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1 Uvod

Rostliny hraji v lidskych Zivotech nezastupitelnou roli. Vytvafi zivotné dllezity kyslik, jsou
zakladnim zdrojem potravy a v neposledni fadé jsou také vyznamnou surovinou pro mnoha
odvétvi hospodarstvi. Pfes svou dulezitost vSak byly velmi dlouhou dobu chapany pouze
jako pasivni organismy bez schopnosti vnimat své okoli a jejich vyzkum tak probihal spide
okrajové. Ackoliv se v poslednich dvou stech letech tento nazor podafilo pfekonat a dnes
je jiz znamo, ze rostliny vnimaji okolni svét a pfizpUusobuji se mu dokonce vice nez mnozi
Zivocichové, stale o jejich fyziologii nebylo objeveno ve.

Jednim z t&chto méné probadanych mist rostlinné fyziologie je fototropismus. Jedna se
o usmérnény rostlinny rist ve sméru pfichoziho svétla, ktery rostlinam pomaha
optimalizovat pfijem svételné energie. Ackoliv se tomuto jevu vénovali védci jiz od
starovéku, dodnes nejsou veskeré jeho aspekty osvétleny. Je znamo, Ze pro fototropickou
reakci je zasadni modra Cast svételného spektra (A = 380-500 nm), ktera je pfijimana
receptory fototropiny, které nasledné spoustéji signalni kaskadu, na konci které vznika
gradient ristového hormonu auxinu mezi ozafenou a neozafenou stranou rostliny.
Neozafena strana pak roste rychleji a vznika ohyb. Co se ale zatim stale pfilis nevi, je
zpusob, jakym se fototropicka signalizace vzajemné ovliviiuje s rostlinnym vnimanim
abiotickych stres(i. Abiotické stresy jsou souhrnné oznaceni pro nepfiznivé podminky
zpusobené nezivymi vlivy okoli, které ve vysledku omezuji rostlinnou kliivost, rust
i produkci a v krajnich pfipadech zpUsobuji i jejich Uhyn. Zasoleni pld je jednim
Z nejpalcivéjsich abiotickych stresu, které trapi dnesni rostlinnou produkci, a pravé jemu se
v souvislosti s fototropismem vénuje tato bakalarska prace.

Cilem této bakalaFské prace bylo zjistit jak a skrze které transduktory a mista plsobeni
ovliviiuje zasoleni (chloridem sodnym) fototropické reakce rostlin husenic¢ku rolniho
(Arabidopsis thaliana (L) Heynh., dale jen Arabidopsis) k modrému svétlu, a naopak jak
ne/vnimani modrého svétla skrze fototropiny ovliviiuje odolnost téchto rostlin ke stresu ze
zasoleni. Pro tyto ucely se teoreticka ¢ast prace snazi pokryt maximum dosavadniho védéni
o rostlinnych reakcich zapojenych ve fototropismu a stresu ze zasoleni. Dale pak shrnuje
a o kyseliné abscisové, rostlinném stresovém hormonu. V experimentalni ¢asti pak byla
testovana odolnost mutantd fototropind photl, phot2 a photl/phot2 a kontrolniho genotypu
gl-1 k zasoleni v zavislosti na svételnych podminkach — modré svétlo a tma. Dale pak byl
zkouman vliv zasoleni na fototropickou reakci rostlin gl-1 viéi jednostrannému modrému
svétlu za pfitomnosti ¢i absence fluridonu, inhibitoru biosyntézy kyseliny abscisové.
Experimenty byly provadény ve Skupiné molekularni fyziologie, ktera je sou€asti Laboratore

ristovych regulatord UP Olomouc a Ustavu experimentalni botaniky AVCR.



2 Teoreticka cast

2.1 Fototropismus

Stejné jako ostatni typy tropismi u vySSich rostlin je i fototropismus charakterizovan
orientovanym rlstem rostlinného téla zavislym na sméru prichoziho stimulu, kdy v pfipadé
fototropismu je timto stimulem svétlo (Obr. 1). Hlavnim fototropickym stimulem je pak svétlo
modré (A = 380-500 nm), z &asti také UV-B (A = 290-380 nm) a modulujicim stimulem svétlo
Cervené (A = 620-700 nm) (Fankhauser and Christie,
2015). Zatimco nadzemni ¢ast rostliny roste
v naprosté vétsiné pfipadl smérem ke zdroji svétla
a mluvime o tzv. pozitivnim fototropismu, tak kofeny
obvykle rostou proti sméru a jedna se o tzv. negativni
fototropismus neboli skototropismus (Liscum et al.,
2014). Rostlina si tak touto zménou postaveni svych

organl zajiStuje optimalni pfijem svételné energie

v prytu a stejné tak i vody a Zivin v kofenech. Takto
usmérnény rust je zplsoben rozdilnou distribuci
ristového hormonu auxinu v zavislosti na sméru

ozareni. Tato distribuce je regulovana receptory

modrého svétla a primarnimi signalnimi elementy opyr. 1. Fototropismus.

fototropismu fototropiny.

2.1.1 Historie zkoumani fototropismu

Schopnosti rostlin otaCet se za sluncem si lidé v8imali jiZ od starovéku. Klasicti Fecti
filozofové jako Platon nebo Aristoteles na pfelomu 5. a 4. stoleti pf. n. . vnimali rostliny jako
pasivni organismy bez schopnosti vnimat své okoli a v souladu s témito nazory vysvétloval
,otec antické botaniky“ Theophrastus fototropické i heliotropické pohyby rostlin pouze jako
mechanické pfresouvani tekutiny vrostlinném téle smérem ke Slunci (Whippo
and Hangarter, 2006).

Theophrastovo vysvétleni fototropickych reakci se udrzelo az do 17. stoleti, kdy byly
provadény prvni experimenty s fototropismem (Whippo and Hangarter, 2006). Thomas
Browne v prvnich pokusech, které prokazovaly schopnost rostlin ménit svij rast smérem
k oknu pfi péstovani v suterénu (1658), jesté vysvétloval tento rast jako rostlinnou potfebu
,zdravého vzduchu®. Postupné se vSak béhem 18. a 19. stoleti mnozily dikazy, Zze zména
rostlinného ristu je stimulovana slune¢nimi paprsky, a to ne teplem jimi vytvafenym, ale

samotnym svétlem. Na pfelomu 19. a 20. stoleti se zacaly objevovat prvni teorie o tom, Ze



by fototropismus mohl mit induktivni charakter, coz dokazal Julius von Wiesner v roce 1878,
kdyz zjistil, Ze rostliny diferenciované rostou ve sméru zdroje svétla i poté, kdy je jiz tento
zdroj vypnuty.

Fototropismu se vénoval také Charles Darwin spole¢né se svym synem Francisem.
Ti ve své praci The Power of Movement in Plants (1880) popsali, Ze u jednodéloznych je
svételny signal fototropismu indukovan na Spi¢kach koleoptili. Pokud byly Spicky koleoptili
zakryty, tak rostlina nebyla fototropicka, naopak pokud byla zakryta pouze spodni &ast
koleoptili, fototropismus se zachoval (Obr. 2) (Christe and Murphy, 2013). Na zakladé toho
pfisli autofi s tvrzenim, Ze svételny signal je zachycen na Spi¢ce koleoptile a jeji stfedni Cast
je mistem, kde dochazi k ohybu. Univerzalita tohoto tvrzeni byla dolozena jesté pokusy
s dvoudéloznymi, kde je signal zachycen v délohach. Na zakladé toho pfidel Charles Darwin
s myslenkou neznamé substance, ktera svételny signal ze Spicek koleoptili/kotyledon(
pfenasi do mista ohybu.

Peter Boysen-Jensen pak v letech 1911 a 1913 pfi pokusech s vkladanim agarovych
a slidovych blo¢kl prokazal, ze tento ,Darwinliv signal“ prochazi na neozarené strané
koleoptile (Obr. 2) (Christie and Murphy, 2013). Na tento pokus navazal v letech 1926
a 1928 svymi pokusy také Frits Went, ktery umistoval agarové blo¢ky s difundovanou
signalni molekulou nerovhomérné na koleoptile s oddélenymi SpiCkami, ¢imz u nich
indukoval ohyb (Obr. 2). Na zakladé téchto pokusl s agarovymi blo¢ky pak mohl byt v roce
1931 Fritzem Koéglem a Arie Haagen-Smitem identifikovan prvni rostlinny hormon auxin

(z Feckého auxein — rust) (Whippo and Hangarter, 2006).

SVETLO

Obr. 2. Schéma zakladnich historickych experimentt na koleoptilich, které pfispély k objasnéni fototropismu:
experimenty Charlese a Francise Darwina (a-e), ve kterych prokazali, Zze signal fototropismu vznika ve Spic¢ce
koleoptili, které po odstranéni Spicky nebo jejim zakryti neprisvitnym materialem nevykazaly fototropickou
reakci, a naopak po jejim zakryti prGhlednym materidlem stejné jako po zakryti spodni Casti koleoptile
neprusvitnym materialem reakce probéhla; experimenty Petera Boysen-Jensena (f-i), ve kterych prokazal, ze
hledana latka zodpovédna za fototropismus (auxin) je schopna prochazet agarovym blokem na rozdil od slidové
destiCky — ¢astecnym vkladanim slidové desticky pak prokazal, Ze dana latka prochazi neozarenou stranou
koleoptile; experiment Fritse Wenta (j), ve kierém prokazal, ze agarovy blok napustény auxinem posazeny
nerovnomeérné na misté odstranéné Spicky koleoptile zpisobuje ohyb; experiment Winslowa Briggse (k-I), ve
kterém tenkym sklem rozdéloval ozafenou a neozafenou stranu koleoptile a dokazal tak, ze ozareni
jednostrannym svétlem zplsobuje lateralni pfesun auxinu na neozafenou stranu (nikoliv zmény auxinové
syntézy nebo degradace) — snizovani bariéry v oblasti Spicky koleoptile zplUsobovalo umérné navyseni
koncentrace auxinu na neozarené strané a snizeni na strané ozarené (podle Christie and Murphy, 2013).
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V dobé, kdy se Frits Went zabyval fototropickou reakci, se nezavisle na ném Nikolai
Cholodny (1928) zabyval gravitropismem. Went nasledné zahrnul vysledky Cholodnyho
prace do své a vznikl tzv. Cholodny-Went model (Christie and Murphy, 2013). Ten fika, ze
asymetrické ozareni je pfijimano na Spi€ce koleoptile/kotyledonu a zpUsobuje pfesun
auxinu do neozafené Casti, odkud se dale pfesunuje do nizSich ¢asti koleoptile/hypokotylu,
kde indukuje zvySeny rast na neozafené strané. Winslow Briggs et al. pak v roce 1957
prokazali, Ze vznik auxinového gradientu je dan jeho lateralnim transportem, a ne zvy3enou
biosyntézou/degradaci (Obr. 2).

Hledani vlastnich receptor( fototropismu zapocalo jesté pfed Darwinovymi objevy, kdy
modré. Trvalo to ale dalSich vice nez 130 let, nez byly na pfelomu milénia diky praci
Winslowa Briggse, Johna Christieho a dalSich identifikovany jako fototropiny (Christie
and Murphy, 2013).

2.1.2 Fototropiny

Fototropiny jsou rostlinnymi receptory modrého svétla, které se pfirozené vyskytuji na
vnitini strané plazmatické membrany (PM) a jsou primarné zodpovédné za fototropismus
prytu i kofene u v8ech vy8Sich rostlin (Christie, 2007). Kromé& fototropismu jsou vSak
zapojené i v mnoha dalSich procesech regulujicich fotosyntetickou kapacitu rostlin, jako je
napfiklad otevirani praduchd, regulace rozsifovani, zploStovani a pozice listové Cepele
nebo presuny chloroplastd v burikach mezofylu (Liscum et al., 2014). Fototropiny se taktéz
zapojuji do regulace cytosolickych vapenatych iontd (Zhao et al., 2013) nebo do modulace
kofenového systému v reakci na nékteré abiotické stresy (Galen et al., 2007).

VSechny vyssi rostliny obsahuji dva druhy fototropind: photl a phot2 (Fankhauser
and Christie, 2015). V kofeni i hypokotylu je phot1 primarnim fototropickym receptorem,
avsak v hypokotylu pouze pfi nizkych intenzitach modrého svétla (0,01 — 1 ymol m?2s™),
Pfi intenzitach vy$8ich (>1 ymol m2 s?) se zde stava dokonce inhibitorem fototropismu
a za fototropickou odpovéd hypokotylu pfi vysokych intenzitach svétla je pak zodpovédny
pouze phot2 (Zhao et al., 2018).

Zavislost ohybani hypokotylu na intenzité pfijimaného svétla ma po za¢atku ozarovani
modrym svétlem Gaussovské rozlozeni a této fazi se fika prvni pozitivni fototropismus
(Haga et al., 2015). Snizeni fototropického ohybu na konci této faze je zpUsobeno
nasycenim fototropickych transduk&nich drah mezi ozafenou a neozafenou stranou rostliny
(Christie and Murphy, 2013). Po asi 10 az 30 minutach ozafovani dochazi k adaptaci
a rostliny obnovuji fototropickou reakci, ktera se nazyva druhy pozitivni fototropismus.

K témto déjum dochazi v rozmezi intenzit modrého svétla do 1 umol m2s™, pfi kterych
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phot2 jesté nevytvaii signal (Haga et al., 2015). Primami i sekundarni pozitivni
fototropismus je tak zprostiedkovan pouze pomoci phot1, ktery je ve tmé silné exprimovan
a zesiluje tak rostlinnou citlivost ke svétlu. V pfipadé nahlého silného ozafeni je phot1
internalizovan a degradovan prostfednictvim CRLN"" ubiquitinac¢niho komplexu (viz. nize).
Po adaptaci je phot1 signalizace obnovena a pfi intenzitach svétla vy8Sich nez

1 ymol m2s? je jiz z velké ¢asti nahrazena phot2 signalizaci (Haga et al., 2015).

2.1.2.1 Struktura fototropinl a percepce svétla

Oba fototropiny sdileji podobnou primarni sekvenci aminokyselin (AK) a doménovou
organizaci (Liscum et al., 2014). Ac¢koliv jejich krystalova struktura neni zcela objasnéna, je
znamo, Ze jsou slozeny z pfiblizné 700 az 1000 AK a obsahuji nékolik strukturnich motivu.
V C-terminalni &asti se nachazi proteinova Ser/Thr kinasa (PKD), ktera odesila signal
z fototropinu dale do bunky. Fotosensitivni region se nachazi v N-terminalni poloviné a je
sloZzen ze dvou domén o pfiblizné 110 AK, které se nazyvaji LOV1 a LOV2 (Light, Oxygen,
Voltage) (Obr. 3). Uvnitf LOV domén je pak navazan samotny chromofor — molekula
flavin-mononukleotidu (FMN).

Ve tmé se FMN vaze k LOV nekovalentné vodikovym mustkem mezi glutaminem
GIn575 na LOV a O4 kyslikem na FMN a fototropin se tak nachazi vtzv. D450 stavu
s absorp&nim maximem Amax ~ 450 nm (Liscum et al., 2014) (Obr. 4). Absorpci svételného
kvanta pak vznika kovalentni vazba mezi sirou na cysteinovém reziduu LOV a C4a uhlikem
na FMN. Fototropin tak pfechazi do S390 stavu s absorpénim maximem Amax ~ 390 nm.
Stav S390 se pak samovolné méni na D450 v fadu sekund az hodin v zavislosti na

podminkach.

Zatimco LOV1 doména byla zatim prokazana pouze v procesech receptorové
di/multimerizace (Nakasone et al.,, 2014) a pravdépodobné ma jisty vliv také na
fotoreaktivitu LOV2 (Okajima et al.,, 2014), tak je to pravé LOV2 doména, ktera je
zodpovédna za regulaci C-terminalni PKD (Sullivan et al., 2016). Pfi absenci modrého
svétla je PKD inhibovana LOV2 a az pfi absorpci svételného kvanta a vzniku kovalentni
vazby mezi LOV2 a FMN dochazi ke strukturnim zménam nutnym pro vznik signalu
(Liscum et al., 2014). Hlavni strukturni zmény jsou rozvolnéni C-terminalni Ja helix
struktury a N-terminalni A'a helix struktury na LOV2, které zméni konformaci celého
fototropinu, ¢imz uvolni PKD a spusti fetézec autofosforylaci serinu (Obr. 3 a Obr. 4). Tim
vznika aktivovany fototropin, schopny dale fosforylovat dalSi proteiny zapojené v signalni

draze (Liscum et al., 2014).
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Obr. 4. Schématické znazornéni fotoaktivace
fototropinu  modrym  svétlem (BL). Prijetim

Obr. 3. Krystalicka struktura LOV1 a LOV2 svétleného kvanta vznika vazba mezi molekulami
doménphotl s  vyznadenymi  molekulami flavin-mononukleotidu (FMN) a LOV doménami. To
flavin-mononukleotidt ~ (Servend), A'a  helix zpUsobi rozvolnéni Aa a Ja helix struktury a zméni
(modfe) aJa helix  (zeleng) (podle konformaci celého fototropinu. Proteinova kinasa
UniProtKB - 048963 (PHOT1_ARATH), 2002). (PKD) se uvolfiuje a fosforyluje samotny fototropin

i okolni substrat, ¢imz vznika signal fototropismu
(podle Inoue et al., 2010).

2.1.2.2 Internalizace fototropint

Cast fototropin(i se po ozafeni uvolfiuje z PM. Zatimco phot1 se uvolfiuji do cytosolu, tak
phot2 se pFesunuji pfevazné do Golgiho aparatu. U phot1 byla prokazana schopnost
vytvaret vazbu s tézkym fetézcem klathrinu, coz znaci, Zze je internalizace photl z PM
zavisla na klathrinu, potazmo na cytoskeletu (Sullivan et al., 2010). K internalizaci photl
pak nedochazi bez jeho autofosforylace (Liscum et al., 2014). Pfesny vyznam téchto
translokaci vSak neni stale zcela objasnén, i kdyz u phot1 byla prokazana jista spojitost
s modulaci fototropické reakce. Uplna inhibice phot1 internalizace v&ak vznik fototropického

signalu neovlivnila, a ten tedy pravdépodobné vznika jesté na PM (Christie et al., 2015).

2.1.2.3 Fosforylaéni aktivita fototropin(

U Arabidopsis jiz bylo na photl identifikovano celkem 21 fosforylaénich mist a na phot2 29
(Christie et al., 2015). Pro vznik fototropického signalu se u Arabidopsis jevi jako nezbytna
fosforylacni mista na Ser849 a Ser851 na photl a Ser761 a Ser763 na phot2, ktera se
nachazeji v aktivatni smyfce PKD (T-smycCka). Ostatni fosforylaéni mista na obou
fototropinech zatim nebyla dobfe prostudovana nebo se u€astni jinych rostlinnych pochodu

nez fototropismu.
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2.1.3 Proteiny interaguijici s fototropiny

Jedté na PM interaguje phot1 s ranymi signalnimi proteiny, které patfi do dvou proteinovych
rodin. Prvni skupinou jsou proteiny nazyvané Non-Phototropic Hypocotyl3/Root
Phototropism2-like (NRL) a druhou skupinou jsou proteiny zvané Phytochrome Kinase
Substrate (PKS1, 2 a 4).

2.1.3.1 NRL

U Arabidopsis proteinova rodina NPH3/RPT2-like (NRL) zahrnuje minimalné 33 ¢lenu
a v8echny maiji spoleCnou prostfedni, tzv. NPH3 doménu (Christie et al., 2018). Tyto
proteiny funguji jako AGC kinasové moduly a reguluji mnoho aspektl auxinového
transportu a signalizace, a jako takové jsou tudiz velmi dullezité pro spravny pribéh
fototropickych reakci i dalSich reakci zavislych na fototropinech (Christie et al., 2018).
Nékolik NRL je pak navic zapojeno do auxinem ovlivnéné organogeneze a kofenového
gravitropismu pomoci zmén lokalizace auxinovych exportért PIN1 a PIN2, o kterych bude
fe€ nize (Liscum et al., 2014). Dulezité pro fototropické reakce jsou pak konkrétné samotné
proteiny NPH3 a RPT2.

2.1.3.1.1 NPHS3

Protein NPH3 se poji k PM skrze svou C-terminalni doménu, a to nezavisle na ozareni
(Obr. 5) (Liscum et al., 2014). Na jeho funk&nosti je zavisla fototropicka reakce na modré
svétlo o nizkych i vysokych intenzitach. Bylo popsano, Ze k interakci s phot1 dochazi mezi
C-terminalni coiled-coil doménou NPH3 a N-terminalni ¢asti photl. Zatimco ve tmé se
NPH3 vyskytuje na PM ve fosforylované formé (NPH3PS), tak po ozafeni modrym svétlem
je defosforylovan na ukor photl a zanika tim i phot1-NPH3 interakce (Liscum et al., 2014).
V fadu minut po excitaci phot1 modrym svétlem pak dochazi k pfesunu defosforylovaného
NPH3 (NPH3°) do mikrodoménovych agregatu, které se akumuluji v cytosolu a jejichz
funkce stale ¢eka na objasnéni (Haga et al., 2015) Pro udrzeni phot1 signalizace, obzvlast
pod kontinualnim ozafenim, je ovéem nutné NPH3'S pfevadét zpatky na NPH3PS a znovu
vytvaret phot1-NPH3 interakci (Liscum et al., 2014).

Kromé vySe zminéného interaguje NPH3 také s Cullin3a (CUL3), ktery je soucasti
CUL3 Ring R3 Ubiquitin Ligase3 ubiquitinaéniho komplexu (CRL3) (Christie et al., 2018).
Konkrétné CRLNPH3 vaze ubiquitin na photl poté, co je excitovan modrym svétlem (Obr. 5).
Zatimco pfi nizkych intenzitdch modrého svétla dochazi pouze k monoubiquitinaci photl,
coz se jevi jako proces nutny pro vznik fototropické reakce a stejné tak pro internalizaci
photl z PM, tak pfi vysokych intenzitdch modrého svétla jiz dochazi k polyubiquitinaci

a phot1 je nasledné degradovan ve 26S proteazomu.
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MAXIMUM OZARENI MINIMUM OZARENI
MINIMUM AUXINU MAXIMUM AUXINU
VYSSi pH APOPLASTU NIZSi pH APOPLASTU

Obr. 5. Schéma bunécénych signalizaci a pochod(, které vedou ke vzniku fototropického ohybu po absorpci
usmeérnéného modrého (BL) a Caste¢né i Cerveného (RL) svétla a pfidruzené reakce. Vpravo je schéma
neozarené bunky. Fototropin (PHOT) se nachazi defosforylovany a deaktivovovany v blizkosti plazmaticke
membrany a na néj je navazan fosforylovany NPH3 protein. Kryptochromy (CRY) a fytochromy (PHY) se
nachazeji v cytosolu v neaktivni formé. E3 ubiquitin ligasa COP1 se nachazi vjadre, kde ubiquitinaci (U)
inhibuje transkripéni faktor HY5. V jadfe probiha exprese genli pro ABCB19 auxinové transportéry a PID
proteinové kinasy, které fosforyluji a tim reguluji PIN3 auxinové transportéry. Vysoké koncentrace auxinu
(zelené Sipky) aktivuji SCFTRYAFB E3 ubiquitin ligasu, ktera ubiquitinaci inhibuje AUX/IAA represory auxinem
regulované exprese. Ta je spousténa transkrip&nimi regulatory ARF a jejimi produkty jsou mimo jiné expansiny
(EXPA), které se nasledné dostavaji do apoplastu. Na plazmatické membrané se nachazeji volné rozprostrené
aktivni H*/ATPasy, které okyseluji apoplast, coz aktivuje enzymatickou aktivitu expansini a zpusobuje
rozvolfiovani bunécné stény. Tok protonu je vyznacen Cervenymi Sipkami. Na plazmatické membrané se pak
nachazeji taktéz rovnomérné rozmisténé auxinové transportéry ABCB19, na obou stranach pak aktivni
transportéry PIN3, na horni strané pfitokové kanaly AUX/LAX a na spodni strané odtokové kanaly PIN1. Auxin
se pak do buriky dostava i difuzné. Vlevo se pak nachazi schéma ozarené bunky. Fototropin (PHOT) je
fotoaktivovan a autofosforylovan na ukor NPH3. Dale se ke komplexu vazi jesté proteiny RPT2 a PKS. Protein
NPH3 interaguje s CUL3 E3 ubiquitin ligasou a vznikly komplex ubiquitinuje fototropin. Aktivovany fototropin
fosforyluje PKS, fosforylaci inhibuje ABCB19 a zastavuje expresi genud PID a ABCB19. Neznamym
mechanismem fototropin taktéz zpisobuje preskupeni PIN3 transportérd na neozarenou stranu. Kryptochromy
a fytochromy se po ozareni dostavaji do jadra, kde inhibuji funkci COP1, ¢imz uvolfiuji transkripci regulovanou
HY5 faktorem, vCetné transkripénich faktort (ABI5) a gena pro zastaveni bunécné elongace. Kryptochromy
a fytochromy zaroven indukuji expresi PKS a RPT2. Funkce plazmamembranovych H*/ATPas je inhibovana
ARF a zastaveni auxinem regulované exprese. Snizuje se mnozstvi expansinu a jejich enzymaticka aktivita je
snizena vy$Sim pH v apoplastu a bunécna elongace se zpomaluje (podle Sakai and Haga, 2012).
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2.1.3.1.2 RPT2

Protein RPT2 byl pavodné identifikovan v mutantech Arabidopsis s nefunkénim
fototropismem kofene, ale pozdéji byl prokazan také v interakcich s NPH3 (Liscum et al.,
2014). Bylo popsano Ze rpt2 mutant, ktery funkéni RPT2 postrada, vykazuje posSkozeny
fototropismus hypokotylu pfi vy3Sich intenzitach svétla a nedochazi u néj ke zpétné
lokalizaci NPH3 na PM (Haga et al., 2015). Tyto zmény se tykaji pouze tzv. primarniho
a sekundarniho pozitivniho fototropismu zprostfedkovaného phot1, kdezto na
fototropismus zprostfedkovany phot2 nema pravdépodobné RPT2 zasadni vliv (Christie
etal., 2018). Protein RPT2 tak zfejmé& hraje roli v opétovném vytvareni fotosenzitivniho
komplexu photl-NPH3 a zaroveri €asteéné brani zafazovani NPH3 do cytosolickych
agregatt (Obr. 5) (Haga et al., 2015). Stejné jako u fototropini nebo NPH3 se jedna
o protein asociovany s PM a u kvasinkovych hybrid( bylo prokazano, ze RPT2 interaguje

s photl a je schopny vytvaret heterodimery s NPH3 (Liscum et al., 2014).

2.1.3.2 PKS
DalSimi proteiny interagujicimi s fototropiny jsou PKS. Ackoliv prvni z nich PKS1 byl
puvodné objeven jako substrat kinasové aktivity fytochromu A, pozdéji se prokazala jejich
uloha i ve fototropismu a dalSich rostlinnych reakcich zavislych na fototropinech (Liscum
et al., 2014). Tyto proteiny jsou taktéz lokalizovany na PM, kde interaguji s photl, phot2
i NPH3 (Obr. 5) (Fankhauser and Christie, 2015). Konkrétné pak PKS4 byl prokazan jako
pfimy fosforylacni substrat phot1, a ackoliv se pravdépodobné nejedna o protein nezbytny
pro fototropickou reakci, muze fungovat jako negativni
regulator fototropismu skrze pusobeni phot1 pfi vysokych
davkach ozareni. Zaroven ma pravdépodobné vliv také na

zmény auxinového transportu (Liscum et al., 2014).

2.1.4 Fototropicky ohyb
Samotné ohnuti rostliny v reakci na fototropicky stimul je,
jak jiz bylo zminéno, zpUsobeno rozdilnou elongaci bunék

na ozarené a neozarené strané rostliny (Obr. 6). To je

nejlépe pozorovatelné na rostlinném hypokotylu. Ackoliv

se fototropiny nachazeji po celé délce rostliny, tak o g Schema fototropického ohybu

vvvvvv hypokotylu. Modré svétlo (BL) vlivem
fototropinl  zpUsobuje zmény v
hypokotylu (Sullivan et al., 2016). Samotna zména rastu je Proudeéni ristoveho hormonu auxinu
(Cervené  Sipky), ten nasledné
tedy zpusobena rozdilnymi koncentracemi rlstového zpUsobuje zvySenou elongaci bunék
_ ~ na neozafené strané (podle Liscum

hormonu auxinu v burikach (Obr. 5 a Obr. 6). Auxin etal., 2014).
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indukuje prodluzovani rostlinné buriky tzv. kyselym rdstem (Rayle and Cleland, 1977).
Jedna se o acidifikaci bunétné stény pomoci aktivace H'/ATPas na plazmatické
membrané, které pfivadéji protony do apoplastu (Obr. 5). Okyseleni apoplastu spousti sérii
procesu, které vedou k procesu tzv. rozvolhovani bunécné stény. To je doprovazeno
zvySenym turgorem buriky, ktery roztahuje rozvolnénou bunéénou sténu, a tak dochazi
k prodluzovani bufky (Emenecker and Strader, 2020). Pfi fototropismu pak buriky na

neozarené strané rostou rychleji a vznika ohyb.

2.2 Auxin

Auxin neboli kyselina indol-3-octova (IAA; Ci0HsNO>) je nizkomolekularni, od tryptofanu
odvozeny fytohormon ze skupiny auxinl, zapojeny do témér vSech aspektu rostlinného
Zivota. Auxin je zodpovédny za rostlinny vyvoj i schopnost reagovat na okolni prostfedi a je
tedy ur€ujicim faktorem pfi ziskani kone¢ného vzhledu rostliny (Armengot et al., 2016).
Auxin je mimo jiné aktivné transportovan pfes buriky a tkdné pomoci specializovanych
prenasecu, které svou aktivitou vytvafi auxinovy gradient s auxinovymi minimy a maximy,
které jsou zasadni pro zakladani organu a diferenciovany rlist b&€hem tropickych reakci

v&etné fototropismu.

2.2.1 Syntéza a transport

Auxinovy transport v rostlinach je pfirozené polarni. Syntéza auxinu probiha v listovych
primordiich a vzrostnych vrcholech nadzemni ¢asti a nasledné se auxin dostava do nizSich
Casti rostliny, coz se déje budto spole¢né s asimilacnim tokem polarmim auxinovym
transportnim tokek skrze burniky (Swarup and Bhosale, 2019). Bunécnou PM prochazi
v zavislosti na pH. Apoplast ma kyselé pH a c¢ast auxinl se tak dostava do buriky
v protonované formé |IAAH, kterd mize volné difundovat pfes PM, dalSi ¢ast se pak do
buniky dostava skrze pfenasece. V prostfedi cytosolu je pH neutralni a auxin zde rychle
disociuje do formy aniontu IAA", ktera prochazi PM pouze pomoci pfenasecl (Emenecker
and Strader, 2020). P¥i fototropickych stimulech dochazi ke zménam lokalizaci a funkci
téchto prenasecq, coz usti v tzv. lateralni auxinovy transport. Vznikly auxinovy gradient pak
zpUsobuje vySe popsany asymetricky rast rostliny ve sméru nebo proti sméru pusobiciho
stimulu (Liscum et al., 2014).

Doposud byly objeveny tfi rodiny auxinovych transmembranovych prenasec
(Fankhauser and Christie, 2015). Prvni skupinou jsou PIN-FORMED (PIN) proteiny, které
jsou auxinovymi exportéry, dalSi skupinou exportnich proteind jsou ATP-Binding Cassette
subfamily B (ABCB) a posledni jsou AUX1/Like AUX1 (AUX1/LAX). VSechny tyto proteiny
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vétdinou funguji nezavisle na sobé a rozdilnymi mechanismy, ale v nékterych pfipadech

mohou interagovat a vytvaret komplexy.

2.2.1.1 Proteiny PIN

Auxinové exportéry PIN jsou rozdéleny do skupin podle velikosti své intracelularni smycky.
Zatimco PIN5, 6 a 8 ji maji kratkou a vyskytuji se hlavné na endoplazmatickém retikulu
(ER), tak PIN1-4 a 7 maji intracelularni smyc¢ku dlouhou a jsou lokalizovany na PM, kde se
podili také na fototropismu (Liscum et al., 2014). U plazmamembranovych PIN byla
objevena silné polarni lokalizace v ramci buriky, a zatimco PIN1 a PIN2 jsou jakoZto hlavni
auxinoveé prenadece exprimovany stabilné, tak PIN3,4 a 7 jsou exprimovany v zavislosti na
podminkach (Obr. 5) (Christie and Murphy, 2013). V souvislosti s fototropickou reakci
hypokotylu pak bylo napf. objeveno, ze PIN3 je v endodermu silné exprimovan ve tmé, ale
po ozafeni se jeho mnozstvi na ozarené strané rapidné snizuje a dochazi k jeho translokaci
(Ding et al., 2011). Mutantni rostliny pin3 zaroven vykazuji redukovany fototropismus
a analyza vice€etnych mutantl plazmamembranovych PIN prokazala u vSech jistou
spojitost s fototropismem (Liscum et al., 2014).

Presny zpusob, jakym jsou PIN ovliviiovany fototropickymi stimuly, vSak stale neni
objasnén. Bylo jiz ovSem vyvraceno, ze by PIN byly fosforylaénimi substraty fototropina
(Liscum et al., 2014). Na druhou stranu jsou PIN urcité regulovany fosforylaci pomoci
nékterych kinas. Fosforylace proteinem D6-Protein Kinase (D6PK) ze skupiny
proteinl AGC1 se jevi jako nezavisla na fototropinové signalizaci, je ovSem nezbytna pro
polarni auxinovy transport, ktery maji dépk mutanti poSkozeny, stejné jako fototropismus.
Kinasy PINOID (PID), WAG1 a WAG2 ze skupiny AGC3, do které patfi i fototropiny, pak
nefosforyluji PIN pfimo, ale kooperuiji pfi tom spole¢né ARF-GEF a jejich mutanti maji taktéz

poruchy v relokalizaci PIN3 a ve fototropismu.

2.2.1.2 Transportéry ABCB

DalSimi exportnimi transportéry auxinu jsou proteiny ABCB. U Arabidopsis byla popsana
cela fada ABC transportér(, ale uloha v auxinovém transportu je vSak pfisuzovana pouze
ABCBL1, 4, 14, 15 a 19, kdy pravé ABCB1 a 19 mohou byt pro polarni auxinovy transport
zasadni (Hellsberg et al., 2015). Tyto dva jmenované transportéry jsou totiz polarné
exprimovany spole¢né s PIN1 a 2 a synergicky se tak podili na odtoku auxinu z buriky.
Nékteré ABCB jsou také nepolarné exprimovany v mistech, kde dochazi k velké difuzi
protonovaného auxinu a nezavisle na PIN se zde podileji na udrzovani polarniho

transportu.
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Christie et al. (2011) také prokazali spojitost transportéru ACB19 s fototropismem. Ten
totiz muze byt na svém C-terminalnim regionu fosforylovan phot1, coz zplsobuje snizeni
polarniho auxinového exportu. Nasledna kumulace auxinu v burfice maze vyustit jeho
lateralni pfesun smérem do neozarené strany rostliny, kde zpusobi prodluzovani bunék
(Obr. 5).

2.2.1.3 AUX1/LAX

Hlavni roli v importu auxinu do bunky pak hraji proteiny z genové rodiny AUX1/LAX.
V genomu Arabidospis byly identifikovany ¢&tyfi geny této skupiny gentl (AUX1, LAX1, LAX2,
LAX3), jejichz expresi vznikaji transmembranové permeasy podobné pfenasecum
aminokyselin, které spolu sdileji 76 az 82% podobnost a jejich struktura je tak velmi
podobna (Swarup and Bhosale, 2019). Nejvice prozkoumanym je protein AUX1, ktery se
na PM vyskytuje pfevazné na opacné strané buriky nez PIN a ABCB proteiny (Obr. 5).
Studie potvrdily, Ze také AUX1 skrze neznamy mechanismus funguje minimalné jako

modulator fototropismu (Stone et al., 2008).

2.2.2 Auxinové signalni drahy

V rostlinach byly doposud objeveny tfi typy auxinovych receptortl. Prvnim z nich je Auxin
Binding Proteinl (ABP1), ktery se nachazi na ER a vnéjSi strané PM. Dale pak jaderné
S-Phase Kinase Associated Protein2A (SKP2A) a Transport Inhibitor Resistantl/Auxin
binding F-Box (TIR1/AFB) (Zhu and Geisler, 2015). Jako dalSi faktory reagujici na auxin
pak byly jesté popsany Small Auxin Up RNA (SAUR) a Indole-3-Butyric Acid Response5
(IBR5). Proteiny SKP2A se podileji na auxinem regulovaném bunécném cyklu u rostlin
a jejich role vbunétné elongaci ¢i fototropismu nebyla doposud popsana (Strader

and Zhao, 2016), a proto se jim nebudeme dale vénovat.

2.2.2.1 TIR1/AFB

Jako hlavni komponenty auxinem regulované genomické odpovédi byly popsany TIR1/AFB
(Strader and Zhao, 2016). Objev téchto jadernych auxinovych receptort byl publikovan
soucasné nezavisle na sobé dvéma védeckymi tymy v roce 2005 (Kepinski and Layser,
2005, Dharmasiri et al., 2005). Receptory TIR1/AFB se podili na vzniku komplexnich
Skpl-Cullin-F-box (SCFTRVAFE) E3 ubiquitin ligas, které jsou nezbytné pro odblokovani
auxinem regulované transkripce (Obr. 5) (Powers and Strader, 2016). Ta se sklada ze Sesti
hlavnich komponent, kterymi jsou: cilova sekvence DNA neboli Auxin-Response Elements
(AuxRE), DNA-vazebné transkripéni regulatory Auxin-Response Factors (ARF),
ARF-vazebné represory Auxin/Indole-3-Acetic Acid Inducible (AUX/IAA),
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ko-receptory SCFTRVAFE 3 samotny auxin (Strader and Zhao, 2016). Pfi nizkych
koncentracich auxinu jsou ARF navazany svou N-terminalni ¢asti na AuxRE a svou
C-terminalni casti vytvafi heterodimery s AUX/IAA, ke kterym se mohou vazat jesté
korepresory. Takto vznika tzv. low-auxin komplex, ktery neni transkripéné aktivni (Strader
and Zhao, 2016). ZvySeni koncentrace auxinu je v jadfe zachyceno TIR1/AFB receptory,
v reakci na to se zvysuje afinita SCF E3 ubiquitin ligasy k AUX/IAA, které jsou po jejich
navazani ubiquitinovany a degradovany v 26S proteazomu (Powers and Strader, 2016).
Nasledné uvolnéné ARF konvertuji do transkripéné aktivni formy (Obr. 5) (Zhu and Geisler,
2015).

Esmon et al. (2006) zjistili, Ze nékteré Tropic Stimulus-Induced (TSI) geny mohou patfit
mezi geny pozitivné regulované auxinem. Tyto geny kéduji napfiklad expansiny, konkrétné
EXPAL a EXPAS, které se podileji na rozvolfiovani bunééné stény pfi snizeném pH (kysely
rist) a transkripty téchto expansini se v neozarenych ¢astech hypokotylu kumuluji jesté
pred viditelnym ohybem (Obr. 5) (Liscum et al., 2014).

2.2.2.2 SAUR proteiny

Auxinova regulace genové exprese skrze TIR1/AFB zahrnuje taktéz indukci ranych genu
odpovédi SAUR. Transkripty SAUR byly plvodné objeveny v elongacni zéné hypokotyll
séji a nasledné byla prokazana spojitost SAUR proteini s mnoha auxinem regulovanymi
aspekty rostlinného vyvoje jako napf. rlist bunék a tropické reakce (Powers and Strader,
2016). Nékteré SAUR proteiny se napfiklad podili na signalizaci vapenatymi ionty
v rostlinach, protoze byla prokazana jejich schopnost vazat se na kalmodulin (CaM)
(Powers and Strader, 2016). Jiné zase podporuji fosforylaci plazmamembranovych
H*/ATPas, ¢imz je aktivuji a snizuji pH apoplastu a podporuji buné&tnou elongaci
(Emenecker and Strader, 2020).

2.2.2.3 IBR5

Mutantni rostliny ibr5 byly plvodné izolovany pro svou rezistenci vaci auxinovému
prekurzoru kyseliné indol-3-maselné, nasledné vSak byla prokazana rezistence téchto
mutantd vaci vSem typdm auxinl a inhibitorlim auxinového transportu (Strader and Zhao,
2016). Gen IBR5 kéduje proteinové fosfatasy s dualni specificitou, které reguluji rostlinné
odpovédi k auxinu, jako je rdst primarniho kofene, vyvoj vaskularniho systému nebo
bunééna elongace (Jayaweera et al., 2014). Tyto fosfatasy zpomaluji degradaci proteinu
Aux/IAA a jedna se tak o negativni regulatory SCFTRYAFE transkripéni drahy (Strader
and Zhao, 2016).
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2.2.2.4 ABP1

Protein ABP1 byl dlouho povazovan za kliCovy receptor auxinu se zasadnim vyznamem
pro rostlinny rast a vyvoj. AZ nedavné prace s novym typem abpl-5 null mutantd
Arabidopsis ukazaly, Ze tyto rostliny nevykazuji zadné defekty ve vyvoji a rlstu, a ze
problémy abpl-1 mutantl, ktefi byli od objevu ABP1 studovani, souvisi s postizenim
sousedniho genu. Role ABP1, ktery je vSudypfitomny a konzervovany napfi¢ rostlinnym

svétem, se tak bude muset teprve objasnit (Strader and Zhao, 2016).

2.3 Kyselina abscisova

vvvvv

kyselina abscisova (ABA). Jedna se o seskviterpenoid (C1sH2004) odvozeny od karotenoid(
(Emenecker and Strader, 2020). ABA je vSeobecné znama jako hormon stresu a jako
takova hraje vyznamnou roli v jeho rozpoznavani a obrannych reakcich vuc¢i nému.
Spole¢né s vyvojovou fazi rostliny a hladinami ostatnich hormont reguluje odpovédi vici
abiotickym i biotickym stresum, hlavné pak pfi ztratach vody a osmotickém stresu
(Park et al.,, 2016). Zarovenh ma vSak ABA také roli v rostlinném vyvoji, kde se ucastni
embryonalniho vyvoje, kliCeni, bunééného déleni a elongace nebo indukce kveteni
(Finkelstein, 2013).

2.3.1 Syntéza a transport

Primamné je ABA syntetizovana v burikach vaskularniho systému a svéracich burikach
priduchd. Jeji zvySena syntéza byva indukovana abiotickym stresem, hlavné pak suchem
a zasolenim, ale také vykyvy teplot (Emenecker and Strader, 2020). Za normalnich
okolnosti je vSak jeji koncentrace udrzovana na bazalni Urovni (Chen et al., 2020). Z mista
syntézy je ABA transportovana do mist plsobeni xylémem i floémem obousmérné ke kofeni
i prytu (Chérel and Gaillard, 2019). Jakozto slaba kyselina se ABA podobné jako auxin
nachazi v apoplastu z ¢asti v protonované formé ABAH, ktera mlze volné prochazet pres
PM, v cytoplasmé se vSak disociuje na ABA", a dale muze byt distribuovana pouze skrze
transportéry (Finkelstein, 2013). V Arabidopsis byly zatim objeveny tfi ABA exportéry:
Arabidopsis ATP-Binding Cassette subfamily G25 (AtABCG25), AtABCG31 a Detoxification
Efflux Carrier50 (AtDTX50) a tfi ABA importéry: AtABCG30, AtABCG40 a Nitrate
Transporter (AtNRT) (Emenecker and Strader, 2020). Uloha ABA transportér(i byla zatim
prokazana v reakcich na stres u transpirace, kofenové morfologie nebo kli€eni semen
(Chen et al., 2020).
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2.3.2 Signalni drahy ABA
2.3.2.1 Zakladni signalizace ABA

Zakladni signalizace ABA se sklada z péti komponent: receptor(, negativnich regulatora,
pozitivnich regulator(, transkripénich faktorld zavislych na ABA a konkrétnich na ABA
zavislych gent (Yang et al., 2017). Intracelularni percepce ABA je zprostfedkovana
receptory z proteinové rodiny Pyrabactin Resistance/Pyrabactinl-Like/Regulatory
Components of ABA Receptor (PYR/PYL/RCAR, déle PYL) (Emenecker and Strader,
2020). Objev téchto receptori byl publikovan soucasné dvéma na sobé& nezavislymi
védeckymi tymy v roce 2009 (Ma et al., 2009; Park et al., 2009). U Arabidopsis bylo zatim
popsano ¢trnact téchto receptord, které jsou lokalizovany jak na PM, tak v cytoplazmé nebo
v jadfe. Vazba ABA k témto receptorim zplsobuje inhibici Protein Phosphatase2C (PP2C),
negativnich regulatord ABA signalizace (Obr. 7). V nepfitomnosti ABA se totiz PP2C
asociuji k Sucrose Nonfermentingl-Related Protein Kinase2 (SnRK2) a defosforyluji je,
¢imz je inhibuji. Po navazani ABA k PYL dochazi k interakci s PP2C a potlageni jejich
fosforylacni aktivity. Uvolnéné SnRK2 jsou naopak znovu fosforylovany jinymi kinasami
nebo autofosforylovany do aktivni formy (Yang et al., 2017). Aktivované SnRK2 pak
fosforyluji a reguluji mnoho dalSich transkripCnich faktord nebo signaliza¢nich proteinG
a iontovych kanalll (Emenecker and Strader, 2020). Mezi SnRK2 regulované komponenty
ABA signalizace patfi napf. Basic Leucine Zipper (bZIP) transkripCni faktory
ABA-Responsive Element Binding Factor (AREV/ABF), K* kanal1 KAT1 nebo S-type Anion
Channell (SLAC1) (Chen et al., 2020) (Obr. 7).
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Obr. 7. Zakladni signalizace kyseliny abscisové (ABA). ABA je zachycena PYL receptory, které v reakci na to
inhibuji PP2C negativni regulatory a uvolriuji signalizaci SnRK2 proteinové kinasy. Ty jsou (auto)fosforylovany
a nasledné fosforylaci reguluji v jadfe AREV/ABF transkripéni faktory a ABA regulovanou expresi nebo
napf. reguluji membranové kanaly anionti nebo draselného kationtu (K*) (podle Hubbard et al., 2010).
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2.3.2.2 Interakce ABA a svételné signalizace

Mezi nejzajimavéjSi AREV/ABF patfi transkripéni faktor ABA-Insensitive5 (ABI5S), ktery se
podili na ABA indukované inhibici rostlinného rustu (Xu et al., 2014). Jeho exprese je totiz
zesilovana dalSim bZIP transkripénim faktorem Elongated Hypocotyl5 (HY5), ktery je
zaroven jednim ze zakladnich regulatort ve svételné signalizaci pfedevSim modrého svétla
(Yang et al., 2018). To dava smysl i v kontextu zjisténi Fellner a Shawney (2001,2002), ze
osmoticky stres inhibuje rast hypokotylu kombinaci vlivi modrého svétla a ABA. Kromé
fotomorfogeneze fizené fytochromy, kryptochromy a UV-B fotoreceptory se tak HYS podili
také na rostlinnych reakcich k ABA a stresu ze zasoleni béhem kli¢eni a rostlinného vyvoje
(Yang et al., 2018). K tomu pfispiva taktéz stresem indukovana translokace Constitutive
Photomorphogenicl (COP1) E3 ubiquitin ligasy zjadra do cytosolu, ktera v jadfe za
normalnich podminek podporuje degradaci HY5 (Kim et al., 2016). Whippo a Hangarter
(2005), pak také prokazali ulohu HYS pfi stabilizaci fototropické reakce pfi nizkych
intenzitdch modrého svétla (0,05 pmol m2s™),

Zajimavym pojitkem mezi ABA a fototropismem je také vyzkum Eckstein et al. (2016),
ve kterém byla prokazana negativni regulace mnozstvi fototropint v burikach mesofylu
exogennim podanim ABA. Zatimco exprese mRNA PHOT1 ani PHOT2 nebyla po aplikaci
ABA zasadné ovlivnéna, tak koncentrace protein PHOT1 a PHOT2 se po jejim podani
vyrazné snizila, zejména pak u PHOT1. Exprese fototropini je tedy pravdépodobné
posttranskrip&né regulovana ABA.

Dal$im zpusobem, jak se ABA muze nepfimo podilet na fototropickych reakcich je
ABA-auxin interakce mezi ABA a auxinem v procesu prodluzovani hypokotylu (Emenecker
and Strader, 2020). Jak jiz bylo popsano vySe, auxin indukuje prodluzovani bunék mimo
jiné rozvolnénim bunécné stény pomoci jejiho okyseleni. K tomuto okyseleni dochazi diky
aktivité H*/ATPas na PM, které jsou regulovany jak auxinem, tak ABA. Tyto H/ATPasy jsou
inhibovany defosforylaci fosfatasami ze skupiny PP2C.D. Funkce PP2C.D je inhibovana
SAUR proteiny, které jsou soucasti auxinové signalizace. Oproti tomu ABA zatim
neznamym mechanismem inhibuje fosforylaci plazmamembranovych H*/ATPas, ¢imz

inhibuje i jejich funkci.

2.4 Stres ze zasoleni

Zmény klimatu spole¢né s intenzifikaci a chemizaci zemédélstvi zplsobily, ze je v dnesni
dobé pfiblizné 6 % zemského povrchu pokryto padami s vysokymi obsahy rozpusténych
soli, coz se vyznamné projevuje jak ve ztratach zdejSi zemédélské produkce, tak v mistnich
ekosystémech ¢i na kvalité podzemnich vod (Yang and Guo, 2017). NejCastéjsi ionty

rozpusténé v pudeé jsou pak sodny kationt a chloridovy aniont.
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Odolnost rostlin k zasoleni je napfi¢ vSemi druhy velmi rozdilna. Zatimco nékteré druhy
rostlin jsou k ristu pfi vysokych koncentracich rozpusténych soli pfizplisobené (halofyty),
tak pro ostatni pfedstavuje zasoleni problém. Takzvané glykofyty, mezi které patfi vétSina
rostlin véetné vSech svétové dulezitych plodin, potfebuji ke svému optimalnimu ristu
sladkou vodu, bez vysokych obsahl rozpusténych soli a jejich rast se zastavuje jiz pfi
milimolarnich koncentracich chloridu sodného (Yang and Guo, 2017). Pfi koncentraci této
soli 100 mmol I, jiz vétina hospodarskych plodin vykazuje inhibici rastu, pfestava plodit ¢i
dokonce umira (Park et al., 2016).

Stres ze zasoleni postihuje téméF vSechny faze rostlinného vyvoje a ma tfi roviny
pusobeni (Yang and Guo, 2017). Prvni z nich je stres osmoticky, kdy zvySena koncentrace
rozpusténych soli v pidé snizuje schopnost kofene pfijimat vodu z okolniho prostiedi,
protoze cytosol kofenovych bunék se vuci okoli stava hypotonickym. Druha rovina stresu
ze zasoleni je pfima toxicita rozpusténych iontll. Ty se spole¢né s vodou dostavaji pfes
kofeny do rostliny a transpiraénim proudem prochazi do vSech jejich Casti, kde se mohou
akumulovat. Vysoké koncentrace sodnych iontd v cytosolu pak poskozuji pfijem jinych,
metabolicky dllezitych iontl. Spole¢né plsobeni téchto strest pak zpusobuje sekundarni
stresy z hromadéni toxickych metabolitti, oxidativni stres a mnoho dalSich (Liang et al.,
2018).

2.4.1 Reakce rostlin na stres ze zasoleni

Osmoticky stres v souvislosti se zasolenim dopada na rostlinu jako prvni. V reakci na néj
a jim zpusobenym vodnim deficitem a sniZzenim bunééného turgoru dochazi prakticky
okamzité ke zménam ve slozeni PM tak, aby byla zachovana jeji integrita (Park et al., 2016).
Rychle se také zvysuje cytosolicka koncentrace vapenatych iontl a inositol-1,4,5-trisfosfatu
(IP3), coz jsou tzv. druzi poslové, ktefi spoustéji fadu MAPK (Mitogen-Activated Protein
Kinase) kaskadovych reakci na konci kterych dochazi ke specifické genové expresi.
Zaroven vapenaté ionty slouzi jako signal, spoustéjici systém pro odstranovani sodnych
iontd z bunky.

DalSim krokem rostlinné reakce na osmoticky stres je zvySena syntéza a zaroven
snizena asimilace kompatibilnich osmolytd (Liang et al., 2017). Jedna se
0 nizkomolekularni latky, které udrzuji osmoticky potencial bunék a zabranuji tak ztratam
vody a turgoru. Zaroven mohou fungovat jako protekce proteini, membran
a makromolekularnich agregatt pfed osmotickym stresem, také jako antioxidanty nebo

alkoholy, nékteré rozpustné sacharidy nebo ionty (hlavné draselny).
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V reakci na nedostatek vody dochazi v rostlinach také k uzavirani praduch(. To sebou
ovSem pfinasi i mnohé komplikace: teplota stoupa, vlivem deficitu oxidu uhli¢itého se
zastavuje fotosyntéza a zvy3Suje se produkce cytotoxickych reaktivnich forem kysliku (ROS)
(Park et al., 2016). Aby nedoslo k fatalnimu podkozeni bunék, musi tak byt ROS co nejdfive
odstranény, k ¢emuz slouzi cela fada rostlinnych antioxidant( a enzymu. Na druhou stranu
ROS maiji vrostlinnych reakcich vici zasoleni také pozitivni Ulohu a funguji jako
signaliza¢ni molekuly stresu (Park et al., 2016) a zaroven zvySuiji rostlinnou odolnost vuci
zasoleni, kdyz v centralnim valci inhibuji transport sodnych iontll do nadzemni ¢asti rostliny
(Dinneny, 2015).

Nedostatek vody na buné&&né urovni zase rostlina feSi zménami transkripce a aktivity
aquaporinll, coz jsou kanaly na PM umoznujici prichod molekulam vody pfes hydrofobni
PM (Vishwakarma et al., 2019).

Hlavni sloZkou iontového stresu u rostlin jsou sodné ionty. Ty se do rostlinnych bunék
dostavaji skrze neselektivni kationtové kanaly, draselné transportéry a zC&asti také
aquaporiny (Keisham et al., 2018). Koncentrace sodnych iontl v cytosolu se pak zvySuje
na ukor draselnych, které jsou pro bufku esencialni pfi udrzeni spravného turgoru,
membranového potencialu a integrity a stejné tak pro spravnou funkci mnoha enzyma
(Yang and Guo, 2017). Rostlinné buriky se tak snazi udrzet co mozna nejoptimalnégjsi
pomér sodnych a draselnych iontl, ¢ehoz dosahuji omezenym pfijmem iontd sodnych,
jejich zvydenym vydejem a ukladanim do vakuol.

Export sodnych iontll z buriky a udrzeni iontové homeostazy ma na starost tzv. SOS
systém (Salt Overlay Sensitive) (Ji et al., 2013) (Obr. 8). Soucasti SOS systému jsou SOS1
plazmamembranovy Na*/H* antiporter, SOS2 Ser/Thr proteinova kinasa a SOS3
Ca?*-vazebny protein s hlavni Ulohou v kofenech a oproti tomu v prytu dominujici
SOS3-like Calcium Binding Protein8 (SCaBP8). Jak bylo uvedeno vySe, v reakci na
zvySené hladiny sodnych iontd se v burice zvySuje také koncentrace signalnich iontd
vapenatych. Ty se vazou na SOS3 nebo SCaBP8, které v reakci na to vytvafri komplex
se SOS2 (Park et al., 2016). Vznikly komplex nasledné fosforyluje a tim i aktivuje SOS1
a zaroven stimuluje transkripéni aktivitu SOS1 (Park et al., 2016). Aktivita SOS1 je
pohanéna protonovym gradientem na PM, ten je vytvafen membranovymi H*/ATPasami
(Yang and Guo, 2017). U SCaBP8 byla také prokazana schopnost inhibovat nékteré
nizkoafinitni draselné kanaly, kterymi se do bunék mohou dostavat také sodné ionty
(Yang and Guo, 2017) (Obr. 8).
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Obr. 8. Schéma regulace iontové homeostazy a pfidruzenych signalnich drah v reakci na zasoleni. Toxickeé
sodné ionty (Na*, Cervena Sipka) se dostavaji do buriky napfiklad skrze draselné transportéry jako HKT nebo
AKT (nezobrazeno). V reakci na stres se do buriky skrze kanaly dostavaji signalni vapenaté ionty (Ca?*, fialova
8ipka). Ty se vazou na SOS3 nebo SCaBP8 Ca?* vazebné proteiny, které nasledné aktivuji SOS2 proteinovou
kinasu. Ta fosforyluje a tim aktivuje SOS1 plazmamembranovy Na*/H* antiporter a zaroven v jadfe indukuje
expresi SOS1 genu. SOS1 transportuje sodné ionty mimo bunku. SOS2 také aktivuje tonoplastické NHX
Na*/H* antiporter a CAX Ca?*/H* antiporter, ¢imZ se ¢ast sodnych iontl dostava do vakuoly. Zasoleni taktéz
indukuje funkci plazmamembranovych, a tonoplastickych H*/ATPas a pyrofosfatas (H*/PPi), jejichz funkce
podporuje SOS1 a NHX (tok protond znazorfiuje zelena Sipka). Signalizace vapenatych iontl pak spoleéné
s dalSimi signaly stresu indukuje v jadfe syntézu kyseliny abscisové (ABA). ABA se pak podili na celé fadé
pochodl a mimo jiné indukuje expresi gend tolerance k zasoleni jako jsou LEA geny, geny biosyntézy osmolytd
nebo ROS detoxifikace. Samotna ABA pak skrze svou zakladni signalizaci inhibuje funkci ABI2 PP2C proteinu,
ktery v nepfitomnosti ABA inhibuje funkci SOS1 a NHX (podle Chinnusamy et al., 2005 a Bonilla
and Gonzales-Fontes, 2011).

Vedle klasické SOS funguje také signalizace skrze kyselinu fosfatidovou (PA), ktera je
syntetizovana fosfolipasou D (PLD) v reakci na stres. Ta aktivuje MAPK®, ktera je taktéz
schopna fosforylovat a aktivovat SOS1 (Ji et al., 2013). Diky témto funk&nim obrannym
systémum dokaze rostlina udrzet toxické sodné ionty v apoplastu ¢i vaskularnim systému
a €ast jich dokonce vyloudit zpét do puldy.

DalSim mechanismem snizeni toxického vlivu sodnych iontd je také jejich
kompartmentace do vakuol. Ta je fizena pomoci Na*/H" antiporterl (NHX) v tonoplastu
(Keisham et al., 2018) (Obr. 8). Ty jsou fizeny jak skrze SOS systém (Yang and Guo, 2017),
tak pomoci ABA (Keisham et al., 2018) a podobné jako pfi exportu sodnych iontu pfes PM
jsou zavislé na protonovém gradientu vytvafeném tonoplastickymi H*/ATPasami

a H*-pyrofosfatasami.
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Na stres ze zasoleni reaguje taktéz cytoskelet, tvofeny vlakny mikrotubultd (MT)
a aktinovymi mikrofilamenty (MF). Zatimco MF se vlivem zasoleni pfeskupuji do svazku
a az vlivem dlouhodobého pusobeni rozpusténého chloridu sodného se depolymerizuiji, tak
MT se v reakci na zasoleni ihned depolymerizuji a nasledné se zpétné polymerizuji do
odlisnych struktur (Wang et al., 2011). Tyto zmény cytoskeletu jsou dllezité pro spravnou
funkci SOS systému a rostlinnou toleranci vuci zasoleni. PFfi pokusech na sazenicich
Arabidopsis byla zjevna souvislost mezi podanim latky de/stabilizujici MT nebo MF
a zménou odolnosti vic&i zasoleni (Ji et al., 2013) a stejné tak schopnost sosl a sos2
mutantd prfezit zasoleni se ménila s pfidanim téchto latek (Wang et al., 2011).
S cytoskeletem je mimo jiné asociovana taktéz PLD, ktera aktivuje reorganizaci MT, a ktera
se produkci PA pfimo podili na reakcich vici zasoleni (Ji et al., 2013). A depolymeraci MT
se taktéz zvysSuje hladina cytosolického vapniku, ktery obratem reguluje MT zpétnou

polymeraci (Wang et al., 2011).

2.4.2 Role ABA v reakci na zasoleni

Stejné jako u ostatnich typl stresu je ABA pro rostlinnou toleranci k zasoleni zasadni. Jeji
signalizaCni kaskady spole¢né s fazi rostlinného vyvoje a koncentracemi ostatnich
hormon( (brassinosteroidy, gibereliny, jasmonat, auxin, etylen) reguluji rostlinnou obranu
vuci zasoleni jak molekularni, tak genetickou cestou.

Béhem vegetativniho rlstu se v reakci na vodni deficit a pfibuzné stresy zvySené
syntetizuje v listech i kofenech, odkud je nasledné transportovana do ostatnich organ
(Kuromori et al., 2018). K transportu dochazi primarné skrze vaskularni systém, ve kterém
je pfi déletrvajicim stresovém plsobeni taktéz syntetizovana (Roychoudhury and Paul,
2012). Je to pravé ABA, ktera je zodpovédna za inhibici raného rostlinného ristu pfi
zasoleni, ¢ehoz dosahuje nékolika faktory, jako je zastaveni bunécného cyklu
a metabolismu pomoci ABI5 a modulaci plazmamembranovych draselnych kanall nebo
H*/ATPas (Planes et al., 2015) (Obr. 7 a Obr. 8). Zpusobuje také napf. zmény v iontovém
slozeni svéracich bunék priduchu, coz indukuje jejich uzavieni a zpomaleni ztrat vody
v transpiracnim proudu (Vishwakarma et al., 2019). A je to také ABA, jejiz signalizace
v kofenech zvySuje hydraulickou konduktivitu PM, elasticitu bunééné stény a koncentraci
osmolytl, coz zvysuje rostlinny pfijem vody (Roychoudhury and Paul, 2012). Inhibici ABI2
PP2C proteinu pak ABA reguluje SOS1 i NHX1 a je tak zodpovédna i za udrzovani iontové
homeostazy pfi zasoleni. Zaroven pusobeni ABA spousti celou fadu druhych poslu jako
jsou ROS, PA, NO (oxid dusnaty), IP3 nebo vapenaté ionty, které nasledné aktivuji dalsi

mnozstvi obrannych reakci (Roychoudhury and Paul, 2012).
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Na genetické urovni pak ABA indukuje expresi mnoha genu spojenych s rostlinnou
reakci na zasoleni. U Arabidopsis je napfiklad celych 133 z 245 (53 %) gen( fizenych ABA
zapojeno do reakci na vodni deficit Ci zasoleni (Sah et al., 2016). Tyto geny koduji napf.
Late Embryogenesis Abundant (LEA) proteiny, které se podileji na obrané burfky proti
vodnimu deficitu a iontové toxicité, dale pak rizné enzymy zapojené napf. v biosyntéze
osmolytd &i antioxidantl, rizné transportéry, kanaly nebo aquaporiny a rizné regulacni
molekuly jako transkrip&ni faktory, proteinové kinasy a fosfatasy (Roychoudhury and Paul,
2012) (Obr. 8).

2.4.3 Role auxinu pfi zasoleni

Jak jiz bylo napsano vyse, auxin je jeden z nejzakladnéjSich rostlinnych hormonu a neni
tudiz pfekvapivé, ze se do jisté miry podili i na rostlinnych reakcich k zasoleni nebo je
zasolenim modulovan. Naser a Shani (2016) uvadéji, Ze pfi nahlém vystaveni zasoleni je
v rostlinach redukovana koncentrace auxinu. To je z&asti zpusobeno doasnym snizenim
exprese vétsiny genu auxinoveé biosyntézy YUC (Naser and Shani, 2016), ¢aste¢né to muze
byt také zpusobeno zvySenou syntézou serotoninu v reakci na zasoleni, protoze ten sdili
s auxinem stejny prekurzor (Mukherjee et al.,, 2014). SniZzeni koncentrace auxinu vede
mimo jiné k niz8i aktivité¢ membranovych H*/ATPas, které jsou pfi zasoleni navic inhibovany
ABA, coz Castecné zastavuje rostlinny rlst. Po nékolika hodinach od vystaveni stresu se
vSak jiz exprese nékterych YUC zvySuje (Naser and Shani, 2016) a auxin se tak muze
podilet na obrané vugci zasoleni.

Rostliny se pfi reakci se zasolenou pidou snazi dostat svUj kofenovy systém co nejdale
od zdroje zasoleni. Tomuto jevu se fika halotropismus a jedna se o druh negativniho
tropismu, kdy rostlinny kofen vykazuje diferenciovany rust smérem od vys$si koncentrace
soli. Tento diferenciovany rust je opét pohanén lateralnim auxinovym transportem, ktery je
narozdil od fototropismu fizen internalizaci PIN2 a nikoliv PIN3 (Verma et al., 2016).
Na téchto zménach rostlinného rastu se v reakci na zasoleni podili kromé& ABA i auxin,
soucasneé jesté s etylénem nebo kyselinou salicylovou, a kromé PIN2 se méni taktéz pozice
nebo mira exprese jesté u AUX1, PIN1, 3 a7, TIR1/AFB nebo nékterych ABCB (Van Den
Berg et al., 2016)

Auxin se pak také podili na reakcich k zasoleni, svym vlivem na signalizaci vapenatych
iontd (Galon et al., 2010), ktera je dulezita pro iontovou homeostazu. Samotny auxin
indukuje expresi Ca?*/ATPas, kédovanych LCAL geny, ¢imz zvySuje pfitok vapenatych
iontd do cytosolu a vysledny signal je pak taktéz zesilovan auxinem, napfiklad aktivaci CaM
vazbou proteini SAUR (Powers and Strader, 2016) nebo regulaci genu Calmodulin Binding
Transcription Activatorl (CAMTAL) (Galon et al., 2010).
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2.4.4 Pusobeni zasoleni na fototropismus

Ze vsech poznatkl popsanych vySe je vice nez zfejmé, ze rostlinny stres indukovany
zasolenim chloridem sodnym a fototropické reakce se budou vzajemné ovliviiovat. At uz
pouhou inhibici bunééné elongace, zmé&nami v lateralnim auxinovém transportu &i represi
nékterého z prvkil fototropické signalizace nebo kombinaci téchto a mnoha dalSich €initell
vlivem osmotickych a iontovych strest. Nebo naopak zesilovanim rostlinné odpovédi na
tyto stresy vlivem modrého svétla zachyceného fototropiny. To a jakym zpusobem se na

téchto procesech podili signalizace ABA, se pokousi nalézt odpovédi nasledujici kapitoly.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Rostlinny material

Pro experimentalni Cast této prace byly pouzity vybrané genotypy husenicku rolniho
(Arabidopsis thaliana (L) Heynh.). Jako kontrolni rostliny (wild type; WT) poslouzily rostliny
genotypu glabra-1 (gl-1 odvozené od ekotypu Col-0). Dale pak byly pouZity tfi mutantni
genotypy odvozené od gl-1, a to recesivni mutanti photl, phot2 a dvojity mutant
photl/phot2. Tyto mutantni rostliny maji defektni fotoreceptory modrého svétla phot1
a phot2. Semena vSech uvedenych genotypu byla poskytnuta prof. Winslow Briggsem

(Carnegie Institution of Washington, Stanford, California, USA).

3.2 Pouzité metody

3.2.1 Priprava média

Experimenty probihaly in vitro a rostliny byly péstovany na kultivatnim MS médiu
(Murashige and Skoog, 1962). To bylo pfipravovano po dvou litrech ve velké
Erlenmeyerové barice ze zakladniho MS média (4,33 g I'; Duchefa Biochemie,
Nizozemsko, Cat. No. M0221.0050), sacharézy (10 g I%), pufru MES (190,5 mg I'%;
2-(N-morpholino)ethansulfonova kyselina, Serva, Némecko, Cat. No. 29834,02)
a destilované vody (dH20). Vysledna hodnota pH pfipraveného média byla upravena
1M KOH na 6,1. Takto pfipravené médium bylo poté po 400 ml pfeneseno do lahvi
a ztuzeno fytoagarem (7 g I') a nasledné sterilovano v parmim autoklavu. Procesem
sterilizace v autoklavu se vysledna hodnota pH snizuje na pro rostliny optimalni
hodnotu 5,7.

3.2.2 Rustové experimenty

3.2.2.1 Vysev semen

Pro ucely rastovych experimentd bylo navazeno od kazdého genotypu 4 az 8 mg semen
(2 mg = cca 100 semen) do mikrozkumavek a zalito po 1,5 ml dH,O. Takto byla semena
v mikrozkumavkach pfenesena do lednice a pfi 5 °C ponechana 3 dny stratifikovat.

Po stratifikaci byl (jiz vlaminarnim boxu) povrch semen vysterilizovan.
Z mikrozkumavky byla automatickou pipetou odstranéna voda a byl pfidan fedény roztok
Sava (chlornan sodny obsahujici 1,5 % aktivniho chloru), ktery byl ponechan 25 minut
pusobit. Poté byl roztok Sava odebran a semena byla 5 az 6krat promyta sterilni dH-O.

Samotny vysev probihal taktéz v laminamim boxu. Pomoci automatické pipety se

sterilnimi Spi¢kami, které mély sterilnim skalpelem upraveny priimér vytokového otvoru,
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byla semena vSech 4 genotypu vysazovana do samostatnych kulatych plastovych
a sterilnich Petriho misek (primér 90 mm) na tuhé kultivatni MS médium
(cca 100 semen/miska). Misky byly nasledné dvakrat oblepeny paskou z netkané textilie
(Softpore, CR) a popsany. Semena byla takto ponechana kligit v automatizované rdstové
komofie (Microclima 1000E, Snijders Scientific, Nizozemsko) ve tmé pfi teploté 23 °C po
dobu 3 az 4 dnu. Petriho misky se semeny byly zabaleny do alobalu a umistény ve vertikalni

poloze do riistové komory

3.2.2.2 Transfer vyklicenych rostlin

Pfed samotnym transferem byly v laminarnim boxu pfipraveny Petriho misky s MS médiem
s obsahem chloridu sodného o danych koncentracich (0, 50, 100, 150 mmol I''). Pfedem
pfipravené MS médium, rozehfaté v mikrovinné troub&, bylo v Erlenmeyerové barnce
michano se zasobnim roztokem chloridu sodného o koncentraci 5 mol I'* do 160 ml (Tab. 1)
a poté rozlévano do Petriho misek po 20 ml (jedna koncentrace NaCl pro 4 genotypy krat

2 svételné podminky = 160 ml).

Tab. 1. Objem zasobniho roztoku chloridu sodného o koncentraci 5 mol I'* obsazeny ve 160 ml média pro
pozadovanou koncentraci.

pozadovana koncentrace NaCl [mmol |}] objem zasobniho roztoku NaCl [ml]
50 1,6
100 3,2
150 4.8

Taktéz v laminarnim boxu pak byly pomoci sterilni pinzety transferovany vykli¢ené
rostliny tak, aby kazda miska obsahovala stejny pocet pfiblizné stejné velkych rostlin.
Rostliny byly na misky kladeny do jedné fady po 3 az 10 (podle mnozstvi vykli€enych semen
v daném experimentu) tak, aby jejich hranice kofene a hypokotylu spocivala v jedné pfimce,
a aby byly jednotlivé hypokotyly vuéi sobé& rovnobézné natazeny. Petriho misky byly
nasledné dvakrat oblepeny paskou z netkané textilie (Softpore, CR), fadné& popsany
a pferozdéleny do skupin podle pfislusné svételné podminky. Misky uréené pro modré
svétlo byly usazeny do stojani a misky uréené pro tmu byly vertikalné zabaleny do alobalu
a nasledné byly vSechny pfeneseny do automatické rustové komory (Microclima 1000E,
Snijders Scientific, Nizozemsko). Zde byly rostliny ponechany 7 dna kultivovat pfi 23 °C.
Zdrojem modrého svétla s maximalni intenzitou osvétleni 10 pmol m2 s byla zafivka
Philips TLD-36W/18-Blue.
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3.2.2.3 Méfeni rostlin a zpracovani vysledku

Po 7 dnech kultivace byly u kazdé rostliny pomoci pravitka zméfeny s pfesnosti na 1 mm
délky kofene a hypokotylu a vysledky byly zaznamenany do tabulek. Z danych hodnot byly
nasledné v programu Microsoft Excel vypocitany primémeé délky kofene a hypokotylu.
Experiment byl takto opakovan celkem 9krat. Pomoci stejného programu pak byly v jednom
souboru primémé vysledky jednotlivych experimentl celkové zprimeérovany, vypoctena
smérodatna odchylka, standardni chyba a procentualni inhibice. Vysledné hodnoty pak byly

pfevedeny jesté do grafické podoby.

3.2.3 Experimenty s fototropismem pfi plsobeni chloridu sodného

3.2.3.1 Vysev semen

Pro fototropické experimenty byla vysévana pouze semena genotypu gl-1 (WT). VZdy bylo
navazeno cca 400 semen, ktera nebyla stratifikovana, ale byla rovnou sterilizovana
(viz, 3.2.2.1) a vysévana v laminarnim boxu do Petriho misek s kultivaénim MS médiem
(cca 100 semen/miska). Petriho misky s vysetymi semeny byly nasledné zalepeny paskou
z netkané textilie (Softpore, CR), Fadné popsany a umistény vertikalné ve stojanech do
automatické rastové komory (Microclima 1000E, Snijders Scientific, Nizozemsko). Zde byly
rostliny ponechany kli€it 2 az 3 dny pfi 23 °C. Zdrojem modrého svétla s maximalni
intenzitou osvétleni 10 pmol m2s? pfi vinové délce 440 nm byla zafivka Philips
TLD-36W/18-Blue.

Po 2 az 3 dnech na modrém svétle byly Petriho misky s vykli¢enymi semeny presunuty
do automatické rlstové komory (Microclima 1000E, Snijders Scientific, Nizozemsko)
s Eervenym osvétlenim. Zdrojem Cerveného svétla s maximalni intenzitou osvétleni pfi
10 pymol m2s? pfi vinové délce 660 nm byla zafivka Philips TLD36W/15-Red. Zde byly
rostliny péstovany 4 az 5 dn pfi 23 °C.

3.2.3.2 Transfer vyklicenych rostlin

Pfed samotnym transferem byly v laminarim boxu pfipraveny velké, &tvercové Petriho
misky (100 x 100 mm) s MS médiem s obsahem chloridu sodného o danych koncentracich
(0 a 50 nebo 0 a 100 mmol I1). Pfedem pfipravené MS médium, rozehiaté v mikrovinné
troubé, bylo v Erlenmeyerové barice michano se zasobnim roztokem soli o koncentraci
5 mol It do 180 ml (Tab. 2) a poté rozlévano do Petriho misek po 60 ml (jedna koncentrace

soli pro 3 misky = 180 ml).
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Tab. 2. Objem zasobniho roztoku chloridu sodného o koncentraci 5 mol I'* obsazeny ve 180 ml média pro
pozadovanou koncentraci.

pozadovana koncentrace NaCl [mmol | 1] objem zasobniho roztoku NaCl [ml]
50 1,8
100 3,6

Nasledné byly v laminarnim boxu sterilni pinzetou pfeneseny vykli¢ené rostliny na
médium v Petriho miskach tak, aby kazda miska obsahovala stejny pocet (6 az 8) pfiblizné
stejné velkych rostlin. Ty byly na médium pokladany do uhlopfi¢ky od levého spodniho
k pravému hornimu rohu tak, aby si vzajemné nezastifiovaly oblast kotyledon a horni
tfetiny hypokotylu pfi ozafeni zlevé strany. Zaroven si byly hypokotyly vzajemné
rovnob&zné. Petriho misky byly nasledné zalepeny na levé strané parafilmem (P-lab, CR)
pro jednodu$si priichod svétla a paskou z netkané textilie (Softpore, CR) na zbylych tfech
stranach a fadné popsany. Nasledné byly Petriho misky vertikalné umistény do stojanu
a v temné mistnosti byly vystaveny pfimo¢arému modrému svétlu po dobu 24 h pfi 20 °C.
Zdrojem modrého svétla byl pas modrych LED diod. Svételné spektrum LED diod bylo
méfeno v oblasti vinovych délek 326 az 790 nm prof. RNDr. Janem NauSem, CSc.,
z Katedry biofyziky PfF UPOL. Maximalni kvantum ozarenosti bylo zjisténo pfi 460 nm

a vypocitana celkova ozarenost byla 0,55 pmol m2 s (Obr. 9).
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Obr. 9. Kvantoveé spektrum pouzitych LED diod. Kvantum ozarenosti bylo méfeno v oblasti vinovych délek 326
az 790 nm. Maximalni kvantum ozarenosti bylo naméfeno pfi 460 nm. V experimentu bylo pouzito minimalni
jako 0,55 ymol m2 s1. Ostatni spektra podle snizujiciho se nastaveni LED diod: spektrum 15: 57,3 umol m? s,
spektrum 16: 42,2 pmol m2s?, spektrum 17: 28,0 pmolm?s?, spektrum 18: 13,7 pmolm?s?
(obrazek poskytnul prof. RNDr Jan Naus CSc., z Katedry biofyziky PfF UPOL).
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3.2.3.3 Zpracovani vysledku

Po 24 h byly jednotlivé rostliny o€islovany a byly pofizeny fotografie fototropickych ohybu.
Z fotografii byl pak v pocitatovém programu MB-Ruler zméfen uhel ohnuti hypokotylu
s pfesnosti na 1°. Zaroven byla u kazdé rostliny zmérena délka hypokotylu s pfesnosti na
1 mm. Vysledky byly zaznamenany do tabulek a v programu Microsoft Excel z nich byly
vypoéteny pramérné hodnoty. Experiment se opakoval 3krat pro 0 a 50 mmol I i pro
0 2100 mmol I*. Pramérné vysledky jednotlivych experimentld byly nasledné opét
zprimérovany a byla urena jejich smérodatna odchylka, standardni chyba a procentualni

inhibice ristu. Vysledné hodnoty pak byly jesté prfevedeny do grafické podoby.

3.2.4 Experimenty s fototropismem pfi plsobeni chloridu sodného
a fluridonu

3.2.4.1 Vysev semen

Vysev semen a jejich nasledna kultivace na modrém svétle probihala stejné jako

v pfedchozim pfipadé (viz. 3.2.3.1)

3.2.4.2 Transfer vyklicenych rostlin

Pfed samotnym transferem byly v laminarmim boxu pfipraveny velké, ¢tvercové Petriho
misky (100 x 100 mm) s MS médiem s obsahem chloridu sodného a/nebo inhibitoru ABA
fluridonu o koncentracich (0, 100 mmol I'* chloridu sodného a/nebo 10, 20 nebo 30 ymol I*
fluridonu). Pfedem pfipravené MS médium rozehiaté v mikrovinné troubé bylo
v Erlenmeyerové barice michano se zasobnim roztokem soli o koncentraci 5 mol I a/nebo
zasobnim roztokem fluridonu o koncentraci 0,1 mol It do 120 ml (Tab. 3) a poté rozlévano

do Petriho misek po 60 ml (jedna koncentrace NaCl a/nebo fluridonu pro 2 misky = 120 ml).

Tab. 3. Objem zasobniho roztoku chloridu sodného o koncentraci 5 mol I a/nebo zasobniho roztoku fluridonu
o koncentraci 0,1 mol I* obsazeny ve 120 ml média pro pozadovanou koncentraci 100 mmol I'* NaCl a/nebo
10 uymol I, 20 ymol I nebo 30 ymol I* fluridon.

objem zasobniho objem zasobniho

médium s obsahem NaCl a/nebo fluridonu roztoku NaCl roztoku fluridonu
[ml] [p]
NaCl (100 mmol ') 2,4 X
fluridon (10 ymol I) X 12
NaCl (100 mmol I't) + fluridon (10 pmol I'%) 2,4 12
fluridon (20 ymol I') X 24
NaCl (100 mmol I't) + fluridon (20 pmol I'%) 2,4 24
fluridon (30 pymol I') X 36
NaCl (100 mmol I'Y) + fluridon (30 pmol I'%) 2,4 36
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Nasledné probihal samotny transfer vyklicenych rostlin v laminarnim boxu podobné
jako v pfedchozim pfipadé (viz. 3.2.3.2.). Pro kazdou podminku (0, NaCl, fluridon, NaCl +
fluridon) byly pfipraveny 2 misky, na které byly rozlozeny rostliny do uhlopfi¢ky, rovnobézné
svymi hypokotyly tak, aby byly vystaveny pfimo¢arému modrému svétlu z levé strany.
Na rozdil od pfedchozich experimentld zde byly pfi transferu jednotlivé rostliny o&islovany
a byly jim zméfeny hypokotyly s pfesnosti na 1 mm a tyto udaje byly zaznamenany do
tabulek.

3.2.4.3 Zpracovani vysledku
Po 24 h byly pofizeny fotografie fototropického ohybu kazdé rostliny. Z fotografii byl pak

v poCitaCovém programu MB-Ruler ur€en uhel ohnuti hypokotylu s pfesnosti na 1°.
Soucasné byly u rostlin opét zméfeny délky hypokotyll s pfesnosti na 1 mm, z ¢ehoz byl
nasledné v programu Microsoft Excel vypocitan pfirlistek hypokotylu u kazdé z rostlin.
Nasledné byly vypocteny primérné ohyby hypokotylu a pFiristky hypokotylu v zavislosti na
podminkach. Experiment se opakoval 2krat pro kazdou koncentraci fluridonu a vysledky

byly pfevedeny také do grafické podoby.
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4 Vysledky

Uloha jednotlivych fototropind v reakci na zasoleni chloridem sodnym byla hodnocena na
zakladé analyzy mutantd photl, phot2 a photl/phot2 defektnich genech kddujicich tyto
fotoreceptory. Byla méfena mira inhibice rlstu hypokotylu i kofene v zavislosti na
koncentraci zasoleni, kdy &ast rostlin byla vystavena modrému svétlu a ¢&ast byla
ponechana ve tmé. Hodnotila se rozdilna inhibice hypokotylu i kofene rdznych mutantd vaci
kontrolnimu genotypu gl-1 na modrém svétle a zarover se u rostlin rostoucich ve tmé
hodnotil vliv zasoleni bez zapojeni aktivovanych fototropin. Vysledkem rastovych
experimentud tak bylo uréeni funkce jednotlivych fototropinu v rostlinnych reakci k zasoleni
chloridem sodnym.

Mozny vliv zasoleni na fototropickou reakci, respektive funkci signalizace fotoreceptoru
photl a uloha ABA vtomto procesu, pak byly testovany ve fototropickych pokusech.
Rostliny WT byly puvodné vystavovany zasoleni chloridem sodnym a nasledné byl uréen
rozdil mezi fototropickym ohybem pfi stresovych a normalnich podminkach. V dalsi ¢asti
fototropickych pokusU byly rostliny vystavovany kromé soli také inhibitoru biosyntézy ABA
fluridonu, ¢imz byla uréena mozna role ABA v inhibici fototropické reakce pfi zasoleni.
Méfeni délky hypokotyll zde slouzilo k objasnéni, zdali je inhibice fototropické reakce
vlivem zasoleni chloridem sodnym zplsobena pouhou inhibici rostlinného rastu, nebo jestli
je zasolenim néjakym zpusobem ovlivnéna samotna signalizace phot1 a na ni navazané
kroky. Vzhledem k pouzité intenzité modrého svétla 0,5 pymol m2s? byla v téchto

procesech studovana pouze uloha fotoreceptoru phot1.

4.1 RuUstové experimenty

411 gl-1

Kontrolni genotyp gl-1 vykazoval postupné zkracovani hypokotyl( v reakci na zvySujici se
zasoleni chloridem sodnym. Rostliny kultivované ve tmé mély celkové delSi hypokotyly nez
rostliny péstované na modrém svétle, a to pfi vSech koncentracich zasoleni. V reakci
k zasoleni se vSak délka jejich hypokotylu snizovala rapidnéji (Obr. 10).

Procentualni inhibice rdstu hypokotylu byla u rostlin kultivovanych ve tmé vyrazné vyssi
nez u rostlin rostoucich na modrém svétle, a to na vSech koncentracich chloridu sodného.
Takze zatimco u rostlin kultivovanych na modrém svétle dosahovala inhibice hypokotylu na
nejvyssi koncentraci chloridu sodného (150 mmol %) pfiblizné 40 %, tak u rostlin rostoucich

ve tmé na stejné koncentraci pfesahla inhibice hodnotu 70 % (Obr. 11).
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4.1.2 photl

Ve srovnani s kontrolnim genotypem gl-1 vykazovaly mutantni rostliny photl s nefunkénimi
fotoreceptory phot1 velmi podobné vysledky. Rostliny kultivované ve tmé& i na modrém
svétle na zadné ztestovanych koncentraci chloridu sodného nevykazovaly zasadni

odliSnosti v délkach svych hypokotyll oproti kontrolnimu genotypu (Obr. 10).

Vzhledem k podobnym vysledkim délek hypokotyll byla i procentualni inhibice jejich
ristu v reakci k zasoleni podobna. Zatimco ale u rostlin kultivovanych ve tmé byla mira
inhibice hypokotylu témé&r totozna s kontrolnim genotypem, tak u rostlin kultivovanych na
modrém svétle bylo mozné pozorovat lehké, i kdyz statisticky neprikazné zvyseni inhibice

na v8ech koncentracich chloridu sodného (Obr. 11).
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Obr. 10. Délky hypokotyld [mm] genotypt gl-1, photl, phot2 a phot1/phot2 po sedmi dnech kultivace ve tmé (D)
nebo na modrém svétle (BL) na MS médiu obsahujicim chlorid sodny o koncentraci 0, 50, 100 a 150 mmol I,
Vysledky predstavuji primérné hodnoty délek hypokotyll + SE vypocitanych z 8 (D) nebo 9 (BL) nezavislych
experimentd.
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Obr. 11. Inhibice délky hypokotylu [%] po 7 dnech kultivace ve tmé (D) nebo na modrém svétle (BL) na MS
médiu obsahujicim chlorid sodny o koncentracich 50, 100 a 150 mmol I'* u kontrolniho genotypu gl-1
a mutantnich genotypu photl, phot2 a photl/phot2. Vysledky pfedstavuji primérnou procentualni inhibici rdstu
hypokotylll + SE oproti kontrole na nulovém zasoleni vypoc¢itanou z 8 (D) nebo 9 (BL) nezavislych experiment.

4.1.3 phot2

Mutantni rostliny phot2, které maji defekt ve fotoreceptorech phot2, vykazovaly oproti gl-1
ve tmé i na modrém svétle vySSi nartst hypokotyll pfi koncentracich chloridu sodného
0,50i 100 mmol It. Pomérné vyrazny byl v8ak tento narlist pouze u koncentrace
100 mmol I'* na modrém svétle a u nulové koncentrace na obou svételnych podminkach
(Obr. 10).

Rlst hypokotylu byl u phot2 oproti kontrolnimu genotypu méné inhibovan u zasoleni
o koncentraci 100 mmol It ve tmé&. Oproti tomu na modrém svétle byla inhibice hypokotylu
phot2 vy$si nez inhibice hypokotylu gl-1 pfi zasoleni 50 a 150 mmol It. Opét vSak statisticky
neprikazné (Obr. 11).

4.1.4 photl/phot2

Dvojity mutant photl/phot2, ktery nema funkéni ani jeden z fototropinl, vykazoval mirné
zvyseny rust hypokotyl ve tmé v podminkach zasoleni, pomérné vyrazné bylo toto zvySeni
naméfeno pouze u koncentrace chloridu sodného 50 mmol It. Oproti tomu na modrém
svétle dosahovaly hypokotyly photl/phot2 podobnych velikosti jako gl-1, kromé nejvySsi
koncentrace zasoleni (150 mmol I), kdy byly mutantni hypokotyly dokonce krat$i (Obr. 10)

Procentualni inhibice ristu etiolovanych hypokotylu pak byla u photl/phot2 nizsi nez
inhibice hypokotylu gl-1 na v8ech koncentracich chloridu sodného. Oproti tomu na modrém
svétle byla tato inhibice rustu hypokotylu vy$si na testované koncentraci 150 mmol I'X. | zde

vSak vysledky nebyly statisticky prikazné (Obr. 10).
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4.2 Fototropické experimenty

4.2.1 Experimenty s chloridem sodnym

V prvni Casti fototropickych experimentd byl prokazan negativni vliv zasoleni na vznik
fototropické reakce u rostlin genotypu gl-1. Rostliny na kontrolni nulové koncentraci soli
vykazovaly po 24h pasobeni horizontalniho ozafovani modrym svétlem primérny
fototropicky ohyb pfesahujici 30°. Pfi zasoleni 50 mmol I jiz bylo pozorovano jisté snizeni
fototropického ohybu a primérna inhibice zde presahla 20 %. Celkové vSak snizeni
fototropické reakce pfi této koncentraci NaCl nebylo statisticky prdkazné. Oproti tomu
pokusy s koncentraci 100 mmol I jiz statisticky prikazné byly a fototropicky ohyb se zde
snizil o téméf 69 % na pramérnou hodnotu 10,58° (x 2,06) (Obr. 12A).

Méfeni délek hypokotylt nepfineslo zadné smérodatné vysledky. Ackoliv se celkova
délka hypokotylu se zvySujici koncentraci soli mirné snizovala, vysledné inhibice byly pouze

v jednotkach procent a vysledky tak nebyly statisticky prikazné (Obr. 12B).
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Obr. 12. Pramérny Uhel [?] (A) a délka hypokotylu [mm] (B) genotypu gl-1 po 24 hodinach kultivace na
horizontalnim modrém svétle na MS médiu obsahujicim chlorid sodny o koncentracich 0, 50 a 100 mmol |2,
Vysledky predstavuji primérné hodnoty uhld a délek hypokotyld + SE ziskanych ze 7 (0) nebo 3
(50 a 100 mmol I't) nezavislych experimentu; * = signifikantné odli$né od kontroly 0 (studentuv t test: p < 0,05).

4.2.2 Experimenty s chloridem sodnym a fluridonem

V druhé ¢&asti fototropickych experimentl byl prokazan negativni vliv zasoleni na vznik
fototropické reakce, a to do jisté miry nezavisly na inhibici ristu hypokotylu. Zaroven byl
také prokazan pozitivni vliv inhibitoru syntézy ABA fluridonu na fototropickou reakci jak pfi
zasoleni, tak pfi kontrolnich podminkach s nulovou koncentraci chloridu sodného. Oproti
predchozim experimentim zde nebyla méfena celkova délka hypokotylu, ale pouze jeho
prirGstek za 24 h plsobeni horizontalniho modrého svétla a zasoleni chloridem sodnym

a/nebo ovlivnéni fluridonem.
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10 ymol I, nebyl zaznamenan statisticky prikazny rozdil mezi rostlinami ovlivnénymi
a neovlivnénymi fluridonem. Primérny uhel fototropického ohybu se u kontrolnich rostlin
a stejné tak u rostlin ovlivnénych pouze fluridonem pohyboval okolo 30°. Oproti tomu
u rostlin ovlivnénych zasolenim (100 mmol I'!) byla fototropicka reakce silné inhibovana,
bez ohledu na pfitomnost fluridonu (Obr. 13A a 13C).

Prirastek hypokotylu se podobné jako jeho ohyb vlivem zasoleni vyrazné snizil, a to
bez vyrazného rozdilu mezi rostlinami ovlivnénymi a neovlivnénymi fluridonem (Obr. 13B

a Obr. 13D).
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Obr. 13. Uhel [°] (A, Exp. 1; C, Exp. 2) a pfirtstek hypokotylu [mm] (B, Exp. 1; D, Exp. 2) gl-1 po 24 hodinach
kultivace na horizontalnim modrém svétle na MS médiu obsahujicim chlorid sodny o koncentraci 100 mmol I
a/nebo fluridonem o koncentraci 10 pmol I'*. Hodnoty predstavuji primérné vysledky dvou jednotlivych
experimentl = SE; a = signifikantné odliSné od kontroly 0 (studentlv t test: p < 0,05).
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V nasledujicich dvou experimentech byl pozorovan vliv fluridonu o koncentraci
20 umol I* na fototropickou reakci pfi zasoleni. V obou experimentech sice mély rostliny
ovlivnéné zasolenim (100 mmol I*) silné inhibovanou fototropickou reakci oproti kontrole,
ovSem rostliny, které byly zaroveri ovlivnény fluridonem mély vétsi fototropicky ohyb nez ty,
které byly ovlivnény pouze soli (Obr. 14A a Obr. 14C). OvSem pouze v jednom z téchto
experimentd byl tento rozdil statisticky prikazny (Obr. 14A)

Na rozdil od fototropické reakce, na inhibici pfirGstku hypokotylu vlivem zasoleni
neméla vySsi pouZitd koncentrace fluridonu vliv. Stejné jako u koncentrace fluridonu
10 mmol I, tak i vtomto experimentu nebyl naméfen statisticky prikazny rozdil mezi

rostlinami ovlivnénymi a neovlivnénymi fluridonem (Obr. 14B a Obr. 14D)
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Obr. 14. Uhel [°] (A, Exp. 1; C, Exp. 2) a pfirastek hypokotylu [mm] (B, Exp. 1; D, Exp. 2) gl-1 po 24 hodinach
kultivace na horizontalnim modrém svétle na MS médiu obsahujicim chlorid sodny o koncentraci 100 mmol I
a/nebo fluridonem o koncentraci 20 umol I1. Hodnoty predstavuji primémé vysledky dvou jednotlivych
experimentd + SE; a = signifikantné odliSné od kontroly 0, b = signifikantné odliSné od zasoleni NaCl
(100 mmol I'Y) (studentlv t test: p < 0,05).
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Vliv zablokované ABA syntézy na fototropickou reakci byl finalné prokazan v posledni
dvojici experimentli, tentokrat s koncentraci fluridonu 30 umol I*. Oba tyto experimenty
vykazaly velmi podobné vysledky a v obou doSlo ke zmirnéni inhibicniho efektu zasoleni
(100 mmol IY) na fototropickou reakci. Rostliny, které byly ovlivnény chloridem sodnym
i fluridonem, zde vykazovaly statisticky prikazné zvétSeni fototropického ohybu oproti
rostlinam ovlivnénych pouze chloridem sodnym (Obr. 15A, Obr. 15C a Obr. 16). Zaroven
v obou experimentech doslo ke statisticky prikaznému zvétSeni fototropického ohybu
oproti kontrolnim rostlindm u rostlin ovlivnénych pouze fluridonem, a to o nékolik desitek
procent.

Stejné jako u pfedchozich dvou pouzitych koncentraci, i v tomto experimentu nebyl
nameéfen statisticky prakazny rozdil pfiristku hypokotylu mezi rostlinami ovlivnénymi

a neovlivnénymi fluridonem, a to bez ohledu na zasoleni (Obr. 15B a 15D).
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Obr. 15. Uhel [°] (A, Exp. 1; C, Exp. 2) a pfirtstek hypokotylu [mm] (B, Exp. 1; D, Exp. 2) gl-1 po 24 hodinach
kultivace na horizontalnim modrém svétle na MS médiu obsahujicim chlorid sodny o koncentraci 100 mmol I
a/nebo fluridonem o koncentraci 30 ymol I't. Hodnoty predstavuji primérné vysledky dvou jednotlivych
experimentd + SE; a = signifikantné odliSné od kontroly 0, b = signifikantné odliSné od zasoleni NaCl
(100 mmol I'Y) (studentlv t test: p < 0,05).
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| NaCl + FLU

BL —>

Obr. 16. Fototropicka reakce 7 dnu starych rostlin Arabidopsis genotypu gl-1 po 24 h vystaveni horizontalnimu
modrému svétlu (BL) a zasoleni chloridem sodnym (100 mmol I'*) a/nebo fluridonu (30 umol I'1).
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5 Diskuze

Jak jiz bylo zminéno v teoretické Casti této bakalarské prace, fototropiny jsou fotoreceptory
modrého svétla, které jsou primarné zodpovédné za fototropické reakce rostlin. V tomto
procesu je na jejich signalizaci navazana cela fada signalnich komponent a stejné tak je
jejich signal ovliviiovan fadou dalSich modulator(i skrze signalizaci jinych fotoreceptort
nebo fytohormonu. Soucasné jsou fototropiny kromé fototropismu zainteresované také do
otevirani praduchu, pfesunl chloroplastl a rané fotomorfogeneze. Tato prace si kladla za
cil vysvétlit, jestli a jakym zpusobem se u Arabidopsis fototropiny podileji na toleranci
hypokotylu k abiotickému stresu, konkrétné k zasoleni chloridem sodnym, a naopak jakym
zpusobem bude samotna fototropicka reakce hypokotylu ovlivnéna zasolenim a jakou roli

zde mu0ze hrat rostlinny ,hormon stresu® ABA.

5.1 RduUstové experimenty

PFi rlstovych pokusech s mutantnimi genotypy photl, phot2 a photl/phot2 a kontrolnim
genotypem gl-1 (WT) byl potvrzen inhibi¢ni efekt zasoleni na prodluzovani hypokotylu. Ten
se s kazdym navySenim koncentrace chloridu sodného zvySoval u rostlin kultivovanych ve
tmé i na modrém svétle. Rostliny kultivované ve tmé vykazovaly celkové vétsi vzrist
hypokotylt nez rostliny kultivované na modrém svétle — to je zplsobeno etiolovanym
ristem, pfi kterém rostlina syntetizuje zvySené mnozstvi ristového hormonu auxinu. Podle
predpokladu u etiolovanych semenackl prenesenych na modré svétlo dochazelo k inhibici
ristu hypokotylu. Inhibice ristu modrym svétlem nastava v prvnich sekundach az zhruba
30 minutach prostrednictvim fotoreceptoru phot1 (Parks et al., 1998; Folta and Spalding,
2001), kdezto inhibici ristu v nasledujicim ¢ase pfebiraji dalSi fotoreceptory modrého svétla
— kryptochromy (Gangappa a Botto, 2016). Kryptochromy se nachazeji v jadfe a po ozareni
modrym svétlem spousti kaskadu déju, které usti v inhibici COP1 E3 ubiquitin ligasy
a naslednou zvyS$enou aktivitu transkripéniho faktoru HY5, ktery fidi expresi gent nutnych
pro fotomorfogenezi. Redukce prodluzovani hypokotylu vlivem HY5 je zprostfedkovana
celou fadou déjl, jako je pfima represe syntézy giberelin(, potlaceni syntézy auxinu skrze
zvyseni aktivity DELLA proteinl, zvy$ena exprese inhibitorll auxinu nebo snizena exprese
expansind a mnoho dalSich (Gangappa and Botto, 2016). Samotna tato skutecnost
vysvétluje, pro¢ na kontrolni nulové koncentraci chloridu sodného dosahovaly rostliny
kultivované ve tmé vyrazné delSich hypokotylt nez rostliny kultivované na modrém svétle.
V naSich experimentech byly hypokotyly etiolovanych rostlin inhibovany chloridem sodnym
relativné méné nez rostliny rostouci na modrém svétle. To miaze byt vysvétleno tim, ze
vyrazny rast hypokotylu je jiz inhibovan samotnym modrym svétlem a nasledné zasoleni jiz

nesnizuje délku hypokotylu tolik jako u rostlin etiolovanych.
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Samotné zasoleni muze inhibovat rlst hypokotylu minimalné z ¢asti stejnym
mechanismem jako de-etiolizace skrze kryptochromy. Velka ¢ast vySe popsanych déju totiz
probiha skrze aktivaci exprese jiného transkripcniho faktoru ABI5. Ten je aktivovan jak
pomoci HY5, tak vlivem SnRK2 fizenych ABA, ktera je syntetizovana v reakci na stres.
Samotna ABA pak v hypokotylech maze pfispivat k inhibici prodluzovani jesté inhibici
membranovych H*/ATPas (Emenecker and Strader, 2020).

O fototropinech je znamo, Ze jsou schopné aktivovat nékteré membranové H*/ATPasy
(Kinoshita and Hayashi, 2011), taktéz zvySuji cytosolickou koncentraci vapenatych iontd,
oteviraji priduchy nebo také mohou modulaci kofenového riastu zvySovat odolnost rostlin
k suchu (Galen et al., 2007). Pfi pokusech s recesivnim mutantem photl, ktery ma defekt
ve fotoreceptoru photl, vSak nebyl naméfen statisticky prikazny rozdil v uc€inku chloridu
sodného na prodluzovani hypokotyld mezi mutantem photl a kontrolnim genotypem gl-1.
Z tohoto duvodu nelze mirné zvySeni inhibice rdstu hypokotylu photl vlivem zasoleni na
modrém svétle povazovat za smérodatné. Z téchto vysledkl Ize tedy vyvodit zaver, ze
fotoreceptor phot1 neni vyznamné zapojen v reakci hypokotylt Arabidopsis k zasoleni.

Mutantni rostliny phot2 i photl/phot2 vykazovaly vy$Si inhibici rlstu hypokotylu ve
srovnani s inhibici u kontrolniho genotypu gl-1, pfedevS§im pfi koncentracich
50 a 150 mmol I't. Z téchto vysledk( by bylo mozné vyvodit zavér, ze modré svétlo skrze
phot2 zvySuje u Arabidopsis toleranci hypokotylu k zasoleni. AvSak statistické vypocty
(t-test) ukazaly, ze rozdil mezi prGmeérnou inhibici ristu hypokotylu gl-1 a mutanty phot2
a phot1/2 neni statisticky prikazny, i kdyz se rozdily pohybovaly na hranici prikaznosti pfi
p = 0,05. Vzhledem k tomu, Ze bylo provedeno relativné malo experimentd (4 az 9,
v zavislosti na genotypu a koncentraci chloridu sodného), budou muset byt tyto vysledky
v budoucnu ovéfeny dalSimi experimenty.

Role photl v téchto procesech zlstava neobjasnéna. Ackoliv vysledky od Bordacova
(2019) naznaduiji, ze by signalizace phot1 mohla mit tlohu v toleranci hypokotylu k zasoleni
podobné jako signalizace phot2, tak vysledky této prace se pfiklani spiSe na stranu toho,
ze se phot1 na tomto procesu nepodili. Zplsob, jakym phot2 a potazmo i phot1 ovliviuji
reakce hypokotyll ke stresu, vSak zUstava neznamy.

Mezi mozné mechanismy by bylo mozné zaradit schopnost fototropin aktivovat
nékteré typy membranovych H*/ATPas (Kinoshita and Hayashi, 2011). Jejich funkce je totiz
potfebna nejen pro elongaci bunék hypokotylu, ale také pro funkci SOS systému, ktery
odstranuje toxické sodné ionty z buriky. Zaroven jsou H/ATPasy konkrétné v hypokotylech
prokazatelné inhibovany ABA. Vliv fototropinii na membranové H*/ATPasy v burikach

elongacni zény hypokotylu vSak doposud nebyl prostudovan.
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Dal$im moznou variantou vlivu fototropinG na rostlinnou reakci k zasoleni je jejich
interakce s COP1. Mao et al. (2005) nebo Jeong et al. (2010) uvadi, Ze fototropiny jsou
stejné jako kryptochromy negativnimi regulatory COP1. Potlaéenim COP1 se tak tyto
fotoreceptory podileji na fotomorfogenezi nebo svétlem indukovaném otevirani priduchd.
Kromé toho se COPL1 v jadfe ucastni taktéz interakce se SUMO E3 ligasou SIZ1 (SAP
and mlZ-finger domainl). Ve tmé sice SIZ1 sumolyzuje COP1 a zvysSuje tim jeho
ubiquitinaCni aktivitu, pfi delSim ozafeni vSak COP1 naopak ubiquitinuje SIZ1 a ten je
nasledné degradovan ve 26S proteazomu (Lin et al., 2016). Miura a Nozawa (2014) pak
prokazali, ze S1Z1 zvySuje toleranci Arabidopsis k zasoleni, a to v€etné hypokotylu. Je tedy
mozné, Ze signalizace modrého svétla skrze fototropiny a kryptochromy zvySuje aktivitu
S1Z1 na ukor COP1 a tim zvysuje toleranci hypokotylll Arabidopsis k zasoleni.

Mezi dalSimi moznymi misty pusobeni fototropinl v rostlinnych reakcich na stres ze
zasoleni stoji za zminku jesté fototropiny indukované otevirani priduchl. Ty se vlivem
osmotického stresu zaviraji, aby zabranily ztratam vody. V rostliné vSak nasledné dochazi
k zastaveni fotosyntézy a toxické kumulaci ROS. Ackoliv se vlivem zvySené koncentrace
sodnych iontd v apoplastu priduchy opét oteviraji (Yu and Assmann, 2016), omezena &i
zcela inhibovana schopnost svétlem indukovaného otevirani prdduchd by mohla mit vliv na
toleranci hypokotylu Arabidopsis k zasoleni.

Dlvod, pro¢ se jisty rozdil v toleranci hypokotylu k zasoleni projevil pouze u phot2
a photl/phot2, mize souviset s pouzitou intenzitou modrého svétla — 10 umol m?2 s, pfi
které se signalizace fototropinu stava vice zavislou na phot2. Zaroven se muze jednat o vliv
specifického pfesunu phot2 do Golgiho aparatu vlivem ozareni. Na druhou stranu slabé
(a neprukazné) zvyseni inhibice rastu hypokotylu u photl mutantl, spole¢né s vysledky
Bordacové (2019) muze znamenat, Ze se phot1 na procesu tolerance hypokotylu
Arabidopsis k zasoleni ¢astecné taktéz podili a pouze pouzita metodika to nebyla schopna
dostate¢né prokazat. V budoucich experimentech proto navrhuji méfit délku hypokotyld
pfed a po transferu na zasolené médium, a kromé inhibice celkového rustu tak ziskat
i informace o inhibici pfirdstku hypokotylu od vystaveni stresovym podminkam. Zaroven

bude potfeba experimenty provadét ve vice opakovanich.

5.2 Experimenty s fototropismem

V experimentech s fototropismem byl prokdzan inhibi¢ni UCinek zasoleni na vznik
fototropické reakce hypokotylu u Arabidopsis. Pfi koncentraci chloridu sodného 50 mmol I
nebylo sniZeni ohybu hypokotylu jesté dostate¢né prakazné, ale pfi 100 mmol I'* jiz byla

inhibice ohybu statisticky signifikantni.
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Méfeni celkové délky hypokotylu nepfineslo vyrazné rozdily mezi jednotlivymi
zasolenimi, ackoliv byla pozorovatelna jistd mira narustajici inhibice vlivem zvySujici se
koncentrace zasoleni. Na rozdil od rdstovych experimentld byly ve fototropickych
experimentech rostliny vystaveny rliznym miram zasoleni pouze po dobu 24 h, béhem
kterych rostliny nevyrostly o dostate¢né velké pfirlstky tak, aby byl rozdil celkovych délek
hypokotyli smérodatny. V nasledujici ¢asti experimentl s fototropismem tak byly rostliny
meéfeny pfed i po transferu na zasolené médium a nebyla méfena celkova délka hypokotylu,
ale pouze jeho pfirlstek. Z téchto vysledkl bylo mozné Iépe urcit miru inhibice rustu
hypokotylu a do jaké miry je tato inhibice rlstu zodpovédna za inhibici fototropické reakce,
ktera je zprostfedkovana pravé rustem.

Na zakladé zjisténi Eckstein et al. (2016), Zze ABA v nékterych pletivech
posttranskripéné snizuje mnozstvi fototropinl, byly v dalSich experimentech rostliny gl-1
koncentraci fluridonu (10 pmol ') je$té nebyl naméfen signifikantni rozdil mezi rostlinami
ovlivnénymi a rostlinami neovlivnénymi fluridonem. Pfi 20 ymol It v8ak jiz bylo u obou
experimentl (pouze u jednoho vSak statisticky prukazné) zaznamenano zvySeni
fototropického ohybu u rostlin, které byly ovlivnény chloridem sodnym a fluridonem oproti
rostlinam ovlivnénych pouze chloridem sodnym. A pfi nejvy$Si koncentraci fluridonu
(30 ymol I'Y) byl jiz signifikantni rozdil zaznamenan u obou pokusu, a navic byl naméfeno
i signifikantni navySeni fototropického ohybu u rostlin, které byly ovlivnény pouze fluridonem
oproti kontrolnim rostlinam. O to prekvapivéjSi pak byly vysledky méreni pfirlstku
hypokotylu. Ten se podle oCekavani vlivem zasoleni vyrazné snizil, ale ovlivnéni fluridonem
o zadné z pouzitych koncentraci na n&j nemélo vliv. Z téchto vysledkd je tedy mozno
formulovat tvrzeni, Ze vlivem stresu ze zasoleni dochazi u Arabidopis k inhibici
fototropického ohybu hypokotylu, ktera je alespor z &asti nezavisla na inhibici elongace
hypokotylu, a na které se podili ABA signalizace. Samotna inhibice pfirastku hypokotylu
v prvnich 24 h od vystaveni stresu pak zase funguje alespon z Casti nezavisle na ABA.
Vzhledem k zesileni fototropické reakce u rostlin ovlivnénych pouze fluridonem o nejsilngjsi
pouzité koncentraci se také mizeme domnivat, ze pfi nestresovych podminkach muize byt
ABA negativnim regulatorem fototropické reakce hypokotylu u Arabidopsis.

Inhibice fototropického ohybu hypokotylu vlivem zasoleni bude tedy pravdépodobné
zpusobena kombinaci nékolika faktord. Kromé& samotné inhibice bunécné elongace, ktera
byla popsana vySe, a na které je zavisla kazda tropicka reakce, je vlivem zasoleni
pravdépodobné inhibovana i samotna signalizace fototropismu. Jednou z moznych pficin
tohoto jevu by mohla byt snizena exprese fototropinu v rostlinach stresovanych zasolenim.
Tento pfedpoklad podporuji vySe zminéné vysledky Eckstein et al. (2016), ve kterych

pusobeni exogenni ABA, ktera je pfi zasoleni zvySené syntetizovana, posttranskripcné
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snizilo mnozstvi fototropin u Arabidopsis. A stejné tak nedavné vysledky JaroSové (2019)
a Glogarové, Schenkové, Parada a Fellnera (2020, nepublikované vysledky), odhalily ze
zasoleni chloridem sodnym (50 a 70 mmol I) silné inhibovalo expresi PHOT1 a PHOT2
v semenech rajete (Solanum lycopersicum L.), coz by také mohlo byt zpisobeno zvySenou
koncentraci ABA v reakci na stres.

Dal§im moznym vysvétlenim tohoto jevu mize byt vliv ABA na expresi auxinovych
transportérd PIN. Ten byl zatim prokazan pouze u kofen(, ve kterych ovlivnéni ABA nebo
chloridem sodnym zpUsobilo zménu Ilokalizace a snizeni exprese nékterych PIN
transportéru, ustici ve zmény auxinového transportu a s nim spojenou inhibici/modulaci
ristu a tropickych reakci kofene (Lu et al.,2019; Rowe et al., 2016). Jakym zpUlsobem jsou
PIN, ale i ostatni auxinové transportéry ovliviiovany ABA v hypokotylu Arabidopsis v3ak
zatim neni znamo. Vliv ABA na zakladni proteiny signalizani kaskady fototropini vSak
doposud taktéz nebyl prozkouman a neni tedy vylouceno, Ze by i zde ABA mohla pusobit

jako negativni regulator.
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6 Zaveéer

Cilem této bakalarské prace bylo zjistit jestli, a pokud ano, tak jakym zplisobem se receptory
modrého svétla fototropiny podili u Arabidopsis na toleranci hypokotylu k abiotickému
stresu, konkrétné k zasoleni chloridem sodnym. Zarover pak byl zkouman vliv zasoleni na
fototropickou reakci hypokotylu a uloha kyseliny abscisové v tomto procesu.

Ziskané vysledky rastovych pokusu ukazuji, Zze fototropiny, a to minimalné phot2, by
v toleranci hypokotylu k zasoleni mohli pInit funkci pozitivnich modulatord. Mutantni rostliny
phot2, photl/phot2 a &asteéné i photl totiz vykazovaly vysSi procentualni inhibici délky
hypokotylu v disledku zasoleni specificky na modrém svétle. Vysledky se v§ak pohybovaly
tésné na hrané statistické prukaznosti a nelze je tak brat za smérodatné. Vzhledem
k pozorovatelnému trendu ve vysledcich této i nékterych pfedchozich praci pak byly
navrzeny mozné mechanismy zapojeni fototropint do rostlinné tolerance k zasoleni i navrhy
budouciho vylepSeni experimentalni metodiky.

Pomoci fototropickych pokusu pak byl prokazan o¢ekavany inhibi¢ni u€inek stresu pfi
zasoleni na vznik fototropické reakce hypokotylu. Ponékud zajimaveéjSich vysledkua vSak
bylo dosazeno pfi testovani ulohy kyseliny abscisové vtomto procesu. Z vysledku
ziskanych po aplikaci fluridonu, inhibitoru syntézy kyseliny abscisové totiz vyplyva, ze se
kyselina abscisova chova jako negativni regulator fototropické reakce hypokotylu jak pfi
stresovych, tak pfi nestresovych podminkach, a to alespon ¢aste€né nezavisle na inhibici
elongace hypokotylu. Mira inhibice hypokotylové elongace se totiZz po ovlivnéni fluridonem
neménila na rozdil od fototropického ohybu, ktery se inhibici syntézy kyseliny abscisové
zvySoval. V diskuzi byly nastinény mozné vysvétleni téchto vysledku, ale pro potvrzeni
a uplné pochopeni téchto jevd vSak bude potreba jesté dalSich experimentu.

Vysledky predkladané prace tak svym dilem pfispivaji k objasnéni vzajemné
propojenych procesul rostlinné signalizace modrého svétla a abiotickych stres(i. Zaroven
vS8ak pokladaji i mnohé nové otazky a mohou tak poslouzit jako odrazovy mistek mnohych
dalSich experimentd, které je$té bude nutné provést pro upiné pochopeni magického svéta

rostlinné fyziologie.
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8 Seznam pouzitych symbolti a zkratek

ABA
ABCB
ABCG
ABI
ABP1
AK

AKT
AREV/ABF
ARF
ARF-GEF
AUX/IAA
AUX1/LAX
AUXRE
BL

bzIP
CaM
CAMTAL
CAX
COP1
CRL3
CRY
CuL3

D

D6PK
DTX50
ER
EXPA
FLU
FMN
HKT
HY5
IBR5

IP3
KAT1
LEA

LOV
MAPK
MF

MS médium
MT

NHX
NPH3
NRL
NRT

P

PA

kyselina abscisova

ATP-Binding Cassete subfamily B
ATP-Binding Cassete subfamily G
ABA-Insensitive

Auxin Binding Proteinl
aminokyselina

draselny kanal ATK
ABA-Reponsive Element Binding Factor
Auxin-Response Factors

ADP Ribosylation Factor - Guanine-nucleotide Exchange Factor
Auxin/Indole-3-Acetic acid Inducible
AUX1/LIKE AUX

Auxin-Reponse Elements

blue light — modré svétlo

Basic Leucine Zipper (bZIP)
kalmodulin

Calmodulin Binding Transcription Activatorl
tonoplasticky Ca?*/H* antiporter
Constitutive Photomorphogenicl
CUL3 Ring R3 ubiquitin ligase3
kryptochrom

Cullin3a

dark - tma

D6-Protein Kinase

Detoxification Efflux Carrier50)
endoplazmatické retikulum
Expansiny

fluridon

flavinmononukleotid

Hight Affinity Potassium Transporter
Elongated Hypocotyl5
Indole-3-Butyric acid Response5
Inositol-1,4,5-trifosfat

draselny kanal KAT1

Late Embryogenesis Abundant

light oxygen voltage

Mitogen Activated Protein Kinase
mikrofilamenta

Murashige a Skoog médium
mikrotubuly

tonoplasticky Na*/H* antiporter
non-phototropic hypocotyl3
non-phototropic hypocotyl3/root phototropism2-like
Nitrate Tranporter

fosfat

fosfatidova kyselina
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phot fototropin

PHY fytochrom

PID PINOID kinasa

PIN PIN-formed

PKD proteinova ser/thr kinasa fototropinu

PKS phytochrome kinase substrate

PLD fosfolipasa D

PM plazmaticka membrana

PP2C Protein Phosphatase2C

PYL PYR/PYL/RCAR = Pyrabactin Reistance/Pyrabactinl-Like/Regulatory Component of
ABA Receptor

RL red light - Cervené svétlo

ROS Reactive Oxygen Species

RPT2 root phototropism2

SAUR Small Auxin Up RNA

SCaBP8 SOS3-like Calcium Binding Protein8

SCF Skp1-Cullin-F-box

SIZ1 SAP and miZ-finger domainl

SKP2A S-Phae Kinae Associated Protein2A

SLAC1 S-type Anion Channell

SnRK2 Sucrose Nonfermentingl-Related Protein Kinase2

SOS Salt Overlay Sensitive

TIR1/AFB Transport Inhibitor Resistantl/Auxin binding F-Box

TSI Tropic Stimulus-Induced geny

U ubiquitin

WT wild type — kontrolni genotyp

YUC YUCCA geny biosyntézy auxinu
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