Rust a vyvoj rostlin - praktikum
MB130C78
Blok 2

Role aktinového cytoskeletu v
morfogenezi rostlinnych bunék -
analyza fenotypu

Fenotypova analyza mutanta arpcl

1) Srovnani rastu — méreni délky kofenl a hypokotyl(

2) Srovnani morfogeneze — méreni elongace bunék hypokotylu a cirkularity bunék pokozky
déloznich listd

3) Porovnnani fenotypu trichomi

4) Analyza bunécné adheze - test permeability pro rutheniovou cerven

Teoreticky Uvod:

Postembryonadlni vyvoj rostlin je provazen pribéznym formovanim tvaru jednotlivych bunék.
Obecné lze formovani tvaru bunék chapat jako proces, ve kterém se skladaji vlivy vnéjsi a vnitfni,
ulohu hraji jak biologické déje, tak fyzikalni podminky v konkrétnim pletivu.

V tomto bloku si budeme demonstrovat duleZitost cytoskeletu pro utvareni tvaru pokozky listu
(listové epidermis) a prodluzovani orgdnl (hypokotyl, stonek). Cytoskelet je tvoren vysoce
dynamickou trojrozmérnou siti protein(, kterd je zakladni slozkou vSech eukaryotickych bunék a
u rostlin sestava se vzajemné propojenych siti mikrotubul( a aktinovych filament. Pfi formovani
tvaru bunék je vzdy dileZitd souhra mezi slozkami cytoskeletu a bunécné stény (Obr. 1).

Aktinovy cytoskelet u rostlin hraje roli v bunécnych procesech, jako jsou pohyb organel,
zavirani a otevirani priduch(, ustaveni bunécné polarity, vyvoj a smérovany bunécny rist a
bunécné déleni (Hussey et al., 2006). V nasich ulohach se budeme zabyvat proteiny, které iniciuji
vznik novych aktinovych filament, tj. nukleuji aktin. Aktinové nukleaéni faktory, které byly dosud
objeveny u rostlin, zahrnuji komplex Arp2/3 a forminy. Zatimco komplex Arp2/3 rozvétvuje sit
stdvajicich aktinovych filament, forminy katalyzuji vznik pfimych (nevétvicich se) aktinovych
vlaken (Goode a Eck 2007).
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Obr. 1: Spoluprace mikrotubulli (zelené), mikrofibril bunééné stény (modfe) a aktinovych filament

(¢ervené) pri morfogenezi bunék listového mezofylu (a-d) a epidermis (e-h). Podle Panteris and Galatis,
(2005).

ARP2/3 komplex je evolu¢né konzervovany proteinovy komplex sloZeny ze sedmi podjednotek
(ARP2, ARP3 a ARC1-ARPC5) s pomérné konzervovanou strukturou. Rostliny postradajici
podjednotku ARPCS jsou Zivotaschopné, fertilni, a maji charakteristické fenotypové projevy, mezi
které patii zménéna morfologie trichom(, pokozkovych bunék a zmény v délce korene a
hypokotylu (Obr. 2). V téchto rostlinach je pravdépodobné snizenou schopnosti aktinu vytvaret
vldkna sniZzena schopnost bunék nabyvat konkrétniho tvaru. Naproti tomu delece podjednotek
Arp2/3 u zivocisnych bunék je casto letalni (Winter et al., 1999).
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Obr. 2: Fenotyp rostlin s mutovanym Arp2/3 komplexem. Nejnapadnéjsimi jsou postizeni tvaru bunék
pokozkovych pletiv listu, jako jsou trichomy a dlaZdicové burky (pavement cells), pokozky hypokotylu a
pokozky korene (kofenové vlasky). Podle Mathur (2005).



porovnani délek hlavniho kofene a hypokotylu
porovnejte délku kofenl a hypokotyll semenackd WT a arpcl

Pomoci fotoaparatu nebo mobilniho telefonu nafotte rostlinky narostlé na agarovych plotnach
spolu s méfitkem, pomoci programu imagel zmérte délky kofenll a hypokotyld semendackl WT a
mutanta arpcl. Namérené hodnoty porovnejte, vizualizujte pomoci krabicovych graf(i (boxplot)
a statisticky srovnejte pomoci t-testu.

Material a postup:

Rostlinny material a potfebné vybaveni:

1. semenacky Arabidopsis thaliana péstované 7 dnQ in vitro na agarovém médiu. Slozeni
kultivaéniho média: 1% sachardza, 0,8% agar, 2,2g/l MS soli, pH 5.7.

2. fotoaparat a pravitko.

3. PC s programem Image) (http://imagej.nih.gov/ij/).

Postup:

1) Misky s nasazenymi rostlinami vyfotte spolu s pravitkem, dle obr. 5A. pravitko bude pouZito
jako méfritko pro kalibraci v programu Image)
2) Snimky preneste do laboratornich notebook( a oteviete v programu imageJ.
3) Nastavte métitko pomoci pravitka:
Pomoci nastroje pro vybér prfimé cary (Straight line) (Obr. 5B — Cervena Sipka) nakreslete
usecku podél hrany pravitka dlouhou 20mm (Obr. 5B — ¢erveny oval). Pomoci prikazu Set
Scale (Analyze/Set Scale) zadejte v programu délku nakreslené Usecky a jeji jednotky (Obr.
5B — Set scale — zelené Sipky).
4) Délku korene a hypokotylu rostlin zméfte pomoci nastroje Freehand lines (Obr. 5C - Sipka).
V horni listé programu z nabidky Draw Tools pouZije nastroj freehand lines a obtahujte nejprve
kofeny rostlin. Méfeni zaznamenavejte po kazdém obkresleni kofene nebo hypokotylu pomoci
prikazu Measure (Analyze/Measure) nebo jednoduseji stisknutim klavesy M. Vysledky se zobrazi
v tabulce dialogového okna Results. Zmérte koreny prvni vybrané linie (Obr. 5C — Zluté
naznacené), Cisla si zkopirujte do excelového souboru a popiste ndazvem linie. Postupné zmérte
koreny obou linii. Stejné postupujte pri méreni hypokotyll (Obr. 5C —Cervené naznacené) Pomoci
tabulkového editoru (Excel) vypocitejte primeérnou délku hypokotyld a kofenli na miskach pro
vSechny linie. Vytvorte krabicové grafy. Statisticky porovnejte délky korfen(i a hypokotyll mezi
WT a arpcl pomoci t-testu. Do protokolu zafadte snimky linii na miskach a zpracované grafy.
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Obr. 5: Méfeni délek hypokotylu a kofene. Prace s programem Image).




Protokol by mél obsahovat: snimky obou linii, primérné délky koren(l a hypokotyld obou variant,
krabicové grafy zobrazujici namérené hodnoty a statistické zhodnoceni rozdilu mezi liniemi.

porovnani tvaru pokozkovych bunék déloznich listl u rostlinek mutantd v komplexu
ARP2/3

porovnejte tvar bunék pokozky déloznich listd a pokozkovych bunék hypokotylu. U pokozkovych bunék
déloznich list( porovnejte schopnost bunék tvofit typické komplikované lalo¢naté tvary. U bunék
pokozky hypokotylu porovnejte jejich schopnost elongace

Princip ulohy:

Principem ulohy je porovnat tvar bunék pokozky déloznich listd mutantd v komplexu ARP2/3 mezi sebou
a s WT rostlinami. Tvar bunék se bude méfit pomoci obrazové analyzy v programu Imagel. Pro
schopnost bunék tvofit slozité lalo¢naté tvary zmérite komplexnost jejich tvaru vyjadienou pomoci
cirkularity, pro zméreni schopnosti bunék hypokotylu elongovat zmérite pomér délky a Sirky bunék
(aspect ratio)

Material a postup:
Rostlinny materidl a potfebné vybaveni:

1. Kli¢ni rostliny Arabidopsis thaliana péstované 10 dn( in vitro na pevném médiu. mikroskop s
kamerou
2. PCsprogramem Image) (http://imagej.nih.gov/ij/).

1) vytvorte preparat a pozorujte pod mikroskopem spodni pokozku déloZniho listku a hypokotyl

2) Nasnimejte reprezentativni fotku zaostfenou na pokozkové buriky od kazdé varianty

3) Snimky preneste do laboratornich notebook( a oteviete v programu imagel.

4) Nastavte méreni tvaru v analyze/set measurements/shape descriptors. Nastavte méfeni na 3
desetinna mista

5) Pomoci nastroje freehand selection obtahnéte tvar patndcti nahodné vybranych pokozkovych
bunék od prvni varianty a zmérte (stishnutim klavesy M). Vysledky se automaticky ukladaji do
tabulky Results.

6) Vysledky méreni pro Shape descriptors obsahuji nékolik parametrd — nds bude zajimat pouze
cirkularita a aspect ratio (AR) — cirkularita nabyva hodnot od 0 (dokonale nekulaty tvar, napt
pfimka) aZ do 1 (dokonale kulaty kruh). Cim lalo&naté&jsi buriky, tim nizi cirkularita. AR — aspect
ratio uréuje pomér délky a $itky elongované buriky. Cim elongovanéjsi burika, tim vétsi hodnota
AR.

7) Zmérené hodnoty pro cirkularitu a AR pfeneste do excelu



8) Vytvorte boxplot porovnavajici cirkularitu a elongaci bunék u jednotlivych variant, nezapomerite
popsat osy, pridejte fotky reprezentativniho vyrezu jednotlivych variant. Provedte statistické
porovnani obou variant pomoci t-testu.
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Stanoveni permeability povrchu list{

Stanovte miru permeability pokozkové vrstvy bunék pomoci barveni rutheniovou ¢erveni. Zména
permeability povrchu listu rostliny zde slouzi jako parametr udavajici miru tvarového postizeni a
adheze bunék u jednotlivych mutantnich linii (Obr. 4). Po inkubaci s barvivem (3h) pozorujte,
zaznamenejte a vyhodnotte miru zbarveni

Princip ulohy:

Rutheniova Cerven je histologické barvivo, které neprochazi pfes neporusenou a neprerusenou
kutikulu a voskovou vrstvu do listu. Pokud je ale morfologie a tim padem i adheze pokozkovych
bunék narusend, dojde k penetraci barviva do listu. Takovou situaci mliZze byt pravé postizeni
aktinového cytoskeletu. Rutheniovd cerven se vdaze na pektiny (polysacharidy kys.
galaktournové), které jsou hlavni slozkou stfedni lamely a vypliuji prostory mezi pfilehlymi
bunéénymi sténami. Vysledkem je Cervené zbarveni listu.

Material a postup:
Rostlinny material a potiebné vybaveni:

1) Kli¢ni rostliny Arabidopsis thaliana péstované in vitro na pevném médiu.

2) 0,01% vodny roztok rutheniové ¢ervené (Ammonium ruthenium oxychlorid).
3) Kadinka na vodu, plastovd miska se 6 jamkami, fixy

4) Pinzeta, nlizky

5) Makrostojan s fotoaparatem



6) Podlozni a kryci skla, plastové kapatko, voda

Postup:

1) 0,01% vodny roztok rutheniové cervené prevedte do dvou jamek plastové desticky, naplite
roztokem vzdy alespon polovinu objemu jamky.

2) Na stole mate pripravené rostliny rostouci v MS mediu. Pinzetou preneste rostliny za hypokotyl
do pfipravené lazné s rutheniovou Cerveni - dejte pozor na poruseni kutikuly a vosku. jednotlivé
linie oznacte fixem. Ponechte stat 3h pfi pokojové teploté.

3) Rostliny vyjméte z |azné (pinzetou), opatrné ponorenim oplachnéte ve vodé v kadince a
pozorujte zbarveni jednotlivych listd u jednotlivych linii pod binokuldrni lupou. Celé rostliny
vyfotte (Obr. 4A).

4) Ustfihnéte délozZni list z kazdé pozorované linie a vytvorte z ného vodni preparat na podloznim
sklicku. Pod mikroskopem vyfotte detail pokozkovych bunék (Obr. 4B).

5) Popiste experiment svymi slovy, vyhodnotte miru zbarveni rostlin pro kazdou linii, doplnite
obrazovou dokumentaci celych barvenych rostlin (Obr. 4A) a detailu pokoZzkovych bunék (Obr.
4B).

Arp2/3 mutants

Kvantifikace poctu zkroucenych a spravné tvarovanych trichom

Cilem ulohy je stanoveni frekvence vyskytu zkroucenych a normalnich trichoma na adaxialni strané
prvnich pravych listd mutantnich rostlin Arabidopsis thaliana a divokych (wild-type) rostlin. U
predloZenych rostlin spocitejte s pomoci binokularni lupy celkovy pocet trichomU na prvnich pravych
listech a vyhodnotte, zda jsou trichomy normalni ¢i zkroucené.

Princip ulohy:
Tato uloha je zamérena na morfologii trichoma (Obr. 3) u rostlin s mutaci ¢ komplexu ARP2/3.
V roce 2003 Mathur a kolektiv publikovali praci, kde dokumentuji zkrouceny ,distorted” tvar



trichomU u rostlin s mutaci v podjednotkach komplexu Arp2/3. Vasim ukolem v této uloze je
porovnani tvaru a poctu trichomu u kontrolnich (wild-type) rostlin s mutanty arpcl.

Material a postup:

Rostlinny material a potiebné vybaveni:

1) Kli¢ni rostliny Arabidopsis thaliana péstované in vitro na pevném médiu
3) Binokularni lupa s fotoaparatem

Postup:

1) Pomoci binokularni lupy pozorujte morfologii trichomu. U kazdé rostliny urcete, zda ma na
prvnich pravych listech normalni ¢i zkroucené trichomy (Obr. 3) a stanovte jejich celkovy pocet.
Vzhledem k tomu, Ze prvni pravé listy u Arabidopsis thaliana vyristaji v parech, vyhodnotte
trichomy na obou prvnich pravych listech. Rostliny z misky nepfendsejte a nechte je na médiu,
tak jak narostly, budete je fotit a méfit v uloze 3.

3) Poridte fotodokumentaci tvaru trichomU pro kazdou linii. Staci jedna kvalitni fotografie pro
kazdou linii.

4) Popiste experiment svymi slovy, vyhodnotte tvar a uvedte pocet trichom( u kazdé linie,
doplrite obrazovou dokumentaci.

Obr. 3: Fenotyp trichom( na prvnich pravych listech semenacka Arabidopsis thaliana. U kontrolnich
rostlin divokého typu (wt, vlevo) jsou trichomy spravné utvarené, protazené, aktinovy cytoskelet je pIné
funkéni. Rostliny s mutovanou jednou podjednotkou komplexu Arp2/3 (vpravo) maji trichomy zkroucené
a zakrslé.



Prace v excelu:

boxplot — vloZeni/grafy/vloZit statisticky graf/krabicovy
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Zadsni

pro statistickou analyzu pouzijte t-test. do pradné bunky zadejte vzorec
=TTEST(prvni vybér;druhy vybér;2;3) vysledkem bude p hodnota urcujici

statistickou signifikanci rozdilu mezi mutantem a WT



