GFP-TUA6 markerem, ktery je lokalizovan po celé délce mikrotubult.
Vysledky se pro oba dva markery shodovaly. EB1a-GFP je tedy vhodny marker pro méteni

hustoty mikrotubulérni sité.

Obecné vedlo jakékoliv oSetfeni k poklesu poctu mikrotubuld. Odlisné vysledky
vSak byly ziskany u pldal pii oSetieni 100 uM AICl;, kde nebyly detekovany statisticky
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prikazné zmény v poctu mikrotubulii. Opét se potvrzuje, Ze kratkodobé plisobeni této

koncentrace neni pro pldol toxické, ale spiSe beneficni.

Zvysovani rychlosti polymerace a snizovani hustoty mikrotubularni sité¢ by mohlo
byt vysvétleno tak, ze pravdépodobné¢ behem osetieni nedochazi k iniciaci tvorby
dostatecného mnozstvi novych cMTs a celkové je mikrotubularni sit méné hustd. Dalsi
moznosti by mohla byt vétsi pravdépodobnost srazek mezi mikrotubuly a zvySena ¢etnost

katastrof (Chi a Ambrose, 2016).

Nelze vyloucit ani situaci, kdy by mohlo dochazet primarné k depolymeraci cMTs,
¢imz by se zvySovala koncentrace tubulinu v cytoplazmé a nésledné by se zvySovala
rychlost polymerace na rostoucim plus konci diky zvySujici se dostupnosti tubulinovych
podjenodtek (Walker et al., 1988). Nejrychlejsi polymerace byla vSak zaznamenéna u
pldol pti 300 uM koncentraci hlinitych iontd, pfitom ale dochdzelo k menSimu poklesu
v poctu mikrotubultt oproti WT, kde polymerace na + konci byla pomalejsi. Zavislost
rychlosti polymerace nové syntetizovanych cMTs na celkovém snizovani poctu
mikrotubult tedy dle téchto vysledkii neni pfimo umérna. Tato moznost je tedy pouze
hypoteticka a bylo by potieba ji detailnéji prostudovat. Zmény stability mikrotubulérni sité

se zdaji byt dilezitym faktorem pii odpovédi rostlin na piisobeni riznych strest.

Zhang et al. (2012) pozorovali, ze ztrata PLDa vede k silnéji naruSenym
mikrotubulim v pocatecni fazi plisobeni stresu zasolenim. plda knockout mutanty jsou
hypersenzitivni vac¢i zasoleni. V bunkach hypokolu pldal dramaticky klesl pocet
kortikalnich mikrotubulti po 24 hodinach v médiu s 50 mM koncentraci NaCl oproti WT
bunkdm a rostliny byly senzitivnéjsi vici stresu zasolenim. Naopak bylo taky zjisténo, Ze
destabilizace mikrotubulil v ¢asné fazi plisobeni stresoru muze byt piinosnd pro pieziti
rostliny. Pfi stresu zasolenim (100 mM NaCl) u buné€k, u kterych byly mikrotubuly uméle
stabilizovany, dochazelo pfednostné k jejich odumirdni v reakci na stres (Wang et al.,
2007). Depolymerace cMTs je ziejmé zplisobena degradaci SPR1 a je ndsledovéana tvorbou
nové mikrotubularni sit€ (Wang et al., 2011). Pfechodné destabilizace mikrotubull se zda

byt diilezitou i pro chladovou odolnost (Abdrakhamanova et al., 2003).

V mych experimentech pldol rostliny vykazujici vyssi dynamiku mikrotubuld na
plus konci odolévaji 1épe stresu. Pokles v poc¢tu mikrotubulii byl pon¢kud mensi nez u WT.
Zaprvé je mozné, ze se dynamika cMTs v jednotlivych rostlinnych organech lisi a

mikrotubuly reaguji odliSné na piisobeni stresoru (viz hypokotyl - Zhang et al. 2012,
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koteny - tato prace a prace Poldkova et al. 2014). Za druhé se muze liSit signalni draha
zapojend do odpovédi na stres zasolenim a stres vyvolany hlinitymi ionty. V kazdém
piipadé moje experimenty naznacuji pozitivni korelaci mezi zvySenou dynamikou

mikrotubula a vyssi odolnosti bun€k pii stresu vyvolaném hlinitymi ionty.

5.6 Vliv toxicity hliniku na orientaci kortikalnich

mikrotubula

Poldkova (2014) pozorovala po 12 hodinach ptisobeni 300 uM koncentrace AlCl;
¢etné malformace bunck u pldal. Motes et al. (2005) zase zjistili, Ze N-acyletanolamin
(inhibitor PLDa) indukuje pfednostné reorganizaci mikrotubulii nez jejich depolymeraci.
Na zakladé téchto vysledkti bychom ocekavali, ze zmény ve tvaru bun¢k u pldal budou

souviset se zménami orientace cMTs.

V této diplomové praci vSak nebyly pozorovany zmény v orientaci mikrotubula ani
po 30 minutach v 1/8 MS médiu s nizkym pH, 100 a 300 uM koncentraci AICl; a to jak u
WT, tak mutantnich rostlin. V ranych fazich ptisobeni hlinitych iontti dochazi tedy spise ke
zménam v dynamice mikrotubulii a hustoté mikrotubularni sité. Delsi ptsobeni, v fadu
hodin, pak vede ke zménam orientace cMTs. Vysledky mé diplomové prace naznacuji, ze
pldo.l rostliny maji dynamic¢téjs$i mikrotubuly v reakci na hlinité ionty a nizké koncentrace
hliniku mohou byt dokonce vyhodou v prvnich minutach jeho ptisobeni. Vyssi dynamika
mikrotubull u pldol bun¢k muze vysvétlovat jejich vyssi odolnost béhem déletrvajiciho

pusobeni hlinitych iontl (malformace bun¢k ptevazuji nad jejich odumiranim).

V praci Krtkové et al. (2012) pll hodina vroztoku 1% sacharézy o pH=4.0
zpusobila nahodilé usporaddni mikrotubuld. Pfi mych experimentech nedochazelo k
reorientaci mikrotubuld ani u WT, ani u mutantnich rostlin. V préaci Krtkovéa et al. (2012)
bylo pro minimalizaci interakci AP" smédiem zvoleno médium 1% sacharozy a
pozorovany byly laterdlni bunky kotfenové Cepicky. Zmény orientace mikrotubulti, které
byly v praci Krtkova et al. (2012) zaznamenany souvisely tedy ziejm¢e s bunécnym typem

a slozenim média.

Po shrnuti mych vysledkl a vysledkt Polakové (2014) lze fici, Ze PLDal enzym se

podili na odpovédi rostlin na stres vyvolany hlinitymi ionty, pravdépodobné diky ucasti
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v signdlni draze regulujici mikrotubuly. pldal bunky vykazovaly béhem stresu vétsi
dynamiku na + konci mikrotubuld a v mensi mife depolymerovaly. Nizkd koncentrace
hlinitych ionti méla béhem kratkodobého plisobeni hned v n€kolika aspektech beneficni

ucinky.
5.7 Dynamika cMTs v protoplastech bunék

Protoplasty jsou "nahé" builkky bez bunécné stény, kterd miize byt odstranéna
mechanicky ¢i enzymaticky. Je zndmo, Ze bunécnou sténu tvoii z velké ¢asti celulozové
mikrofibrily a smér jejich uklddani je dan orientaci kortikalnich mikrotubuld. Zajimalo mé
proto, zdali u bunék postradajicich bunécnou sténu bude mozno pozorovat dynamiku
kortikalnich mikrotubuli. V kofenovych ani listovych protoplastech linie exprimujici
EBla-GFP nebyly pozorovany zadné plus konce mikrotubuld. V jinych studiich byva
vyuzivana pro pozorovani mikrotubularni sité¢ spiSe linie GFP-TUA6, pomoci které jsem
opravdu dobie pozorovatelna cela vladkna mikrotubulti (Zhang et al., 2012). EBla-GFP
marker zfejmé neznaci plus konce mikrotubuli v protoplastech, coz mulze souviset

s odliSnou dynamikou mikrotubulii v protoplastech a buiikach pletiv.

5.8 Studium akumulace hliniku v krouzku Ortmannové

V roce 2015 byla laboratoii doc. Viktora Zarského u Arabidopsis popsana nova
struktura na bazi trichomu, kalézovy krouzek, pojmenovany krouzek Ortmannové. Nad
timto krouzkem byla zaznamenana akumulace tézkych kovl (napt. kadmia). EXO70H4 je
podjednotka exocystu (konzervovany proteinovy komplex zajiStujici polarizovanou
sekreci vackii na PM), kterd je siln¢ exprimovana pravé v trichomech. Mutanty

v EXO70H4 postradaji krouzek Ortmannové a sekundarni bunécnou sténu.

Pti experimentu byl pouzit mutant exo70H4-1, u kterého jsem predpokladala, ze
nebudu detekovat hlinik v trichomech, a Arabidopsis WT ekotyp Columbia. Nepodafilo se
prokéazat ptfitomnost hliniku v trichomech za krouzkem Ortmannové. Hlinik je ziejmé
rostlinou vychytadvan jiz v kofenovych bunkach, rostlina se snazi zabranit jeho transportu

do dalsich bunék a do trichomt tak nemé Sanci doputovat.
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6 ZAVER

Bylo zji§téno, Ze polymerace nové syntetizovanych mikrotubuld je mnohem
rychlejsi v elongaéni zon¢€ kotene. Naopak se podafilo potvrdit, Ze tranzientni z6na kotfene

ma mnohem citlivéjsi mikrotubuly vii¢i hlinitym iontlim nez zoéna elongacni.

Rostliny postradajici enzym PLDal vykazovaly mnohem vyssi dynamiku na plus
koncich mikrotubuli nez WT béhem AICl; stresu, coz jim umoziovalo rychleji reagovat na

stresové podminky. 100 uM koncentrace AICl; méla benefi¢ni vliv na rist kotfenu u pldal.

Dynamika mikrotubula v protoplasteh se ziejmé liSi od dynamiky v buiikach pletiv,

nebot’ nebylo mozno pomoci EB1a-GFP markeru vizualizovat plus konce mikrotubuli.

Hlinik se akumuluje pfedev§im v kofenech. V trichomech nebyla detekovéana jeho

pfitomnost.
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