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Uvod a ciele

Klicenie je pociato¢na faza rastu rastliny. Semeno dokéze vykli¢it’ na zaklade vplyvu
faktorov pochadzajucich z okolia alebo zo semena samotného. Svetlo nie je len zdrojom
energie pre fotosyntézu, ale patri k hlavnym impulzom kli¢enia a ovplyviuje rad
d’alSich procesov Vv rastline. Je zachytavané Specifickymi proteinovymi Gtvarmi zvanymi
fotoreceptoru. Tie na zéklade absorpcie svetla roznych vlnovych dizok dokazu spustit
kaskadu reakecit, ktoré su nevyhnutné pre konkrétne bunkové deje. Klicenie, rast a vyvin
rastliny casto krat neprebicha za idealnych podmienok a rastlina je vystavovana stresu.
Pdsobenim stresu je rastlina schopna upravit' alebo vytvorit mechanizmus, vd’aka
ktorému sa dokaze pred nepriaznivymi vplyvmi branit. V pripade sol'né¢ho stresu sa
VO vysokej miere uplatiiuje aktivita membranového proteinu zvaného H'-ATPaza.
Tento enzym je ulozeny v membrane takmer vSetkych organel rastlinnych buniek a je
regulovany radou vonkajsich a vnutornych faktorov ako st napriklad svetlo, stres alebo
fytohormoény. Svojou katalytickou aktivitou poméha odoldvat toxicite idnov soli
Vv bunke, avSak podiela sa aj na inych dejoch v rastline.

Predoslé vysledky ukazali, ze svetlo redukuje inhibi¢ny t¢inok soli na klicenie
semien Arabidopsis thaliana a ze redukény ucinok svetla je sprostredkovany
fotoreceptorom modrého svetla CRY1 (Hladikova 2017). Cielom predloZene;]
bakalarskej prace bolo zistit', ¢i zniZenie citlivosti semien k zasoleniu zahriiuje aktivitu
protoénovej pumpy H'-ATPazy a svetlom prostrednictvom CRY1. V bakalarskej praci
bol $tudovany uc¢inok ortovanadatu sodného, ako inhibitora radu H'-ATP4z, na kli¢enie
modelovej rastliny Arabidopsis thaliana a ¢i inhibicia H'-ATP4zy vanaddtom ovplyvni
kli¢enie rastliny vystavenej so'nému stresu. Bol taktiez vyuzity geneticky pristup,
na zaklade ktorého boli analyzované mutanty (cryl-1 a cry2) s defektmi
vo fotoreceptoroch svetla CRY1 a CRY2. Pre porovnanie vysledkov boli pouzité
odpovedajlice ekotypy Ler a Col. Pocas experimentov bolo pozorované kli¢enie
mutovanych a nemutovanych semien Arabidopsis thaliana. Semena boli kultivované
in vitro na MS médiu za réznych svetelnych podmienok (tma, modré a Cervené svetlo)
apod vplyvom NaCl alebo NazVO,, ktorych rozlicné koncentracie a ich kombinacie
boli pridané do kultivaéného média.

Bakalarska praca bola vypracovana v Skupine molekuldrnej fyzioldgie, ktord je
sucastou Laboratoria rastovych regulatorov pri Prirodovedeckej fakulte Univerzity

Palackého v Olomouci a Ustavu experimentalnej botaniky AVCR.



Sucasny stav rieSenej problematiky

Klicenie

Klicenie je obdobie, ktorym rastlina za¢ina svoj samostatny zivot. Je to faza rastu nove;j
rastliny, delenia a diferenciacie jeho buniek. Semeno je pred kli¢enim v kI'udovom stave
zvanom dormancia (Simpson 1990). Dormancia je sprevadzana odvodnenim
cytoplazmy, ¢o spdsobuje spomalenie, respektive zastavenie metabolickych procesov
v bunkach. Stavom dormancie semeno prekonava nepriaznivé vonkajsie podmienky a je
schopné takto zotrvat’ vel'mi dlha dobu. Impulz ku klic¢eniu suchych semien dava voda,
ktort prijmu, zbobtnaji a ktord nésledne spOsobi spustenie tychto procesov a vyvoja
rastliny. To, ¢i semeno vo vode vykli¢i zavisi aj od inych faktorov, ako je teplo,
mnozstvo pritomného kyslika, intenzita dopadajiceho svetla alebo vzajomny pomer
hormonov regulujucich kli¢enie. Ak sa semeno nachadza v optimdlnych podmienkach,
prekondva kl'udové Stadium a zacina klicit. Aby sa semeno vyhlo pocas kli¢enia
stresovym faktorom, snazi sa vykli¢it' ¢o najrychlejsie. Medzi tieto faktory patria
napriklad sucho, zasolenie alebo nedostatok kyslika.

Imbibovat’, nasavat vodu, mozu aj semend mrtve a neschopné kli¢it. AvsSak
pritomnost’ Zivého embrya v semene sposobuje aktivaciu dychania a vzrastanie aktivity
enzymov a hormoénov. Prvou fazou kli¢enia je rychle nasdvanie vody semenom
a zvySovanie prijmu kyslika. Poc¢as druhej fazy dochadza k rehydratécii buniek, kedy st
rozpustené zasobné latky a aktivuju sa metabolické procesy. V tejto faze dochadza tiez
k vyvoju mitochondridlneho aparatu. ZvacSovanim embrya dochadza k viditeI'nej
znamke klienia, kedy radikula prerazi osemenie semena a kli¢enie je ukoncené.
Semeno prechadza do d’alSej fazy. Radikula vo velkej miere imbibuje, jej bunky

sa predlzuju a ¢asom je zapocata ich mitoticka aktivita. (McDonald et al. 1988, Bewley

1997).

QC*‘”‘Q

Prva faza (imbibicia) Druha faza (prerazenie radikuly) Tretia faza (predlZovanie radikuly)

Klic¢enie semena Vyvoj semena ————

Obr. 1: Viditel'né deje pocas kli¢enia semena (prevzaté a upravené od Silva 2016)



Klicenie rastlin ovplyviiuji podnety vonkajSie (exogénne) ale aj vnuatorné
(endogénne). Medzi endogénne podnety patri predovSetkym pritomnost’ inhibi¢nych
latok a horménov v materskej rastline alebo v semene samotnom. Medzi hlavné
fytohormony ovplyviiujuce klicenie semien patria gibereliny (GA) a kyselina abscisova
(ABA). Tieto dva rastlinné hormény posobia proti sebe a reguluju tak kl'udovy stav
semena. Faktory naruSujuce dormanciu, zvySuju citlivost’ giberelinov, ktoré stimuluji
klicenie. Kyselina abscisova kli¢enie inhibuje a udrzuje stav dormancie. Je obsiahnuta
v materskej rastline a v semene (Finkelstein et al. 2008).

Vyznamny exogénny podnet pre klicenie je svetlo. Svetlo mdéze kli¢enie
stimulovat’ alebo naopak inhibovat’. Semena, ktoré¢ st svetlom navodzované ku kli¢eniu,
tzv. kladne fotoblastické (Borthwick et al. 1952). Spektrum denného Ziarenia je spojité
a obsahuje Ziarenie o vinovych dizkach 400-750 nm. Rastliny v$ak reaguju len
na ziarenie uréitych vlnovych dizok, tzv. akénych spektier, tj. odozvy na vinovej dizke
posobiaceho Ziarenia. Jedna sa o oblast’ Eerveného a modrého Ziarenia. Vinové dizky
tychto oblasti viditeI'ného svetla pozitivne ovplyviluji vyvoj a rast rastliny, tym ZzZe
aktivuju fytochromy. Naopak zaporne fotoblastické semena lepsie kli¢ia v tme.
Dovol'uje im to uz aktivna forma fytochrému. Hladina aktivneho fytochroému je znizena,
ak je semeno vystavované svetlu. V tom pripade nie je schopné kli¢it (Whitelam and
Delvin 1997).
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Stres u rastlin

Rastliny su Casto krat vystavované nepriaznivym podmienkam okolitého prostredia. Tie
uUnich vyvoldvaju stres, ktory sa prejavuje hlavne na zmene rastu a vyvoja zivého
organizmu. Kvoli usadnutému sposobu zivota, nie je rastlina schopna pred stresom
utiect. Jedinou moznostou ako sa snim vysporiadat je prispdsobit sa mu.
Aklimatizacia je spojena s doCasnymi zmenami v bunkach rastliny.

Faktory zapriCinujuce stres, tzv. stresory sa podielaji na aktivacii, respektive
inhibicii konkrétnych bunkovych mechanizmov. Rastliny vyvijaja tak vel'’ké mnozstvo
fyziologickych a biochemickych stratégii na zvladanie stresu. Po prenose stresovych
signalov sa aktivuje viacero sekundarnych signalov a hladina intracelularneho Ca** sa
okamzite zvySuje, ¢o mdze spustit’ fosforylaénu kaskadovu reakciu a posobit’ tak
na proteiny podielajuce sa na bunkovych obrannych alebo transkripénych faktoroch.
Potom transkripcné faktory reguluju expresiu génov, ktoré reaguju na stres. Podla typu
a dizky posobenia stresu na rastlinu, organizmus vytvara potrebné metabolity na jeho
prekonanie alebo sa moéze v dosledku dlhodobého stresového stavu adaptovat
modifikaciou urcitych génov. Genetickd modifikacia vedie k tvorbe novych proteinov
a organel v bunke rastliny (Kosova et al. 2011). Takto sa rastliny postupne prisposobujt
stresu. Zatvaranie stomat, akumuldcia osmolytov alebo zvySend aktivita antiportu
Na’/H" su obranné mechanizmy vyskytujice obzvlast pri solnom strese (Liang et al.

2018).

Zasolenie ako abioticky stres

Zvyseny obsah soli v pode je prirodzene v primorskych oblastiach, ale nachadza sa aj
vo vnutrozemi. V tychto miestach moéze byt salinita pdd spdsobend dlhodobym
zavlazovanim. Princip zvySovania koncentracii soli zavlazovanim je taky, ze sa pddna
voda odparuje alebo je transpirovana rastlinami. Strata vody je nepriamo umerna
koncentracii soli v pode. Rastlina Zzijica v miestach s vysokym obsahom soli je
vystavovana stresu.

Sol'ny stres ma vyznamny vplyv na rast a vyvoj rastlin. Osmoticky stres je
prvym stresom, ktory sa vyskytne, ked je rastlina vystavena slanej pdde a okamzite
ovplyviiyje rast. Toxicita idnov sa prejavi neskdr, ked” hladiny soli dosiahnu prahovu
hodnotu, nad ktorou rastlina nedokaze udrzat’ homeostazu i6nov a rast. Ionova toxicita

a osmoticky stres patria medzi primarny stres, ktory moze sposobit’ oxida¢ny a rad
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sekundarnych stresov. Solny stres tiez vedie k znizeniu fotosyntézy a K vyraznému
poklesu vynosov rastliny (Liang et al. 2018).

Druhy schopné prezit’ bez poskodenia aj znacné zasolenie pody su oznaované
ako halofytné. Halofyty si dokazu jednoducho vytvorit' obranné mechanizmy voci
stresu vytvoren¢ho pritomnostou soli v pdde, ktorych vysoka koncentracia moze byt
pre bunku skodliva. Jednym z tychto mechanizmov je Giprava osmozy. Téato Gprava ma
za nasledok stratu turgoru v bunkach a znizenie vodného potencialu. Po osmotickych
upravach maju rastlinné bunky spomaleny rast, ale st schopné prezit. AvSak zniZzenie
vodného potencialu zvysuje citlivost’ k sodnym kationom, obsiahnutych v chloride
sodnom. Za beznych podmienok cytosol vyssich rastlin obsahuje priblizne 100 mM K*
amenej nez 10 mM Na® a vytvara optimalne prostredie pre funkciu enzymov. V slanom
prostredi cytosolové Na* a Cl” zvysia svoju koncentraciu na viac ako 10 mM a tieto iony
spojent destabilizaciu membran, nakol’ko maju Na® vicsiu schopnost’ znehodnocovat
proteiny nez K, ktory sa bezne v bunke nachadza. Akumulacia i6nov pocas tiprav je
smerovana predovsetkym do vakuoly, kde iony nie st v kontakte s cytosolovymi
enzymami a organelami (Taiz et al. 2015). S tym je spojena zvySena tvorba a ¢innost’
ionovych kanalov a protonovych pimp ulozenych do cytoplazmatickej a vakuolovej
membrany. Odstranenie sodikovych kationov z bunky, katalizované $pecifickym
Na*/H" antiportom, zavisi o od elektrochemického proténového gradientu
na cytoplazmatickej membrane. Pumpa, ktord generuje tento gradient sa nazyva
H*-ATP4za (Janicka-Russak and Kabata 2015).

Slana poda ma vplyv na kli¢enie rastliny rovnakymi dvoma spdsobmi, ktoré boli
spomenuté v odstavci vyssie. TaktieZ sa v bunkach semena zvySuje osmoticky potencidl,
ktory brani prijmu vody alebo sa vytvarajii podmienky pre vstup i6nov, ktoré mézu byt
toxické pre embryo alebo vyvoj semien (Bewley and Black 1982). Chlorid sodny sa
povazuje za najhojnejSiu sol’, ktord spdsobuje stres zo zasolenia. Semend vacSiny
halofytnych rastlin dosahuju maximalnu kli¢ivost' v nepritomnosti NaCl a st vel'mi
citlivé na zvySenl salinitu pocas klicenia. Solny stres ma vazne nasledky na Zivot
semien. Niektorym halofytnym druhom moéze vysokd podna slanost’ sposobit’, Ze ich
semena nevykli¢ia, pokial sa podmienky prostredia nezlepSia. Kli¢ivost semien
V slanom prostredi sa vicSinou zvySuje pocas obdobia zrazok, kedy sa zvySujicim

mnozstvom vody v pdde, znizuje koncentracia soli (Guo et al. 2012).
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Fotomorfogenézia a fototoreceptory

Rastliny zavisia od svetla, ktoré je ich hlavnym zdrojom energie a dolezitym zdrojom
informacii. Detekcia a reakcia rastlinného organizmu na svetelné prostredie je
umoznend pritomnost'ou niekol’kych typov fotoreceptorov. Signéalne drahy iniciované
aktivaciou tychto fotoreceptorov umoziuju rastline upravit’ vyvojové procesy, ako je
kli¢enie, predlzovanie a ohyb stonky, vyvoj a orientacia chloroplastov alebo kvitnutie
(Weller and Kendrick 2008). Vyvoj rastliny v tme je oznacovany ako skotomorfogenéza
a takéto rastliny su etiolované. Maju vac¢sinou dlhé, Stihle hypokotyly a nerozprestrené
listy zltej farby. Prechod vyvijajuceho sa organizmu do fotomorfogenézie, tj. rast
na svetle, sa nazyva ako de-etiolizacia (Deng et al. 1992, Taiz et al. 2015). Svetlo rozne;j
vinovej dizky ovplyviuje rast a vyvoj rastliny réoznym sposobom. Najaktivnejsimi
oblastami svetelného spektra je oblast Cerveného Ziarenia, hlavne Ziarenie VvInovej
dizky 660 a 730 nm, a modrého Ziarenia, ktorych absorpéné maxima su pri vinovej
dizke 450 a 480 nm. Aby rastliny mohli na Ziarenie reagovat’, musia byt schopné prijat’
signal, spracovat ho a preniest na bunkovi uroven, odkial méze byt signal dalej
preneseny na troven morfogenetickl (Kendrick and Kronenberg 1994, Neff et al. 2000).
Prijem svetelnych signdlov je sprostredkovany vdaka Specifickym fotoreceptorom
(Deng et al. 1991).

Na rozdiel od fotosyntetickych pigmentov, fotoreceptory absorbuju fotéon
fotoaktivnu reakciu. Vsetky zname fotoreceptory pozostavaju z proteinu a prostetickej
skupiny absorbujucej svetlo, ktora sa nazyva chromofoér. Spolo¢né aspekty receptorov
predstavuje citlivost na mnozstvo svetla, na jeho intenzitu alebo na dobu expozicie.
Napriek tomu su ich proteinové truktiry odlisné (Taiz et al. 2015). Specializované
fotoreceptorové systémy vykazuji maximalnu absorbciu svetla v $pecifickej oblasti
svetelného spektra. Fotoreverzibilné fytochromy absorbuju prevazne Cervent (RL)
a d’aleku Cervenu (FR) oblast’ spektra, ale aj ¢ast modrého svetla. Kryptochromy
a fototropiny absorbujii svetlo v modrej oblasti. Fytochromy st moZno najlepSie
charakterizované fotoreceptorovymi systémami (Halliday et al. 2001). Nedavne
pokroky naznacuju, Ze fytochromy pdsobia transkripéne, pretoze su schopné
nasmerovat’ svetelné signaly na fotoresponzivne promotory, tym zZe sa naviazu
na transkripény regulator. Naopak kryptochrémy posobia post-translacne. Rovnako ako

fytochromy sa aj krytochromy viazu priamo na E3 ubiquitin ligdzu, ktora predstavuje
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protein COP1 (Constitutively Photomorphogenic 1). Ich ulohou je prerusit degradaciu
transkripného aktivatora. Tato interakcia smeruje k zvySeniu hladiny aktivatora a

k naslednej expresii cielového génu (Quail 2002).

Receptory modrého svetla

Oblast BL ovplyviluje prevazne fototropizmus, rast stonky do diZky, pohyby
chloroplastov, kvitnutie alebo otvaranie prieduchov, s ¢im je spojend aktivacia
proténove] pumpy. Medzi hlavné fotoreceptory absorbujiice BL patria kryptochromy
a fototropiny (Taiz et al. 2015)

Kryptochromy boli u rastlin boli evolucne odvodené z fotolydz, schopnych
katalyzovat opravy v DNA. Z doévodu vysokého stupna sekvencnej homologie
kryptochromovych génov s génmi koédujicimi fosfolyazu, st tieto molekuly velmi
podobnej Struktiry. Kryptochrémy maji dve rozoznate'né domény, doménu homoldgnu
s fotolyazou (PHR) a kryptochromova C-terminalnu doménu (CCE). VSetky fotolydzy
a kryptochrémy mo6zu mat’ na C-konci PHR domény nekovalentne naviazany chromofor
flavinadenindinukleotid (FAD), ktory je v nezvy€ajnej konformacii vo tvare
U a umoziuje absorpciu modrého svetla. Na N-koniec PHR domény u kryptochromu je
viazany druhy chromofor. Sluzi ako anténa na zbieranie svetla, ktorej akéné spektrum je
vo viditelnej oblasti svetelného Ziarenia. Zadkladnym anténovym chromoférom je 5,10-
methyltetrahydrofosfat (MTHF, pterin). Spolo¢nym rysom fotolyaz a kryptochrémov je
ale schopnost’ vystavit' zabudovany FAD chromofér BL indukovanej fotoredukcii
z oxidovaného stavu (FAD) na Ciasto¢ne redukovant formu FAD’, FADH a v pripade
fotolyaz az na plne redukovany stav FADH (Sancar 2003, Li et al. 2013, Shalitin et al.
2003, Liu et al. 2016).

Rastlina Arabidopsis thaliana sa najcastejSie pouziva na §tudium
kryptochromov (CRY). V genoéme tejto rastliny st zakddované tri druhy CRY (CRY1,
CRY2, CRY3). CRY3 je typ fotoreceptoru, ktory je detekovany v mitochondriach alebo
chloroplastoch a jeho ulohou je opravovat’ UV—indukované poskodenia jednoretazcove;j
DNA (Sancar 2003). CRY1 a CRY2 su fotoreceptory, ktorych rozdiel spociva hlavne
Vtom, Ze protein CRY2 je prednostne degradovany BL, kdezto CRY1 je ovela
stabilnej$i. Oba kryptochrémy reguluju de-etiladciu indukovani BL. CRY1 fotoreceptor,
ktory absorbuje fotony v oblasti BL, inhibuje predovsetkym predlZovanie hypokotylu.
Naopak nadmernd exprimdcia génu CRYZ spdsobuje vo velkej miere expanziu

kotyledonu. Fosforylacia CRY2 zavisla na BL, ktora sa vyskytuje primarne v jadre
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bunky, zvysuje aktivitu CRY2, polyubiquitindciu a proteolyzu zmenou konformacie
fotoreceptora. Nedavno bolo zistené, Ze negativne regulatory kryptochromov, inhibitory
BL u CRY1 a 2, potlacuju dimerizaciu, fosforylaciu, degradaciu a fyziologicku aktivitu
CRY?2 v Arabidopsis. (Yu et al. 2009, Taiz et al. 2015, Liu et al. 2017).

Ako senzory modrého svetla v rastline vystupuju tiez fototropiny (phot).
U vysSich rastlin ako je Arabidopsis thaliana, boli identifikované dve izoformy: photl
a phot2. Obe izoformy obsahuju dve domény LOV1 a LOV2 (LOV z ang.:
light/oxygen/voltage), serin-treonin kinazovii doménu na C-konci a doménu ktora spaja
kinazu a LOV2. Na LOV1 a LOV2 sa nekovalentne viaze flavinmononukleotid (FMN),
ktory je kofaktorom pre absorbciu modrého svetla. Je zname, ze biologické tlohy
domén LOVI1 a LOV2 su vel'mi odlisné pricom LOV1 kontroluje citlivost’ phot
na svetlo a LOV2 reguluje hlavne aktivitu kinazy. Spociatku boli phot identifikované
ako fotorecetory, ktoré sprostredkovavali odpoved’ na fototropizmus. Neskor sa ukazalo,
ze sa podielaji na regulacii procesov zavislych od svetla, ako su pohyby chléroplastov,
otvaranie stomat alebo splostenie listov, ale aj predlzovanie. Tieto procesy sluzia
na optimalizaciu fotosyntetickej U¢innosti ana podporu rastu.  Rozdiel medzi
izoformami spociva v odlisnej zavislosti na BL. Zatial’ ¢o photl posobi ako snima¢ BL
pre fototropizmus, phot2 funguje ako senzor v etiolovanych rastlinach, ktory je
exitovany vy$$im vplyvom modrého ziarenia (Christie 2007, Nakasone et al. 2014,
Okajima 2016)
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Obr. 2: Zhrnutie odpovedi vy$sich rastlin na modré svetlo sprostredkované fototropinami (prevzaté a upravené z

Christie 2007)
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Protonova pumpa
Rast rastlinnych buniek je silno ovplyvneny prostredim, ale aj vopred urenym
programom vyvoja. Protonovad pumpa ulozend v plazmatickej membrane (PM
H*-ATP4aza), patri medzi primarne aktivne transportéry, ktoré prenasaju protony vodika
Z cytosolu do extracelularneho priestoru. Prenos proténov pumpou sprevadzaji rdzne
konformaéné zmeny H'-ATPazy. Fungovanie protéonovej pumpy umoziiuje hydrolyza
adenozintrifosfatu (ATP), ¢im je vytvorend potrebna energia. H'-ATPiza ma
Vv rastlinnych bunkach dve hlavné tulohy spojené s transportom protéonov. Prvou je
okyslovanie bunkovych stien a alkalizacia cytosolu, ¢im H'-ATPaza ovplyviiuje rast
bunky, otvaranie stomat, expanziu bunky ale aj mnohé d’al§ie bunkové procesy. Druhou
ulohou tvorba elektrochemického gradientu proténov cez plazmaticki membranu,
ktorym moéze riadit’ transport idnov a rozpustenych latok proti ich koncentratnym
gradientom (Buchanan et al. 2015, Buch-Pedersen et al. 2009, Haruta et al. 2015).
Mnohé $tidie preukazali, ze protdnova hybna sila vytvorend H'-ATPéazou
nielenze pohana sekundarne transportéry, ale tiez zohrava priamu ulohu pri regulacii
expanzie buniek. Za ucelom potvrdit tato skutoCnost, bola vytvorend transgénna
rastlina Arabidopsis thaliana exprimujuca H'-ATPazovu izoformu 2 (AHA2). Svetlom
indukovana lokalizacia AHA2 do plazmatickej membrany mala za nasledok

predlZzovanie koreniovych buniek (Haruta et al. 2018).

Vyznam vikuolarnej H'-ATPazy (V-ATP4zy) a Na'/H" antiportov v tolerancii na
zasolenie

Pbddna slanost’ nariSa vnutrobunkovi homeostazu a znizuje metabolicku aktivitu
v rastlinach. Nadbyto¢né sodné iony vedu k nedostatku vody, membranovej disfunkcii
aionovej toxicite v rastlinnych bunkach. Hlavny mechanizmus, ktory zabranuje
nadmernej akumulacii Na® v cytosole azvysuje tak toleranciu na solny stres, je
zvySenie sekvestracie Na' do vakuol. ZvySena aktivita V-ATPazy totiz vytvara
proténovy gradient cez membranu, ¢im umoziuje Na'/H" antiportom pumpovat’ Na* do
vakuoly. (Maathius et al. 2014, Roy et al. 2014, Niu et al. 1995, Chinnusamy et al.
2006). Jednym z i6novych transportérov cez tonoplast je sodno-proténovy (Na*/H")
antiport. Nadmerna expresia Na'/H" antiportu u Arabidopsis thaliana podporuje rast
avyvoj rastliny v pdde, ktora obsahuje az 200 mmol/l NaCl. ZvySenou aktivitou
antiportu sa zniZuje toxicita Na* v cytosole a bunka je schopna prijat’ vodu (Apse et al.
1999).
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V Arabidopsis thaliana bol identifikovany Na*/H" antiport s vysokou citlivostou
na zasolenie s nazvom SOS1 (Salt Overly Sensitive 1), ktory sprostredkiva pasivny
transport H" do a aktivny transport Na* z bunky (Buchanan et al. 2015). Arabidopsis
sosl mutanti vykazuji NaCl-hypersenzitivny fenotyp, zatial ¢o nadmerna expresia
SOS1 zlepsSuje toleranciu na solny stres. Transgénne rastliny, ktoré su pod vplyvom
vyssich koncentracii Na* vykazuju vyznamnu toleranciu soli v porovnani s kontrolnymi
rastlinami divokého typu. Tato tolerancia je dosledkom zniZenia akumulicie Na®
v cytosole. Ukladanie Na* do vakuoly je zabezpedené pomocou antiportu s nazvom
Na'/H" exchanger (NHX1), ktory je uloZeny v tonoplaste. Transgénne rastliny
s nadmernou expresiou NHX1 vykazuji zvySeny transport do vakuoly a vd’aka tomu

mozu rast’ a produkovat’ semend aj v pritomnosti vysokych koncentracii NaCl.
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Obr. 3: A, Strukturny model V-ATPazy v Sccaromyces cerevisiae. B, Ionové kanély a transportéry poméhaji
udrziavat’ i6novi homeostizu v podmienkach solného stresu. Posobenie soli zvysuje aktivitu Na'/H" antiportov,
ktoré potom pumpujua Na* bud’ von z bunky, alebo do vakuoly. Napriklad sol'ny stres spdsobuje zmeny v koncentracii
Ca’, ktoré reguluji SOS3, ktory nasledne reguluje SOS2 proteinkindzu aktivujucu SOS1 Na*/H* antiport
nachadzajuci sa v plazmatickej membrane. Zmeny na trovniach kyseliny abscisovej tiez regulujit NHX1 Na*/H*

antiport (oba obrazky prevzaté z Buchanan et al. 2015).
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Regulicia H'-ATPazy

Katalytickd aktivita H'-ATPazy je regulovanid hlavne fosforylaciou posledného
treoninového zvySku na C-konci anaslednou interakciou proteinu 14-3-3
s fosforylovanym C koncom (Sondergaard et al. 2004, Duby and Boutry 2009).
Interakcia proteinu umoznuje uvolnenie katalytickej domény z autoinhibitorovej
domény, ¢o vedie k aktivacii H'-ATPazy (Palmgren 2001). Hlavnym exogénnym
signalom, ktory reguluje aktivitu H*-ATPazy je svetlo roznych vlnovych dizok alebo
kysly stres (Kinoshita and Shimazaki 1999, Bobik et al. 2010). Naopak vplyv na
funkciu H*-ATPazy mozu mat’ aj endogénne signaly ato predovsetkym fytohormény
auxin a giberelin alebo sachardza, ktora je produktom fotosyntézy (Niittyla et al. 2007;
Chen et al. 2010).

Bolo zistené, Ze auxin aktivuje H'-ATPazu, &o sa prejavuje predlzovanim
etiolovaného hypokotylu Arabidopsis. Objav potvrdzuji vel'mi podobné koncentracie
auxinu, od ktorych zavisia zmeny na urovni fosforylacie H*-ATP4zy a horménom
indukovanej elongécie (Takahashi et al. 2012).

Fototropin, ako receptory modrého svetla (BL) v rastlindch, aktivuje PM
H*-ATPazu v podpornych bunkich stomat prostrednictvom fosforylacie, ¢o ma
za nasledok otvorenie stomat. Mechanizmus bol detekovany na epidermis listoch
Arabidopsis thaliana. Dalsie vyskumy zistili, ze fyziologicka koncentracia fytohorménu
ABA je schopn4 uplne inhibovat modrym svetlom indukovanu fosforylaciu H*-ATPazy

V podpornych bunkéch stomat (Hayashi et al. 2011).
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Obr. 4 : Proces otvarania prieduchov indukovany modrym svetlom (prevzaté od Shimazaki et al. 2007)

I Kinase ?
14:33 P = :

H+-ATPase

18



Nedavno bolo zistené, ze okrem BL na H+-ATPazu pdsobi stimulac¢ne aj Cervené
svetlo. RL aktivuje PM H*-ATP4zu v podpornych bunkich stémat rastliny Arabidopsis
thaliana. Fosforylacia protonovej pumpy indukovana cervenym svetlom je vSak
regulovand fotosyntézou a nie prostrednictvom fytochromov. Aktivaciou protdénovej
pumpy dochadza k otvoreniu stomat a k samotnej respiracii. Bolo tak potvrdené, Ze
protein PM H*-ATPéza, kodovany génom AHAI1, zohrava hlavna ulohu pri svetlom
indukovanom otvarani stomat (Ando and Kinoshita 2019).

Vyskumy ukazali, ze H'-ATP4za je doleZita pre vytvorenie lateralneho gradientu
fytohormoénu auxinu. Tvorba gradientu je klI'aicovym krokom k spusteniu asymetrického
rastu vyhonku veduceho k fototropnej reorientacii. Princip tvorby auxinového gradientu
spo¢iva v regulacii pH apoplastu, ¢oho je schopna prave PM H*-ATPaza. Okrem toho
bolo dokazané, Ze pocas fototropizmu je aktivita H'-ATPaza regulovani
fototropinovymi receptormi. Tym je poskytnuty mechanizmus, ktorym svetlo

ovplyviiuje apoplastické pH (Hohm et al. 2014).
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Material a metodika prace

Rastlinny material

K experimentom boli pouzit¢é semena Arabidopsis thaliana (L.) Heynh ekotyp
Landsberg erecta (Ler) a od neho odvodeny recesivny mutant cryl-1 odvodeny od tohto
ekotypu (recesivna mutacia v jednom géne, mutacia pomocou urychlenych neurénov;
mutant v géne pre fotoreceptor CRY1) a ekotyp Columbia (Col) aod neho
odvodeny recesivny mutant cry2 odvodeny od tohto ekotypu (recesivna mutacia
Vjednom géne, muticia pomocou urychlenych neurénov, mutant v géne pre

fotoreceptor CRY?2).

Pracovné postupy

Priprava kultiva¢ného média Murashige and Skoog (MS)

Semena boli kultivované na pevnom kultivatnom MS médiu (Murashige and Skoog
1962). Tohto média boli pripravené vzdy dva litre rozdelené do piatich termofTasi
po 400 ml. Medium bolo pripravené nasledovnym postupom. Do Erlenmayerovej banky
0 objeme 3 1 bol pridany 1 1 destilovanej vody. Banka bola postavena na magnetickt
mieSacku a bolo vloZené mieSadlo. Na vahach bolo navazenych 20 g sachardsy, 8,66 g
MS média (Cat. no. M5524, Caisson, USA) a 390,4 mg MES (Morpholinoethane
sulfonic acid - analytical grade). Latky boli pridané a za staleho miesSania rozpustené
v destilovanej vode v banke. Po uplnom rozpusteni bolo mieSanie vypnuté a mieSadlo
vytiahnuté. Médium bolo pomocou odmerného valca doplnené na 2 litre destilovanou
vodou. Pomocou pH metra bolo 1 M roztokom KOH (hydroxidu draselného) upravené
pH média na hodnotu 6,1. Do 5 sklenenych termoflasi bolo navazenych vzdy 2,8 g
phyto agaru a do kazdej flase bolo pridanych 400 ml média. Termofl'aSe s médiom boli

vysterilizované pomocou autoklavu a uloZené do chladnicky.

Stratifikacia a povrchova sterilizacia semien

Na analytickych vahach bolo navazenych 8 mg semien Arabidopsis thaliana,
¢o odpoveda poctu priblizne 400 semien. Semena boli vdzené do riadne popisanej
mikroskimavky o objeme 1,5 ml. Bol k nim napipetovany 1 ml destolovanej vody.
Mikroskimavky boli vlozné do stojana a nasledne do chladnic¢ky. Proces stratifikacie

prebiehal v tme asponl 3 dni od namocenia semien.
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Po stratifikacii semien a definfekcii laminarneho boxu bola odpipetovana voda
Z mikroskumaviek a bol pridany 1 ml zriedeného roztoku chlérnanu sodného (1,4 %
SAVO, 0,4 | SAVO + 0,6 dH,0). Semena v roztoku presli behom 30 mint
povrchovovu sterilizaciou. Po uplynuti ¢asu bol NaClO odpipetovany a nahradeny 1 ml
sterilnej destilovanej vody. Oplach semien sa opakoval 5x. V niektorych experimentoch
prebehla sterilizdcia a oplach semien uz jeden den pred vysiatim. Semend urcené
kvysevu na kultivatné médium s ortovanadatom sodnym (NazVO,) alebo
s kombinaciou NaCl a NagVO,; boli deit pred vysevom povrchovo sterilizované

a namocené na 24 hodin do roztoku NazVO, 0 koncentracii 100 pmol/I.

Vysev semien

Sterilné kultivaéné médium bolo rozohriate v mikrovlnnej triibe a do laminarneho boxu
bolo pripravenych 24 sterilnych gulatych Petriho misiek s priemerom 90 mm.
Bol pripraveny skleneny pohar, ktory sluzil ako stojan pre plastovu skimavky typu
Falcon (50ml). Do sterilnej Erlenmayerovej banky (300ml) bolo pridanych 120 ml
média a napipetovany objem zasobného roztoku NaCl (vysledna koncentracia 0, 100,
150 a 200 mmol/l), NazVOy (vysledna koncentracia 0, 50, 100 a 300 umol/l) alebo ich
kombinacie (NaCl 150 mmol/l a NazgVVO,4 100 pmol/l). Napipetované objemy zasobnych
roztokov NaCl (5M) a NazVO,; (10°M) st uvedené v tabulke 1 a 2. Z banky bolo
postupne odlievanych 20 ml média a nalievanych do riadne popisanych misiek. Médium
sa v pootvorenej miske nechalo stuhnt’.

Nad liehovym kahanom bol ozahnuty skalpel, ktory bol predtym chvilu
namoceny v 96% ethanole. Potom bolo sterilnym skalpelom odrezané zo sterilnej
Spicky, ktora bola nasadena na pipete o objeme 2-20 pl. Orezany koniec $picky mal
otvor s priemerom takym, aby nim mohlo prejst’ len jedno semeno. Na stuhnuté médium
v miske bolo pomocou pipety vysiatych vzdy 30-40 semien. Petriho misky so semenami
boli dvakrat oblepené paskou z netkanej textilie (Ugropore alebo Softpore). Misky
so semienkami, ktoré sa kultivovali na svetle, boli umiestnené do plastovych stojanov
vo vertikdlnej polohe a prenesené do hornej Casti automatickych rastovych komor
Snijders Scientific s modrym alebo ¢ervenym svetlom (Microclima 1000E, Holandsko),
kde prebiehala kultivacia pri 23°C. Zdrojom modrého svetla s maximalnou
oziarenostou 10 mmol.m™?.s™ pri 440 nm bola Ziarivka Philips TLD36W/18-Blue a
zdrojom &erveného svetla s maximalnou oZiarenostou 10 mmol.m™.s™ pri 660 nm bola

ziarivka Philips TLD36W/15-Red. Misky so semenami uréené ku kultivacii v tme boli
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zabalené do alobalu a taktiez boli vo vertikalnej polohe umiestnené do spodnej Casti

rastovej komory.

Tabulka 1: Objemové mnozstva SM NaCl v 120 ml MS média

Vysledna koncentracia NaCl v médiu Objem zasobného roztoku
[mmol/1] NaCl [ml]
0 0
100 2,4
150 3,6
200 4,8

Tabul’ka 2: Objemové mnozstva 102 M NazVO, v 120 ml MS média

Vysledna koncentracia NazVO, Objem zasobného roztoku
Vv médiu [pmol/l] NazVO,[ml]
0 0
50 0,6
100 1,2
300 3,6

Vyhodnotenie kli¢ivosti semien

Kli¢ivost’ semien bola vyhodnocovana vZzdy od tretieho alebo Stvrtého diia do siedmeho
alebo 6smeho diia po vysiati. Spdsob vyhodnocovania spocival v spo€itani vSetkych
semien na miske a vykli¢enych semien. Z tychto udajov bolo vypocitané percento
klicivosti, respektive percento inhibicie klicenia. Pre vypocet bol pouzity vzorec
(a— b/ a) *100%. V tomto vzorci je veli¢ina a priemerné percento kli¢enia
pri koncentracii 0 mmol/l NaCl alebo pmol/l NazVO,. Velicina b predstavuje priemerné
percento kli¢enia pri zvolenej koncentracii NaCl alebo NagVV Oy, ktorej inhibiciu klicenia

chceme vypocitat. Experimenty s jednotlivymi latkami boli opakované vZdy trikrat.
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Vysledky

Ucelom tejto prace bolo zistit' vplyv ortovanadatu sodného (NasVO,) na klicenie
rastliny a ako inhibicia H'-ATP4z ortovanadatom ovplyvni kli¢enie rastiny, ktora je
vystavena sol'nému stresu (NaCl). Cielom bolo tiez zistit,, ¢i vplyv ortovanadatu bude
na citlivost’ semien k NaCl ovplyvneny kvalitou svetla. K experimentom boli pouzité
semena modelovej rastlina Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. ekotyp Ler aod neho
odvodeny mutant cryl-1 a ekotyp Col a od neho odvodny mutant cry2. Avsak vysledky
kli¢enia mutanta cry2 boli z dovodu takmer nulovej klic¢ivosti semien nepouzitel'né pre
tuto bakalarsku pracu, preto sa v nej neobjavuju. U ekotypov Ler, Col a mutanta cryl-1
bola sledovana kli¢ivost semien vtme, na modrom a ¢ervenom svetle. Z nej bola

nasledne vypocitand inhibicia kli¢ivosti.
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Citlivost’ semien Arabidopsis k NaCl

Semena Arabidopsis boli kultivované na kultivaénom MS médiu s koncentraciou NaCl
0, 100, 150 a 200 mmol/l. Podl'a obr. 5 semena Ler vykazuju vyssiu kli¢ivost’ oproti
cryl-1 vo vsetkych svetelnych podmienkach. Najvyssia kli¢ivost’ bola pozorovana
u semien kultivovanych na médiu bez obsahu NaCl. Je vidiet, Ze postupnym
zvySovanim koncentracie NaCl sa znizuje kli¢ivost’ a zvySuje sa teda inhibicia klicenia.
Taktiez je vidiet, ze kli¢ivost’ semien ovplyvnenych 100, 150 a 200 mM NacCl
na modrom a ¢ervenom svetle je 020 az 40 % vysSia nez kli¢ivost’ v tme. Semena
kultivované na ¢ervenom svetle vykazuji mierne vyssiu inhibiciu kli¢ivosti nez semena

kultivované na modrom svele.
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Obr. 5: Vplyv NaCl na kli¢enie semien Arabidopsis thaliana ekotyp Ler a mutanta cryl-1 kultivovanych v tme (D),
na modrom svetle (BL) ana &ervenom svetle (RL) 7. defi od vysevu. Ako kontrola bolo pouzité zakladné MS
médium. Hodnoty troch grafov vlavo ukazuji priemerné hodnoty + SE kli¢ivosti semien. Hodnoty vyobrazené
v troch grafoch vpravo zobrazuju priemernu percentualnu hodnotu + SE inhibicie kli¢ivosti. Hodnoty boli ziskané

z troch rovnakych a na sebe nezavislych experimentov.
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Semena ekotypu Col taktiez najviac kli¢ili na MS médiu s nulovou koncentraciou
NaCl. ZvySujicou koncentraciou sa kli¢ivost znizovala a zvySovala sa inhibicia
kli¢enia. Na obr. 6 je mozno vidiet, ze najvacsia inhibicia klicenia bola pozorovana
u semien kultivovanych v tme apri koncentracii NaCl 200 mmol/l. Na modrom aj
¢ervenom svetle je pri koncentraciach 150 a 200 mmol/l kli¢ivost’ semien inhibovana
vyrazne menej nez klicivost’ semien v tme. U semien kultivovanych na ¢ervenom svetle
je kli¢ivost pri 100, 150 a 200 mM koncentracii NaCl inhibovana o cca 20 % viac nez

na modrom svetle.
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Obr. 6: Vplyv NaCl na kli¢enie semien Arabidopsis thaliana ekotyp Col inkubovanych v tme (D), na modrom (BL)
a na Cervenom svetle (RL) 7. deil od vysevu. Ako kontrola bolo pouzité zdkladné MS médium. Hodnoty troch grafov
vlavo ukazuji priemerné hodnoty + SE kli¢ivosti semien. Hodnoty vyobrazené v troch grafoch vpravo zobrazuju
priemernu percentualnu hodnotu + SE inhibicie kli¢ivosti. Hodnoty boli ziskané z troch rovnakych ana sebe

nezavislych experimentov.
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Citlivost’ semien Arabidopsis k NazVO,

Semena boli vysiate na MS médium, ktoré obsahovalo 0, 50, 100 a 300 umol/l NazVOs,.
Podl'a obr. 7 mozno povedat’ Ze kli¢ivost’ bola u Ler len mierne vyssia ako u cryl-1.
Za vsetkych svetelnych podmienok bola kli¢ivost semien oboch genotypov pomerne
vysoka a vyrazne sa nemenila vplyvom NazVO,. Pri modrom a ¢ervenom svetle to bolo

az 90 % a pri tme 80 %.
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Obr. 7: Vplyv NagVO, na kli¢enie semien Arabidopsis thaliana ekotyp Ler a mutanta cryl-1 kultivovanych v tme
(D), na modrom (BL) a na ervenom svetle (RL) 7. defi od vysevu. Ako kontrola bolo pouzité zakladné MS médium.
Hodnoty troch grafov vlavo ukazuji priemerné hodnoty + SE kli¢ivosti semien. Hodnoty vyobrazené v troch grafoch
vpravo zobrazuju priemernu percentualnu hodnotu + SE inhibicie kli¢ivosti. Hodnoty boli ziskané z troch rovnakych

a na sebe nezavislych experimentov.
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Kli¢ivost semien ekotypu Col na zakladnom médiu bez pridaného NazVO, bola
priblizne 80 % vo vsetkych svetelnych podmienkach okrem kontrolnych semien v tme.
Semena ovplyvnené 50, 100 a 300 uM NazVVO, a inkubované v tme klicili priblizne
020 % viac nez semena kultivované na nulovej koncentracii NazVO,. U semien
kultivovanych na modrom a ¢ervenom svetle nemal vanadat vyrazny vplyv na kli¢enie

semien ekotypu Col.
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Obr. 8: Vplyv NazVVO, na kli¢enie semien Arabidopsis thaliana ekotyp Col kultivovanych v tme (D), na modrom (BL)
ana cervenom svetle (RL) v 7. defi od vysevu. Ako kontrola bolo pouzité ¢ist¢é MS médium. Hodnoty troch grafov
vlavo ukazuju priemerné hodnoty = SE kli¢ivosti semien. Hodnoty vyobrazené v troch grafoch vpravo zobrazuju
priemernu percentualnu hodnotu + SE inhibicie kli¢ivosti. Hodnoty boli ziskané ztroch rovnakych ana sebe

nezavislych experimentov.
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Vplyv NazVO, na citlivost’ semien k NaCl

Semena Arabidopsis ekotypu Ler a mutanta cryl-1 boli kultivované na zakladnom MS
médiu, na médiu s koncentraciou 150 mmol/l NaCl, 100 umol/l NazVO, a
na kombinécii tychto dvoch koncentracii latok.

Ako uz bolo ukazané (Obrazok 5 a 7), za vSetkych svetelnych podmienok bola
kli¢ivost’ semien Ler vyrazne inhibovana NaCl o koncentracii 150 mmol/l, kdezto
vanadat nemal na klicenie semien Ler vyrazny vplyv (Obrazok 9). Semena Ler
kultivované na BL av D na médiu s NaCl a NagVO, kli¢ili podobne ako na médiu
s NaCl, avSak na RL na kombinacii NaCl a NazVVO, kli¢ili semend Ler viac neZ na
samotnom NaCl. Semena mutanta cryl-1 reagovali k NaCl a vanadatu citlivejSie ako
Ler, ato ako vtme tak aj na modrom a ¢ervenom svetle. Z grafu je vSak vidiet, ze
semena mutanta cryl-1 boli na modrom svetle inhibované kombinaciou NaCl + NazVO,
0 13 % menej nez samotnym NaCl a na ¢ervenom svetle to bolo dokonca o 17% menej.
Dalej je mozno opit’ pozorovat, Ze za vietkych svetlenych podmienok bola kli¢ivost
semien cryl-1 v pritomnosti NaCl alebo v pritomnosti NaCl + NazVO, inhibovana

znaCne viac nez u ekotypu Ler.
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Obr. 9: Vplyv NaCl, NagVO, a ich kombinacie na klicenie semien Arabidopsis thaliana ekotyp Ler a mutanta cryl-1,

ktoré boli kultivované v tme (D), na modrom (BL) a ¢ervenom svetle (RL) 7. deni od vysevu. Ako kontrola bolo

pouzité zakladné MS médium. Hodnoty troch grafov vlavo ukazuju priemerné hodnoty + SE kli¢ivosti semien.

Hodnoty vyobrazené v troch grafoch vpravo zobrazuji priemernti percentudlnu hodnotu + SE inhibicie kli¢ivosti.

Hodnoty boli ziskané z dvoch rovnakych a na sebe nezavislych experimentov.
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V tme kombinacia NaCl + Na3VO, inhibovala kli¢enie semien ekotypu Col
0 17 % menej nez samotny NaCl. Na modrom svetle bola inhibicia klicenia semien Col
najvyraznejSia na médiu, ktoré obsahovalo iba NaCl a na médiu s kombinéciou
NaCl + Na3VO, bola inhibicia 0 9 % niz8ia. Semena ekotypu Col kultivované
na ¢ervenom svetle boli taktieZ v najviac¢Sej miere inhibované samotnym NaCl a na NaCl
+ NazVO, Kklicili len 010 % viac. Samotny NazVO,; neinhiboval kli¢enie Col za

ziadnych svetelnych podmienok.
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Obr. 10: Vplyv NaCl, NazVO, a ich kombinacia na kli¢enie semien Arabidopsis thaliana ekotyp Col kultivované
v tme (D), na modrom (BL) a ¢ervenom svetle (RL) 7. deit od vysevu. Ako kontrola bolo pouzité zakladné MS
médium. Hodnoty troch grafov vlavo ukazuju priemerné hodnoty + SE kli¢ivosti semien. Hodnoty vyobrazené
v troch grafoch vpravo zobrazuju priemernu percentualnu hodnotu + SE inhibicie kli¢ivosti. Hodnoty boli ziskané

z troch rovnakych a na sebe nezavislych experimentov.
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Diskusia

Klicenie rastliny zavisi na podmienkach vonkajSieho a vnutorného prostredia. Vd’aka
pozitivnym vplyvom okolia a rastlinnych hormoénov je semeno schopné vykli¢it. Okrem
vody a dostatku kyslika je hlavnym exogénnym impulzom pre kli¢enie svetlo. Svetlom
st semena navodzované ku kli¢eniu. Impulz pozostava hlavne z modrej a ¢ervenej
oblasti svetelného spektra. Avsak rovnako ako dospela rastlina, tak aj semeno moze
celit’ stresu. Okolity stres dokaze zabranit’ semenu vyklicit, respektive spomalit’ klicenie.
Sol'ny stres spdsobeny NaCl patri medzi hlavnu skupinu abiotickych stresov
posobiacich na rastlinu. Postihnuta rastlina je nttena prispdsobit’ sa takejto situdcii
vytvorenim obrannych mechanizmov. Do6leziti Glohu pri adaptacii na stres zohrava
H*-ATP4za nachadzajica sa v membranach organel rastlinnej bunky ale aj v membrane
cytoplazmatickej. Je schopna vytvorit’ protonovy gradient, vd’aka ktorému su i6ny soli
nahromadené v cytoplazme akumulované do vakuoly alebo do apoplastu
prostrednictvom H'/Na" antiportov (He et al. 2014). Aktivita proténovej pumpy je
pri zasoleni pre rastlinu nevyhnutnd, pretoze vysokd koncentrdcia ionov soli ma na
bunky toxicky uéinok. Katalyticka aktivita H'-ATPAazy je regulovana roznymi faktormi.
Jednym znich je modré acervené svetlo. Rast rastliny na takychto svetelnych
podmienkach spdsobuje zvySent aktivitu proténovej pumpy, ¢o ma za nasledok
napriklad otvaranie stomat alebo tvorbu lateralneho gradientu auxinu (Ando
and Kinoshita 2019, Hohm et al. 2014). Tieto kroky napoméahaju rastu a vyvoju rastliny
a mohli by mat’ vplyv na tolerantnost’ rastliny na sol'ny stres.

Nase vysledky pozitivneho ucinku svetla na toleranciu semien Arabidopsis
thaliana ekotypu Ler a Col k NaCl potvrdzuju vysledky Hladikovej (2017), ktoré
ukazali, ze svetlo nejakym mechanizmom znizuje citlivost’ buniek k toxickym uc¢inkom
NaCl ateda zvysuje toleranciu ku stresu zasolenim. Posobenim BL a RL sa aktivuju
fotoreceptory. Je teda mozné, Ze tie nasledne prostrednictvom inych proteinov moézu
zvysovat’ aktivitu vytvorenych H'-ATP4z. Pumpy potom tvoria proténovy gradient
aumoziuji Na'/H" antiportom pumpovat Na® do vékouly alebo apoplastu. Tymto
procesom sa rastlina stdva tolerantnej$ou na solny stres (Silva and Gerés 2009). Dalej je
mozné, ze svetlo moéze zvysovat’ expresiu génov kddujucich protonové pumpy. Tym by
sa zvysil ich pocet a bunka by tak bola schopna silnejSej obrany proti stresu zasolenim.

Mutantné semena cryl-1 s mutdciou vo fotoreceptore CRY1 boli citlivejSie

k NaCl vtme, na BL a RL nez ekotyp Ler, od ktorého si odvodené. Znaci to,
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ze nefunkény fotoreceptor CRY1 negativne ovplyviiuje schopnost’ semien tolerovat’
stres. Semeno sa tak stava citlivejSie na NaCl, pretoze defektom v CRY1 je narusena
jedna alebo viac signdlnych drah a tym i d’al$i mechanizmus, ktory vedie k zvySeniu
tolerancie k zasoleniu. Vysledky teda ukazuju, Ze modré svetlo prostrednictvom
funkéného fotoreceptora CRY1 zvySuje toleranciu semien Arabidopsis k zasoleniu.
Fotoreceptory CRY1 Cervené svetlo nevnimaju, avSak zvySena citlivost k NaCl
s prejavila aj u semien cryl-1 na RL. Tento jav je mozné vysvetlit existujucou
spolupracou CRY'1 a fytochrémov (receptorov RL), alebo interakciou signalnych drah
modrého a ¢erveného svetla, ktoré maju radu spolo¢nych signalnych elementov
(Podolec & Ulm 2018). Vyssiu inhibiciu kli¢enia u mutanta cryl-1 v tme na NaCl nez
u Ler za rovnakych podmienok mozno vysvetlit' tak, ze aj neaktivovany fotoreceptor
CRY1 sa moze do istej mieri nezndmym spOosobom podielat’ na tolerancii semena
k zasoleniu. Z toho vyplyva, ze mutant cryl-1, ktory ma mutaciu prave v tomto géne,
je pravdepodobne preto viac citlivy k sol'nému stresu, nez ekotyp Ler, ktory tento defekt
nema.

Z naSich vysledkov je zjavné, Ze samotny ortovanadat sodny v MS médiu
vyznamne neovplyviioval kli¢enie semien Ler, Col a ani cryl-1. Nestresovana rastlina
teda nie je obzvlast’ citliva na pritomnost NasVO, ajeho inhibi¢ny ucinok nie je
ovplyvneny modrym ani cervenym svetlom. Protébnové pumpy na PM su
pravdepodobne vanadatom inhibované, ale tym, Ze semeno nie je v strese a nevyzaduje
ich zvySenu aktivitu, tak sa tato inhibicia neprejavuje na kli¢eni semena. TaktieZ je
mozné, ze ¢ast PM H'-ATPaz je vanadatom inhibovana, ale pdsobenie BL,
respektive RL, ju dokazu aktivovat’ a obmedzit’ inhibiciu kli¢enia samotnym vanadatom.

Kombinacia NaCl + NazVO, posobila na kli¢enie semien zaujimavo.
Predpokladali sme, Ze semena vystavené vplyvu NaCl a sucasne vanadatu budu
citlivejSie na zasolenie nez semend pod vplyvom samotného NaCl, pretoze inhibiciou
aktivnych protonovych pimp by malo dojst’ k zvySeniu citlivosti semena na zasolenie.
Predpoklady boli zalozené na vyskumoch, ktoré ukazuju, ze tok H" cez H*-ATP4zu
v rastline Arabidopsis vystavenej sol'nému stresu bol pdsobenim roztoku vanadatu
znizeny az o 75-80%. Tieto vysledky vSak boli dosiahnuté u rastlin pestovanych
na viditel'nom svetle (Bose et al. 2015).

Toto o¢akavanie sa nenaplnilo. Kli¢enie semien Ler bolo v D ana BL rovnako
inhibované na NaCl ako aj na kombinécii NaCl + vanadat. Je fakt, Ze protonova pumpa

na tonopaste nie je ovplyvnena vanadatom, pretoze vanadat sa do bunky nedostane.
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St nim inhibované iba PM H'-ATPazy (Kinoshita & Shimazaki 1999). Je teda mozné,
ze vanadat sice zablokuje protonové pumpy na plazmatickej membrane, ale stratu ich
funkcie méze vykompenzovat aktivita protonovych pump v tonoplaste. Aktivita
protonovych pamp je stimulovana jednak svetlom a jednak zvySenou koncentraciou CI.
Inhibi¢ny G¢inok vanadatu sa na svetlom nestimulovanej protonovej pumpe neprejavuje
(Schwartz et al. 1991, Memon & Boss 1990). To znamena, ze v tme moézu byt PM
H*-ATPazy rovnako citlivé k CI” ako aj k vanadatu. TaktieZ je mozné, Ze zatial, ¢o su
niektoré pumpy inhibované vanadatom, tak iné pumpy su stimulované posobenim NaCl
atym sa ich aktivita vyrovna. Dékazom toho st aj reakcie semien u mutanta cryl-1
inkubovanych v tme na zmesi NaCl + NazVO,.

Podobnost’ vysledkov u Ler ovplyvnenych NaCl a NaCl + NazVO, kultivovanych
na D a BL mozno tiez vysvetlit’ takto. U Ler na BL su aktivne fotoreceptory modrého
svetla a spolo¢ne sa so zvySenou koncentraciou Cl™ podielaju na zvysSenej aktivite
H*-ATPaz. V pritomnosti vanadatu pravdepodobne dochadza k sutazivosti
o0 ovplyvnenie aktivity PM H*-ATPazy medzi CI" a vanadatom. To spdsobuje zniZenie
inhibi¢ného efektu na protonovii pumpu. Aktivne vakuolarne H-ATP4zy nie su v tomto
pripade inhibované a vytvaraji protonovy gradient, ktory zvysuje tolerantnost’ na sol'ny
stres.

V pripade semien Ler na RL Vv pritomnosti NaCl a NasVO, bola inhibicia
kli¢ivosti nizSia nezZ u semien vystavenych len NaCl. Predpoklada sa, Ze vzajomné
posobenie NazVO, a NaCl je rovnaké ako u modrého svetla. Rozdiel moze spocivat
v regulacii aktivity protonovej pumpy. U BL je regulovana prostrednictvom
fototropinov, ¢o su fotoreceptory modrého svetla a u RL je regulovana fotosyntézou
(Toh et al. 2018, Hayashi et al. 2011, Ando and Kinoshita 2019). Taktiez mozno
uvazovat’ o tom, ze kryptochromy a fototropiny, ktoré cervené svetlo nevnimaju,
nejakym spdsobom spolupracuju s fototropinami a zvySuju tak tolerantnost’ na zasolenie.

U semien cryl-1 v D bolo pozorované, Ze zasolenie ma rovnaky inhibi¢ny efekt
na klicenie ako kombinacia NaCl a NazVVO,. To odpoveda vysledku kli¢enia semien Ler
vD na NaCl + NagVO,, preto je mozné, e vtme je citlivost PM H'-ATPaz
mutovanych semien na vanadat rovnaka ako u nemutovanych semien.

Inhibicia kli¢ivosti semien cryl-1 bola na NaCl + NazVVO,4 na BL 0 13 % nizSia
nez len na NaCl. Pri¢inou toho je defekt vo fotoreceptore CRY1 a posobenie vanadatu
na PM H'-ATP4zy. Nefunkénost CRY 1 méze zatial nejasnym spdsobom zapri¢iiovat

to, 22 PM H'-ATPé4za je menej citliva k vanadatu aje viac stimulovanid Cl" a BL
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prostrednictvom aktivnych fototropinov. Téato hypotéza by potvrdzovala, ze cryl-1 st
tolerantnejsie na k NaCl v pritomnosti vanadatu nez bez neho.

Vysledky klicenia semien cryl-1 na RL na NaCl + NazVO, vykazuji nizsiu
inhibiciu kli¢enia ako semena na NaCl. Tento vysledok je podobny ako u Ler
za rovnakych podmienok. Znamené to, ze rastlina je v pritomnosti vanadatu menej
citliva na sol'ny stres. Pricina je pravdepodobne rovnaka ako u Ler. Avsak je viditelny
vyrazny rozdiel v inhibicii semien cryl-1 na RL na NaCl + NazVO, v porovnani s Ler.
Na tom sa mdze podiel’at’ prave mutécia v géne pre fotoreceptor CRY 1, ktora negativne
ovplyviiuje priebeh tolerancie semena na zasolenie.

Stadie zaoberajuce sa podobnym problémom ukazuji, Ze vo zvieracich bunkach
prieduchov vanadat nema vyznamny inhibi¢ny u¢inok na H'-ATP4zu V tme, pretoze
nedostatkom svetla neboli protonové pumpy v bunke aktivované. Rovnaky vyskum
vysvetluje, ze vysoké koncentracie Cl spdsobené solnym stresom zabrafiujii inhibicii
PM H*-ATP4zy, pretoze pri vysokych pomeroch vanadatu a Cl” sa jedna pravdepodobne
0 kompetitivny vztah. Znizena schopnost’ vizby vanadatu na protéonovu pumpu znizuje
jeho inhibi¢ny G¢inok (Schwartz et al. 1991).

Ako d’alsi postup v rieSeni tohto problému mozno navrhnut’ sledovanie kli¢ivosti
semien s mutaciou vo fotoreceptoroch photl a phot2. Bolo by tak mozné ozrejmit’
do akej mieri majii fototropiny vplyv na funkciu PM H'-ATPazy vystavenej
inhibi¢nému uc¢inku NazVO, a ako tento proces dokaZe ovplyvnit’ toleranciu zasolenia
semena pri kliCeni. TaktieZ mozno zapocat S§tidium expresie génov pre protonové
pumpy v tme, na BL, RL, u Ler a mutantov. Pomohlo by to vysvetlit mechanizmus

tolerancie k akému dochadza, ked’ semeno kli¢i na zasolenej pode v tme na BL a RL.
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Zaver

Podstatou tejto bakaldrskej prace bolo zistit, do akej mieri sa podiela aktivita
protonovej pumpy na znizeni citlivosti semena Arabidopsis k zasoleniu a aky podiel na
tom ma svetlo a fotoreceptory CRY1 a CRY2. Daliim cielom bolo uréit’ ako vanadat
ovplyviiuje klicenie nestresovanych semien. K tomuto vyskumu bol vyuzity inhibicny
G¢inok ortovanadatu sodného na aktivitu H'-ATPazy a taktiez geneticky pristup, kedy
boli k analyze pouzité mutované semena Arabidopsis thaliana cryl-1 s mutaciou v géne
pre fotoreceptor CRY1 a mutant cry2 s defektom vo fotoreceptore CRY2. K porovnaniu
vysledkov mutantov boli pouzité semena ekotypov Ler a Col. Vysledky boli ziskané na
zaklade pozorovania kli¢enia semien mutantov ak nim odpovedajicich ekotypov.
Kultivovanie semien prebehlo v podmienkach in vitro na MS médiu za tmy, na modrom
a na ¢ervenom svetle. Do MS média bol pridany NaCl o r6znych koncentraciach (0, 100,
150 a 200 mmol/l) a NazVO, (0, 50, 100 a 300 umol/l) a ich kombinacie (150mmol/l
NaCl a 100umol/lI NasVO,). Experimenty s mutantom cry2 zial’ neposkytli spol'ahlivé
vysledky, ked’Zze semena cry2 vykazovali z neznamych pri¢in takmer nulova kli¢ivost'.
Vysledky kli¢enia tohto mutanta preto neboli v tejto praci pouzité.

Vysledky klicenia semien na NaCl potvrdzuji vysledky Hladikovej (2017).
P6sobenie modrého a cerveného svetla na semena Ler a Col v zasolenom prostredi malo
priaznivy U¢inok na ich klicenie a teda bola zvySena tolerancia semena na solny stres.
Oproti tomu semena cryl-1 boli pri BL aRL ale aj v tme citlivejSie na sol'ny stres.
Ztoho vyplyva, Ze fotoreceptory modrého svetla CRY1 sa nejakym sposobom
pomahaji semenu tolerovat’ zasolenie.

Semena Arabidopsis thaliana ekotypu Ler a Col, ale aj mutované semena cryl-1,
kli¢ili na samotnom vanadate pri vSetkych pouzitych svetelnych podmienkach rovnako,
ako kontrolné semend a nebola pozorovand takmer Ziadna inhibicia klicenia. MoZno
teda tvrdit, Ze vanadat neovplyviiuje klicenie semien, aj ked inhibuje aktivitu
niektorych PM H'-ATPaz. Dévodom toho pravdepodobne je, Ze semeno nie je
zatazované sol'nym stresom a nevyzaduje zvysenu aktivitu protonovych pamp.

Pritomnost’ NaCl + NazVO; v MS médiu mala na semend Ler vD ana BL
asemena cryl-1 vD rovnaky ucinok ako pritomnost samotného NaCl. MozZno
predpokladat’, 7e znizent aktivitu PM H'-ATPaz, ktoré boli inhibované vanadatom,
kompenzuje aktivita protonovych pimp na tonoplaste. Semeno je tak v pritomnosti

NazVOs rovnako tolerantné na zasolenie. TaktieZ je moZzny kompetitivny vztah medzi
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vanadatom a CI” pri ovplyviiovani PM H'-ATPazy. Mozna je aj stimulacia aktivity
proténovych pimp modrym svetlom u Ler prostrednictvom aktivnych fotoreceptorov.
Napriek tomu, vysledky ulLer na RL v pritomnosti kombinacie NaCl +
NazVO, vykazovali nizsiu inhibiciu kli¢enia nez na médiu s NaCl. MozZnou pri¢inou
toho je spolupriaca fototropinov a kryptochromov a zaroven stimulacia aktivity
protonovej pumpy cervenym svetlom. Semend cryl-1 kultivované na RL na NaCl +
NaszVOq kli¢ili viac, nez semena na samotnom NaCl. D6vod je pravdepodobne rovnaky,
ako u Ler na RL na kombinacii a tiez z toho mozno usudit’, Ze aj na RL su v tolerancii
na zasolenie zapojené CRY1 ateda mutacia v ich génoch zvySuje citlivost’ na sol'ny
stres.
Blizsie ajasnejSie objasnenie vysledkov mozno docielit pokra¢ovanim
Vv experimentoch na molekularnej urovni, kedy by bola venovana pozornost’ §tadiu
expresie génov pre protonové pumpy v semenach Arabidopsis thaliana v tme, na BL
a RL. Rovnako by mohlo byt pozorované klicenie semien S mutaciou v génoch pre
fotoreceptory photl a phot2 za rovnakych podmienok, aké boli pouzité v experimentoch

tejto prace.
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Zoznam pouzitych skratiek

ABA
AHA
BL
CCE
COP1
CRY
D
FAD
FADH
FR
GA
LOV
MTHF
NHX1
PHR
PM
RL
SOS
V-ATPaza

kyselina abscisova

Arabidopsis H+-ATPase gene, gén Arabidopsis kodujuci H+-ATPazu

blue light, modré svetlo
C-terminalna doména kryptochromu
Constitutively photomorfogenic
krytochrém

dark, tma

oxidovany flavinadenindinukleotid
redukovany flavinadenindinukleotid
far red, dlhovlnné Gervené svetlo
gibereliny

light/oxygen/voltage
methyltetrahyrofosfat

Na+/H+ exchanger 1

doména kryptochromu homolédgna s fotolyazou
cytoplazmaticka membrana

red light, Gervené svetlo

Salt overly sensitive (SOS1, SOS2)

H*-ATP4za ulozena v tonoplaste vakuoly
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