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1. Uvod

Svétlo je pro rostliny primarnim zdrojem energie pro fotosyntézu a soucasné moduluje genovou
expresi. U modelové rostliny Arabidopsis thaliana bylo prokézano, ze exprese az 20 % vSech
genu se liSi pfed a po deetiolizaci rostlin. S deetiolizaci je uzce spjat proces fotomorfogeneze,

ktery rostlinam umoziiuje rychlou adaptaci na svételné podminky.

V souvislosti s fotomorfogenezi jsou dilezité zejména nasledujici slozky kaskady
prenosu svételného signalu: fotoreceptory, transkripéni faktory a centralni integratory. Cervené
svétlo je absorbovano specializovanymi fotoreceptory zvanymi fytochromy, modré svétlo pak
kryptochromy, fototropiny a ¢astecné i fytochromy. Hlavnim transkripénim faktorem a zaroven
pozitivnim reguldtorem fotomorfogeneze je HYS. A centrdlni integrator predstavuje zejména

COP1, ktery ptisobi jako represor fotomorfogeneze.

Mimo HY5 vsak existuji dalsi fotomorfogenni transkripéni faktory jako naptiklad LAF1
a HFR1. Stejné jako HY'S tyto faktory zprostfedkovavaji signalizaci svétla z fytochromt a ve tmé
jsou degradovany E3 ligdzou COP1. Naopak pfi plsobeni svételného zatfeni jsou tyto faktory

volné a mohou se ucastnit transkripce.

Rostliny jsou neustdle ovliviiovany podminkami prostiedi, kterym se musi
prizptisobovat. V ptipadé dlouhodobé neptiznivych podminek mluvime o tzv. abiotickém stresu.
Do této skupiny jsou fazeny rozli¢né faktory, které negativné ovliviluji prospivani rostlin jako
napiiklad vodni, solny nebo svételny stres. Salinita vody a nasledné i pidy je jednim
z vyznamnych problémi hospodafstvi dnesni doby, zpiisobeny zvySenou koncentraci ionti
(zejména Na' a CI"). Nejcastéji k témto jevim dochazi v pobfeznich lokalitach, ale mizeme
se s nimi setkat i ve vnitrozemi, kde dochazi ke vzniku zasoleni hlavné ¢innosti ¢loveka (Spatnym

hnojenim, splachy silni¢nich posypi, zavlazovanim vodou s vysokym obsahem soli atd.).

V poslednich letech je zaznamenéano zvySené tsili védcti o objeveni interakci mezi svételnou
signalizaci a schopnosti rostlin efektivnéji zvladat stresové podminky. Porozuméni molekularnim
mechanismiim propojujicim svételné drahy se schopnosti rostlin tolerovat abiotické stresy je
klicové pro budouci zefektivnéni zeméd€lstvi. Znalost téchto souvislosti by umoznila zvysit
produkci biomasy a vynosy hospodaiskych plodin zlepsenim tc¢innosti fotosyntézy a redukci

vodnich ztrat.

Tato bakalaiska prace byla vypracovana v ramci pracovni skupiny molekularni fyziologie
prof. RNDr. Martina Fellnera, Ph.D v Laboratofi rastovych regulatorti, kterd je spole¢nym
pracovistém Piirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci a Ustavu experimentalni

botaniky Akademie véd Ceské republiky.



2. Cile prace

Cilem této prace bylo vypracovani literarni reSerSe shrnujici dosavadni znalosti o studované
problematice — vliv svétla na vyvoj rostlin, salinita a odpovédi rostlin na stres zplsobeny

zasolenim v souvislosti se svétlem.

Pomoci genetického pfistupu spocivajictho v analyze mutantd Arabidopsis thaliana
a na zaklade fyziologickych pokusii bylo cilem experimentalni ¢asti pfinést informace o mozném
zapojeni fotomorfogennich transkripcnich faktort LAF1 a HFR1 v toleranci rostlin ke stresu

zpusobenému zasolenim.



3. Literarni prehled

3.1. Vliv svétla na vyvoj rostlin

Svétlo je pro rostliny zdrojem energie pro rust a vyvoj a stim souvisi i jeho zasadni tloha
pii fotosyntéze. Se svétlem jsou spjaty mnohé fyziologické procesy jako kliceni, deetiolizace,
abscise, otevirani a zavirdni stomat, senescence a také procesy zavislé na cirkadiannim cyklu
(Burgie et al., 2014). Mimo to umoznuje svételné zéareni rostlinam kontrolovat elongaci
hypokotyld a stimuluje vyvoj listéi a v nich umisténych chloroplasti. Rizeni téchto fyziologickych
procest svétlem zajistuji fotoreceptory (Kraepiel ef Miginiac, 1994; Shinomura et al., 1994;
Lietal.,, 2011). Rostliny dokdzou monitorovat svételné podminky (kvalitu, intenzitu, doby
ozafeni a smeér svétla) a neustdle se témto podminkdm piizptisobuji. U modelové rostliny
Arabidopsis  thaliana (L.) Heynh. jesvétlo detekovano prostfednictvim nésledujicich

fotoreceptort:

a. Fytochromy (PHYA-PHYE) vnimajici primarné¢ Cervené svétlo a dlouhovinné
cervené svétlo.

b. Kryptochromy (CRY1-CRY3) detekujici hlavné modré svétlo a UV-A svétlo.
Fototropiny (PHOT1 a PHOT2).

d. Receptory pro UV-B (UVRS).

e. Fotoreceptory cirkadidnniho rytmu (ZEITLUPE).

(Sullivan ef Deng, 2003; Kong et Okajima, 2016).

3.1.1.Vliv svétla na fenotypovou plasticitu

Podle kultiva¢nich podminek péstovani krytosemennych rostlin v zavislosti na svételnych
podminkach rozliSujeme dvé vyvojové drahy. S prvni z nich se setkdvame u semen klicicich
ve tmé, ktera se vyviji prostfednictvim strategie zvané skotomorfogeneze. Takové sazenice maji
dlouhé hypokotyly, neexpandované délohy a jsou téméf bez pigmentace. Pfi kultivaci ve tme
vyviji tzv. apikalni hacek (Stacey et al., 1999; Chory 2010). Druhou moZnost pozorujeme
po vystaveni kli¢icich semen svétlu, ¢imz dojde ke spousSténi procesu deetiolizace vedouci
k vyvojovym zménam, jako je inhibice elongace hypokotylil, stimulace tvorby kotyledond,
syntéza chlorofylu a vyvoj chloroplastt. Tyto vyvojové zmény lze oznacit jako fotomorfogenezi
—morfologické zmény rostliny jakozto adaptace na svételné zateni (Koornneef et al., 1980, 1991;

Khurana et al., 1998).

Béhem kratké doby, obvykle nékolika hodin, dojde k zasadnim vyvojovym
a metabolickym zménam, diky kterym rostlina dokaze absorbovat fotony a vyuzivat jejich energie

pro syntézu nezbytnych latek jako jsou cukry, proteiny nebo lipidy (Taiz et Zeiger., 2010).



3.1.2.Svételné spektrum a vliv vyznamnych sloZek na vyvoj rostlin

V review publikovaném v roce 2021 védeckym tymem Shafiq et al. se dozviddme o vlivu
vyznamnych c¢asti svételného spektra na fotosyntézu u hospodarsky vyznamnych plodin. Svétlo
ovliviluje vyvoj rostlin a jejich fotosyntetického aparatu prostfednictvim dvou slozek. Prvni
z nich je kvalita svétla, kterd odpovida vinové délce, tedy barveé svétla. Druhou slozkou je pak
intenzita svétla (Li et al., 2014; He et al., 2018). Svételna energie ziskana rostlinami touto cestou
je vyuzivana pro fotosyntézu. Chlorofyly jsou schopny pohlcovat energie zejména v oblasti
cerveného svétla. Nejsou vSak schopny absorbovat energii dlouhovinného cerveného svétla

(Holmes et Smith, 1997; Walters, 2005).

NejvyznamnéjSimi Castmi svételného spektra ovliviiujici fotomorfogenezi a fotosyntézu
jsou Cervené (R, 610—700 nm) a modré svétlo (B, 425490 nm). S vyrazn€ mensim vlivem se pak
muzeme setkat i v piipadé zeleného (520-560 nm) a dlouhovinného cerveného svétla (FR,

700-750 nm) (Pettai et al., 2005; Chang ef al., 2016).

3.1.2.1.  Absorpce a Gcinky ¢erveného svétla

Cervené svétlo R (red light) a dlouhovInné ¢ervené svétlo FR (far-red light) se uplatiiuji ve viech
fazich vegetativniho i generativniho vyvoje rostliny. Tato ¢ast svételného spektra je absorbovana
prostfednictvim fotoreceptortit zvanych fytochromy, které se patrné nachéazeji ve vSech

rostlinnych buiikach (Clack et al, 1994; Casal et al, 1998).

Fytochromy jsou proteinové pigmenty, které¢ se vyznacuji schopnosti absorbovat cervené
svétlo a jejich existence je pro rostlinu klicova zejména pro zahajeni a regulaci vyvoje (kliceni,
deetiolizace, kveteni a starnuti rostliny) (Sun eral., 2017). Z biochemického hlediska jsou
fytochromy charakterizovany jako modré proteinové komplexy slozené z chromoforu
a apoproteinu o molekulové hmotnosti 120 az 130 kDa (Somers et al., 1998; Sharrock et Quail,
1989). Tyto pigmenty jsou schopné¢ absorbovat jednak R, tak i FR prostiednictvim
tetrapyrrolového chromoforu. Podle toho, jaké vlnové délky cerveného svétla fytochrom
absorbuje, l1ze rozliSit 2 formy: Pr absorbujici ¢ervené svétlo a Pfr absorbujici dlouhovinné
cervené svetlo. Na zacatku je kazdy fytochrom syntetizovan v neaktivni Pr formé, ktery
je pozde€ji absorpci cCerveného svételného zafeni fotoizomerizovan do biologicky aktivni
Pfr formy (Rockwell et al., 2006; Kircher et al., 2002; Wang, 2005). Béhem této svétlem
indukované transformace dochazi ke zméné konformace proteinové casti fytochromu,
coz nasledné zplsobuje zménu exprese gentl prostfednictvim transkripcnich faktort, jako jsou

PIF a dalsi (Leivar ef Monte., 2014).

U modelové rostliny Arabidopsis thaliana existuje 5 typa fytochromit (phyA—phyE).

Podle jejich fotosenzitivni aktivity jsou navic jesté rozdeleny do 2 skupin. Do skupiny I je zafazen



phyA, ktery umoznuje signalizaci FR. Vyznamnou vlastnosti phyA je jeho fotolabilita. Skupina II
zahrnuje fytochromy B, C, D a E (Clack ef al., 1994; Oyama et al., 1997), které jsou naopak
na svétle stabilni. Tyto fytochromy hraji roli témétf po celou dobu zivotniho cyklu rostlin
a absorbuji predevsim R. Kromé toho jsou fytochromy A aB oznaCovany za regulatory
transkripce — ovliviluji zejména geny pro syntézu chlorofylu a nebo b a transkripci nékterych

strukturnich gent (Smith, 2000; Hennig et al. 2001, Klose ef al., 2015).

Pomér mezi Pr a Pfr umoznuje rostlinam ziskavat informaci o kvalit¢ a intenzité
svételného zateni. Cinnost fytochromu A pievlada zatlumeného svétla, zatimco fytochromy B a C
jsou aktivni za plného svétla (Legris et al., 2019). Fyziologickymi pokusy bylo zjisténo,
ze fytochromy A a B u rostlin kultivovanych ve tmé se nachazi v cytosolu a pii deetiolizace

je zprostfedkovan jejich transport do jadra buniky (Nagy et Schifer., 2000).

Absorpce FR je umoznéna prostfednictvim fytochroma v konformaci Pfr (Shinomura
et al., 1996; Rockwell et al., 2006). Je prokazano, Ze FR vyvolava jaderny transport phyA,
zatimco transport ostatnich fytochromt je pisobenim FR svétlem inhibovan. (Nagy et Schéfer,
2000; 2002). Pfi vysoké hustoté sadby rostlin dochazi k tomu, Ze se v nizsich patrech porostu
snizuje pomér R:FR z toho ditvodu, Ze na rozdil od R je FR listy malo pohlcovano a listy prochazi.
V niz$ich patrech ma rostlina tedy informaci, Ze je ve stinu a dochazi k potlacovani expanze listu,
anaopak se zesiluje prodluzovani rostliny. Redukce riistu listd vede k redukci vyvoje kofenového
systému a ma to tedy negativni dopad na vynosy celé rostliny. Mensi kofenovy systém zptisobi
snizeni ptfijmu zivin, zvyseni citlivosti rostliny vii¢i suchu a ovlivni plasticitu kofenového systému

(Pierik et Testerink, 2014).

3.1.2.2.  Absorpce a u€inky modrého svétla

Modré svétlo (B — blue light) je rostlinami vyuzivano pro identifikaci ddvky a sméru svételného
toku. Rostliny umi tento signal prekladat do elektrickych, metabolickych, genetickych
a fyziologickych procest, kterymi jsou naptiklad fototropismus, otevirani a zavirani praduchd,
rand inhibice prodluzovani, pohyb a syntéza chloroplastt, pohyb jadra a regulace genové exprese.
Modré svétlo urostlin také ovliviluje osmoregulaci, degradaci Skrobu a biosyntézu malatu,
¢imz moduluje pohyb stomat. Tato Cast svételného spektra je urostlin pohlcovana pomoci

specialnich fotoreceptort — kryptochromt a fototropinti (Taiz et Zeiger., 2010).

U Arabidopsis thaliana jsou zndmé kryptotypy spjaté s interakci s modrym a UV-A
svétlem: CRY1 a CRY2. Oba tyto proteinové pigmenty jsou akumulovany v jadie, pficemz
kryptochrom 1 je vice zastoupeny typ (Lin et al, 1995). CRY1 seuplatiiuje zejména
pti deetiolizaci a CRY2 podporuje kveteni (Wang et al., 2018). Modré svétlo detekované

prostfednictvim téchto kryptochroml zplisobuje zmény genové exprese u cca 10 az 20 % geni



(Ma et al., 2001). Kryptochromy vnimaji svétlo prostfednictvim chromofort. Tyto chromofory
absorbuji fotony a vyuzivaji ziskanou energii ke konformacnim zménam proteind. Hlavni
signalni molekulou je flavin adenin dinukleotid (FAD) a wuvazuje se i kyseliné
5,10-methylentetrahydrofolové (MTHF). Zména sekundarni, tercialni (pfipadné i kvartérni)
struktury je zptsobena fotooxidaci FAD aslouzi pro zahdjeni svétlem indukované signalni

zmeny, jako je tfeba fotooligomerace (Liu ef al., 2010).

Dalsi moznosti absorpce modrého svétla rostlinami jsou fototropiny — PHOTSs obsahujici
LOV doménu (Light Oxygen Voltage) (Gallagher er al., 1988). Tyto receptory fidi Cinnost
takzvanych tropickych pohybt, které umoziiuji rostlin€ se vhodn€ orientovat vzhledem ke zdroji
svétla. Mimo pohybu rostlinnych pletiv zprostiedkovavaji také subceluldrni pohyb chloroplasti

umoznujici rostlinam efektivnéjsi absorpci svétla (Christie ef al., 1998).

3.1.3. Signalni kaskada pi‘enosu svételného signalu

Svétlo jakoZzto zdroj energie zahajuje kaskadu pienosu svételného signalu. Prvni slozkou této
kaskady jsou fotoreceptory nasledované Casnymi signalnimi faktory, centralnimi integratory
a konce efektory (Chory, 2010). Po zachyceni signalu svétla fotoreceptorem je informace
prenesena do Casnych signaliza¢nich faktort. Piiklady téchto faktort jsou: PIFs (Phytochrome
Interacting Factors), LAF1 (Long After Far-red 1) a HFR1 (long Hypokotyl in Far-Red 1), které
prinéseji signal na efektory (v interakci s FHY'1 — Far-red elongated HYpocotyl 1) a pisobi jako
pozitivni regulacni transkripcni faktory fytochromu PHYA (Soh et al., 2000; Jang et al., 2013)
a zaroven jsou vSechny vySe uvedené transkripcni faktory substratem pro COP1 E3 ligazu

(Seo et al., 2003; Saijo et al., 2003; Jang et al., 2005; Yang et al., 2009).

Centralnimi integratory jsou proteiny COP (COnstitutive Photomorphogenic Protein),
DET (De-ETiolated) a FUS. COP1 je ubiquitin E3 ligaza, kterd ve spojeni se SPA proteiny
vytvaii represor fotomorfogeneze zavisly natmé. Svou Cinnosti zplsobuji degradaci
transkripCnich faktorti, ¢imz zabrafuji spusténi fotomorfogeneze ve tmé (Saijo et al., 2003).
COP1 kooperuje také s PHYA, PHYB a CRY1 (Wang et al., 2001; Yang et al., 2001) a mize
zpusobit jejich degradaci ¢iomezit jejich pocet (Shalitin et al., 2002). COPI je soucasti
proteinového komplexu s SPA (Suppressor of PhyA), jehoz Cinnosti v komplexu je regulace
aktivity E3 ubiquitinu (Podolec et Ulm, 2018). Celkovy proteinovy komplex je tedy slozen
ze dvou COP1 a dvou SPA proteinid (Han et al., 2020).

HYS5 (elongated HYpocotyl 5) je efektorem u Arabidopsis, kde pisobi jako pozitivni
regulator fotomorfogeneze. Jakozto bZIP transkripcni faktor se vaZze na promotory témef
4000 gent, coz mu umoziuje provadét celou fadu zmén v genové expresi (Oyama et al., 1997;

Khurana et al., 1998; Osterlund et al., 2000). HYS interaguje s COP1 — negativnim regulatorem



fotomorfogeneze. Vzajemnou vétsi ¢i mensi kooperaci zvySuji fenotypovou plasticitu rostlin.
Oboustrannou interakci mohou regulovat celou svételnou kaskadu od fotoreceptorii
az po konecné efektory a kontroluji procesy od fotomorfogeneze sazenic, pies kofenovou
architekturu a kveteni, az po hormonalni a stresovou signalizaci (Zhang et al., 2011; Huang et al.,
2012; Jiang et al., 2012).

Pii skotomorfogenezi je COP1 sméfovan do jadra, kde degraduje transkripéni faktor HY'S
prostfednictvim ubiquitinace E3 ubiquitin ligdzou. Degradace HYS je navic podporovana také
SIZ a fosforylovanymi PIFs, které zvySuje trans-ubiquitinacni aktivitu COP1 (Bhatnagar et al.,
2020). HYS znacené ubiquitinem pak podléhaji degradaci v proteasomu 26S (Shin ef al., 2016).
Pii fotomorfogenezi je naopak HYS volné dostupny pro iniciaci transkripce, protoze neni
komplexem COPI1 ubiquitinovany. Komplex COP1/SPA1 je v jadie inaktivovany vazbou
s CRY1, PHYA a PHYB a mifi ven z jadra (Bhatnagar et al., 2020).

Cytoplasm Cytoplasm

Nucleus Nucleus

Obrazek 1: Interakce HYS5 a COPIlv zavislosti na svételnych podminkach (svétlo/tma)

Ptevzato z: Bhatnagar et al., 2020.



Studie genomu Arabidopsis thaliana provedenad Ma et al., 2001 prokézala, ze az 20 %
vSech genil vykazuje rozdilnou expresi pfi kultivaci ve tmé a na svétle. Tyto geny kdduji mimo
jiné také transkripéni faktory, které plisobi jako pomocné proteiny a podileji se na regulaci

transkripcni sité (transkription network) zprosttedkované svétlem (Tepperman et al., 2001).

Typickou ukazkou represe fotomorfogeneze prostrednictvim COP1 je pokus provedeny
védeckym tymem Oyama et al., 1997, ktery ukazal, Ze mutace genu HY5 u Arabidopsis thaliana
pfi kultivaci na svétle vykazuje dlouhé protahlé hypokotyly jinak typické pro etiolované sazenice.
U tohoto mutanta vSak dochazi k defektim laterdlniho kotfenového systému, slabnuti kofent

a akumulaci chlorofylu a antokyant (Holm et al., 2002).

3.1.3.1.  Transkrip¢ni faktory LAF1 a HFR1

Protein COP1 se ve tmé nezaméfuje pouze na degradaci HYS, ale i na degradaci dalSich
pozitivnich regulatori fotomorfogeneze jako jsou LAF1, HFR1 a HYH (Xu et al., 2015). LAF1
je transkripni faktor, ktery se fadi do rodiny R2R3-MYB. Svou aktivitou ovliviiuje
zprostiedkovani odpoveédi na signaly z fytochromu A. Mutant lafl vykazuje prodlouzeny
hypokotyl a nizkou hladinu antokyani (Ballesteros et al., 2001; Seo et al., 2003). HFR1 je taktéz
pozitivni transkripéni faktor bHLH podporujici signalizaci dlouhovinného cerveného svétla
prosttednictvim PHYA. Mutanti Afr/ stejn€ jako lafl vykazuji prodlouzené hypokotyly, avsak
na hladinu antokyanti nema tato mutace zadny efekt (Fairchild et a/., 2000; Soh et al., 2000; Yang
et al., 2005). Existuje také vzajemna interakce mezi LAF1 a HFR1, kterd brani jejich ubiquitinaci
E3 ligazou a zaroveni spolecné zprostiedkovavaji silngjsi odpovéd’ na signaly pochdzejici

z PHYA (Jang et al., 2007).

Analyza, provedend v roce 2013 Jangem et al., poskytla blizsi pochopeni vztahu mezi HYS
a transkripcnimi faktory LAF1 a HFRI1. Bylo zjisténo, ze LAF1 i HFR1 pfenaseji signal
z fytochromu A a interaguji s HYS, avSak nikoli sjeho homologem HYH. Trojiti mutanti
hy5-hfri-lafl s poruchou signalni drahy phyA jsou hyposenzitivni vii¢i FR a vykazuji znaky jinak
typickeé pro etiolovany rtst sazenic jako je dlouhy hypokotyl a nedostatek pigmentace (Jang et al.,
2007, Yang et al., 2009). Dvojiti mutanti AfiI-laf]1 vykazuji kratsi délku hypokotyll nez trojiti
mutanti hy5-hfri-lafl, ale stale delsi nez sigle-mutanti 4fr/ a lafl a WT, coz pravdépodobné
znamena, Ze tyto transkrip¢ni faktory funguji z ¢asti nezavisle na sob€ a zaroven se jejich funkce

castecné prekryvaji pravdépodobné diky heterodimerizaci (Jang ef al., 2007; 2013).
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Obrazek 2: Interakce LAF1 a HFR1 s COP1 v zavislosti na svételnych podminkach (tma/FR)
1 — Ve tmé jsou transkrip¢ni faktory degradovany prostiednictvim COP1. COP1 aktivuje PIF, které
potlacuji fotomorfogenezi.
2 — Pii pasobeni FR dochazi k interakci mezi LAF1 a HFR1 a aktivaci fotomorfogeneze.

Pievzato z: Smirnova et al., 2011

3.2. Abioticky stres

Rostliny se musi neustale ptizpisobovat podminkdm prostiedi, ve kterém se nachazeji. Zmény
okolniho prostfedi plsobici na rostliny maji za nésledek morfologické ¢i fyziologické adaptace
zapfi¢inéné zménami na transkripéni ¢i translacni trovni (Brinker et al., 2010; Sablok et al.,

2017).

Stresové podminky mtizeme rozd€lit do dvou skupin: biotické (stres zpisobeny interakci
rostliny s zivym organismem) a abiotické (vyvolané jinak nez kontaktem rostliny s patogenem).
Abiotické stresy jsou zpiisobené zejména nésledujicimi faktory: vodni stres, vyrazné zmény
teploty a svétla, prebytek nebo naopak nedostatek zivin, tézké kovy, UV zafeni a neposledni fade
také salinita pudy (Byrt et al., 2018). VSechny tyto faktory mohou pfedstavovat negativni vliv
na fyziologicky rtst a vynos rostlin, pokud jsou jejich hodnoty vychyleny z rovnovahy (Taiz
et Zeiger., 2010). To predstavuje problém predevSim v souvislosti se zemédé€lstvim, protoze
u péstovanych plodin se usiluje o nejvétsi mozné mnozstvi vyprodukované biomasy (Epstein

et al., 1980).

3.2.1.Salinita
Salinita je typ abiotického stresu zptisobeny zvysenou koncentraci iontt, které se za normalnich
podminek v ptidé vyskytuji, avSak v minimalni koncentraci, typicky Na"a CI". Krom¢ iontil

sodiku a chléru mohou ale salinitu zptisobovat i jiné ionty, jako napiiklad Ca**, Mg®" nebo



S04>, dale prvky jako N a P a mikroelementy (As, Cd, Ni, Zn, Se) (Epstein ef Bloom, 2005).
Salinita pidy mutze byt také charakterizovina jako koncentrace NaCl vpude vyssi

nez 40 mM NaCl, ktera indukuje osmoticky tlak 0,2 MPa (Munns et Tester, 2008).

Slanost ptdy je v nekterych oblastech pfirozenym jevem, ke kterému dochazi hlavné
v pobieznich lokalitach, ale objevuje se i ve vnitrozemi. Pfipady vzniku a rozsifovani salinity
mohou byt zplisobeny zaplavami motskou vodou nebo jejim prisakem, zvétravanim hornin
a minerall, ¢i rozSifovanim slaného pisku vétrem. Mimo pfirozeny vznik salinity mize byt vyssi
koncentrace soli v pidé zplisobend také Cinnosti Clovéka. Mezi hlavni zdroje zasoleni pidy
lidskou aktivitou patii nespravné hnojeni, Spatné hospodaieni s vodou, splachy silni¢nich posypi,
nebo zavlazovani poli vodou s vy$§im obsahem soli (Ahmad et al., 2013). Se zasolenim se dle
udaji FAO potykdme na vice nez 800 milionech hektarech plady (4. asi 6,5 % z celkového
sveétového pudy), pricemz nejhorsi situace v souvislosti se zasolenim je zaznamendna v oblasti

severovychodni Ciny (Rozema et Flowers, 2008).

Rostliny, které jsou adaptované na vysS$i obsah soli v padé, jsou oznacovany
jako halofyty. Halofytni rostliny jsou schopné snaset koncentrace vy3$si nez 200 mM NacCl a patii
mezi né naptiklad Atriplex, Vesicaria, Populus euphratica ¢i Thellungiella halophila. VétSina
rostlin je vSak mnohem méné tolerantni ke stresu zasolenim. Takové rostliny pak zvladaji
maximalni koncentrace NaCl v fadech jednotek az desitek mM a jsou fazeny mezi nehalofyty

neboli glykofyty (Flowers et al., 2010; Ali et al., 2017).

3.2.1.1.  Diisledky stresu zasolenim

Dusledky stresu zasolenim mohou byt rozdéleny na primarni a sekundérni efekty. Mezi primarni
efekty patfi: osmoticky stres zpisobeny nedostatkem vody a iontovy stres zapfi¢inéni zvySenym
mnozstvim soli v padé. Jako sekundarni efekty pak oznacCujeme oxidativni stres, tvorbu
kyslikovych radikald ROS, degradace lipidovych membran, proteinti a nukleovych kyselin
vedouci k vyvojovym zménam metabolismu i fyzického vzhledu rostlin. Ptfi dlouhodobém
pusobeni stresu mohou byt takové zmény pro rostliny fatalni a mohou zapfticinit az bunénou smrt

(Hasegawa et al., 2000; Zhu, 2002).

Mrwe

rovnovahy ionti v buitkach. Akumulovani Na“ v rostlinnych kofenovych buiikach zplsobuje
vytlaGovani kationtli Ca*" z jejich vazebnych mist a tim je narusovan proces primarniho ristu
a sitovani pektinti v kofenech (Byrt et al., 2018). Nadbytek sodnych iontii zptisobuje také zménu
permeability plazmatické membrany, narusuje iontovou homeostazu a v neposledni tadé
vytladuje esencialni iont K. Anionty chloru zase se akumuluji v chloroplastech a tim inhibuji

proces fotosyntézy (Taiz et Zeiger., 2010; Munns et Tester, 2008).
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Stres zpisobeny vysokou koncentraci iontd vyvolava také osmoticky stres,
ktery se projevuje nizkym vodnim potencialem v pade¢, a tim i snizenim osmotického potencialu
v kotenech rostlin. Kviili tomu dochézi k naruseni transportu vody télem rostliny (Taiz et Zeiger,
2010). Nedostatek vody v rostlinnych bunikdch pak zpiisobuje celou fadu fyziologickych zmén.
Jednou znich je zvySena tvorba kofenového systému. U listi naopak dochazi vlivem

osmotického stresu k inhibici rastu, a dokonce i snizeni poctu listli (Munns, 2002).

3.2.1.2. Redukce stresu zasolenim

V ptipadé zasoleni piidy jsou kofeny rostlin schopné eliminovat piebytecny piijem soli
prostfednictvim tzv. Caspariho prouzkii. Caspariho prouzky jsou specializované impregnované
membrany nachazejici se v kofenech, kde brani priichodu ionti apoplastickou cestou. Diky
nutnosti iontd pfejit do symplastické cesty se znesnadni jejich prichod do xylému
k transpiracnimu proudu a omezi se tak jejich Sifeni do nadzemnich ¢asti rostlin (Chen et al.,

2011).

Pro schopnost rostlin redukovat solny stres je nejprve dilezité jeho rozpoznani.
K zaznamenani nadbytku Na' rostlinam slouzi tzv. proteiny SOS (Salt Overly Sensitive).
SOS dréha se nachazi v plazmatické membrang, kde piisobi jako Na'/H" antiporter a vytlacuje
Na' ven z bun&k (Zhu, 2002; Shi et al., 2002). Déle existuji také transportéry, které umoziiuji
pfenos sodnych iontd zcytosolu do wvakuoly. Takovym transportérem je AtNHXI,
ktery zprostiedkovava kompartmentaci Na“ do vakuoly, a naopak vytlacuje ionty H' z vakuoly
ven. Do tohoto fetézce jsou zapojeny také Ca®’, jenz podporuji ¢innost AKT1, které prednostné
transportuji K™ do cytosolu, a tim jsou snizeny disledky zasoleni na rostlinné bufiky (Taiz
et Zeiger., 2010). Tento mechanismus byl nalezen u glykofytd i halofytd (Vera-Estrella et al.,
2005).

Jednou zprvnich reakci rostlin v pfitomnosti vysSitho obsahu soli je produkce
antioxidacnich latek, které maji za ukol zneskodnit vzniklé ROS a podpofit tvorbu sekundarnich
metaboliti. Nejcastéji se jednd o latky fenolické podporujici biosyntézu isoorientinu, orientinu,
vitexinu €i rutinu (Lim et al., 2012; Pappalardo et al., 2020). Dilezita pro buiky listové epidermy
je biosyntéza antokyanil, které pomdhaji snizovat osmoticky potencidl soli v téchto bunkach

(Chalker-Scott, 2002).

Dalsim mechanismem, kterym rostliny reaguji na osmoticky a iontovy stres je zména
genové exprese. Jednim z genovych produkti indukovanych osmotickym stresem jsou
tzv. LEA proteiny (Goyal et al., 2005). Tyto proteiny piisobi jako molekuldrni chaperony

ochraiiujici proteiny pted agregact, kterd jim vlivem dehydratace bun€k hrozi (Yang et al., 2020).
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Naopak protein PSRP2, téz nalezeny u rostliny Arabidopsis thaliana, negativné ovliviluje

kli¢ivost a rst sazenic v médiu s vysokym obsahem soli (Xu ef al., 2013).

Stresové podminky, kterym jsou mnohdy rostliny vystavené, mohou byt redukovany také
prosttednictvim fytohormontl. Typickym ptikladem rostlinného hormonu produkovaného pii boji
se suchem, zasolenim nebo chladem je kyselina abscisova (ABA) (Nambara et Marion-Poll,
2005). ABA je isoprenoidni signalni molekula, kterd je zodpovédna za celou fadu procesii
od uzavirani stomat, ptes fyziologickou adaptaci az k regulaci exprese nékterych genti (Sah ef al.,
2016). ABA téz stimuluje tvorbu rozpustnych latek napomahajicich rostlinam udrzovat
osmoticky tlak nezbytny pro zajisténi pfijmu vody a chrani dilezité proteiny a membrany

(Hasegawa, 2013).

Védci také popsali dilezitou roli tzv. malych RNA v boji s abiotickymi stresy, a to predevsim
nekterych mikroRNA (miRNA) (Tang et al., 2003). MiRNA jsou malé okolo 21- az 26-
nukleotidi dlouhé nekddujici molekuly RNA, vyskytujici se ve vétSiné eukaryotnich bunck.
Hlavni funkci téchto molekul u rostlin je regulace exprese mRNA (Kooter et al., 1999). Ve studii
Omidvar et al., 2015 autofi naznacili roli konkrétnich miRNA (miR156, miR166, miR472,
miR482 a miR#D) v Casnych reakcich na stres zptisobeny NaCl, manitolem a ABA u mutanta

7B-1.

3.3. Vliv svétla na schopnost rostlin tolerovat stres zasolenim

Souvislost mezi schopnosti tolerovat stres zasolenim a G¢inky svételného zateni byly pozorovany
u mutantni rostliny 7B-1 rajcete (Solanum lycopersicum L.). Jedna se o mutanta vyznacujiciho
se sam¢i pylovou sterilitou, u kterého byla zjisténa zvySena odolnost vii¢i vysokym koncentracim
soli (jako jsou NaCl, Na,SO4, KCI a K,SO4), mannitolu a polyethylenglykolu v porovnéani
s odpovidajicim kontrolnim genotypem (cultivar Rutgers). Tuto schopnost tolerance abiotickych
faktortt mutanta 7B-/ lze potlacit fluridonem ¢i inhibici biosyntézy kyseliny abscisové ABA,
a proto je vyssi odolnost tohoto mutanta davana do souvislosti se zvySenym obsahem endogenni
ABA vsemenech. Obecné lze fict, Ze mutanty s vySSim obsahem ABA v semenech jsou

tolerantngjsi k vetsin€ abiotickych stresti (Koornneef et al., 1982; Fellner et Sawhney, 2001).

Pti pokusech s mutantem 7B-1 a WT byla sledovéna jejich citlivost k zasoleni vlivem
NaCl. Z vysledkt studie vyplyva, ze svétlo zesiluje inhibicni G¢inek na klicivost semen
pii soucasném piisobeni abiotickych stresi tim, Ze reguluje biosyntézu ABA (Fellner et Sawhney,
2001; Fellner et al., 2001). V dalsi studii provedené s mutantem 7B-/ byl pozorovan vliv B
na jejich klic¢ivost. Bylo prokazano, ze B snizuje schopnost rostlin rajcete klicit a prodluzovat
hypokotyly pti absenci i za ptitomnosti osmotického stresu (Fellner ef Sawhney, 2002; Shimazaki

et al., 2007).
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Vlivem svétla dochazi ke zménam regulujicim hladiny hormonti (auxind, giberelind,
cytokinind, brasinosteroidil, kyseliny abscisové a ethylenu), které jsou vice ¢i méné zapojené
do schopnosti rostlin tolerovat abiotické stresy (Kraepiel et Miginiac, 1994). Napiiklad
hypokotyly mutanta 7B-1 vykazuji zvySenou hladinu endogenni ABA a zaroven relativn€ nizkou
koncentraci giberelinii, auxind i cytokininti, avSak piesto jsou jejich hypokotyly delSi nez
hypokotyly WT, ato pfedevsim na B (Fellner er Sawhney., 2002). Zvyseni hladiny ABA
v disledku zasoleni vede k inhibici exprese BSK5. Tato BR-signalni kinaza blokuje tvorbu
komplexu BESI-PIF4, ktery by za normalnich podminek (bezzvySené koncentrace soli)

podporoval prodluzovani a riist rostlin vyvolané t¢inek FR (Hayes ef al., 2019).

Mezi otdzky vyzkumu patii i to, zda zména pomeru mezi R a FR ovliviluje schopnost
rostlin tolerovat stres zasolenim. Védecké studie potvrzuji hypotézu, ze niz8i hodnota poméru
R:FR pozitivné ovliviiuje schopnost tolerovat abioticky stres (Cao et al., 2018; Courbier et Pierik,

2019).

Pti reakcich rostlin na biotické i abiotické stresy maji prokazany tcinek HY5 a COP1.
HY5 pomaha redukovat nasledky stresu, tim Ze aktivuje obranné reakce v cerveném svétle. Tento
R-indukovany proces oznacujeme jako EDS1 (Enhanced Disease Susceptibility 1). Déle se také
HYS5 vaze na promotory geni WRKY zapojené do obrannych reakci rostlin (Lee et al., 2007;
Rushton et al., 2010; Gangappa et Botto 2016; Bhatnagar et al., 2020).

Komplex HY5-COP1 pisobi jako antagonista vici inhibici klieni semen v zasolenych
pudach. Vlivem zasoleni v§ak dochazi ke stabilizaci HY5 a akumulaci COP1 v cytosolu, z ¢ehoz
Yuet al., 2016 vyvodili, Ze COP1 plisobi jako negativni regulator klicivosti semen za pfitomnosti
soli. Dale bylo zjisténo, ze COP1 negativné ovlivituje hladiny SIZ1 a E3 modifikatoru a snizuje

tak schopnost rostlin reagovat na stresové podminky (Kim ef al., 2016).

Vlivem zasoleni prostfedi dokdze HY'5 zprostfedkovat biosyntézu prolinu, ¢imz pfispiva
k aktivaci PSCS1 a PDH1 (Kovécs ef al. 2019). Proto mutant cop -4 vykazoval vysokou hladinu

prolinu v listech v normalné¢ zavlazované i suché piidé (Moazzam-Jazi et al., 2018).

V review D'Amico-Damido et Carvalho, 2018 se dozviddme o transgennich liniich
TaCRYI aTaCRY2 (z Triticum aestivum). Ob¢& tyto linie Arabidopsis overexprimujici
fotoreceptory CRY1 nebo CRY2 vykazuji zvySenou citlivost na solny stres oproti kontrolnim
rostlinam (Xu et al., 2009). Precitlivélost na solny stres rovnéz vykazuje i transgenni linie

ShCRY! (Sharma et al., 2014).

Jednim z faktorti souvisejici se svétlem i zasolenim je mald GTPaza LIP1 (Light
Insensitive Period 1) nalezena u Arabidopsis thaliana (Kevei et al., 2007). U LIP1 bylo
prokazano, ze se podili na zprostfedkovani fotomorfogeneze fizené fytochromem B, je slozkou

signalni kaskady pro R i B a soucasné je nutna pro toleranci viici zasoleni (Terecskei ef al., 2013).
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Dalsim mechanismem tolerance zasoleni ovlivnénym svételnou signalizaci jsou
STO proteiny (Salt TOlerance protein), které jsou soucasti B-boxu (typu Zn-finger). V souvislosti
s nimi bylo prokazano, Ze pisobi jako negativni regulatory fotomorfogeneze (pii B, R i FR)
a zaroven pozitivni reguldtory tolerance soli. Pfi studiu sto-T-DNA mutanti se vSak zadna

vyrazna zmeéna tolerance zasoleni neprokazala (Datta et al., 2007; Indorf ef al., 2007).

3.3.1.Tolerance sucha v souvislosti se svételnym zarenim

Protoze ptidni salinita zpiisobuje do jisté miry také osmoticky stres, rozhodla jsem se zde zatradit
také mechanismy tolerance abiotického stresu zptisobeného nedostatkem vody. Svétlem fizené
mechanismy tolerance tohoto abiotického stresu byly shrnuty v review Roeber et al., 2021. Jak jiz
kyselina abscisova. ABA a jeji signalni kaskada je zapojena do celé fady regulacnich procest,
pres regulaci exprese ¢innosti transkripcnich faktort, az k regulaci otevirani a zavirani praducha
(Outlaw, 2003; Kim et al., 2012). Je znamo, Ze ABA potlacuje signalizaci modrého svétla, které
by zanormalnich podminek iniciovalo otevieni priducht (Marten et al., 2007; Inoue

et Kinoshita, 2017).

Otevirani stomat je indukovéno reakci na B i R. Cervené svétlo otevira priiduchy
prostfednictvim fotosyntézy, zatimco fototropiny pro B indukuji signdl pro jejich otevieni
aktivaci H'-ATPasové pumpy v plazmatické membrané (Shimazaki et al., 2007; Mott et al.,

2008; Kinoshita et al., 2003).

Osmotickou nerovnovahu indukovanou zasolenim, suchem nebo chladem v rostlinnych
buiikach poméahaji ustavovat aquaporiny PIP. Tyto proteiny plazmatické membrany napomahayji
k udrzovani turgoru a lepSimu vodnimu hospodateni. V kontextu s vlivem B bylo u mutanta
7B-1 prokazéana snizena exprese PIP gent a tim ¢astecnd minimalizace vodni ztraty (Lian ef al.,

2004; Balarynova et al., 2018).

V souvislosti s oteviranim priduchi byl prokazan ti¢inek CRY'1, ktery kooperuje s COP1
pii otevirani praducht na modrém svétle. Ze studie mutantt cry! a cry2 Arabidopsis thaliana pak
vyplyva, ze tito mutanti jsou schopni 1épe tolerovat stres zptisobeny suchem nez divoky typ WT.
Mutant s potlacenou expresi CRY1 vykazuje snizenou ztratu vody vlivem omezeni otevirani
praduchi vlivem B a patrné€ i snizenou hustotu priduchtt (Mao et al., 2005; D'Amico-Damiao
et al., 2021). Dalsimi pokusy s Arabidopsis bylo zjisténo, ze mutant phyB je citlivéjsi vici suchu
nez WT (Gonzales et al., 2012). PhyB totiz za normdlnich podminek urychluje uzavirani

praduchil a tim omezuje ztratu vody (Boccalandro et al., 2009).
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4. Material a metody

4.1. Rostlinny material

Pro fyziologickou studii ulohy fotomorfogennich transkripénich faktora HFR1 a LAF1

v toleranci rostlin k zasoleni byla pouzita nasledujici semena rostlin Arabidopsis:

O

O

O

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. ekotypu Landsberg erecta (Ler).

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. ekotypu Columbia (Col).

Recesivni single-gene mutant /af1 (T-DNA insertion) odvozeny od ekotypu Landsberg
erecta (Ler).

Recesivni single-gene mutant Afir/-201 (T-DNA insertion) odvozeny od ekotypu
Columbia (Col).

Recesivni dvojity (double gene) mutant HFR I RNAi/laf1 odvozeny od ekotypu Landsberg

erecta (Ler).

Semena mutantl byla laskaveé poskytnuta Nam-Hai Chua (The Rockefeller University, New
York, USA)

4.2. Pouzité chemikalie a roztoky

O

Murashige & Skoog médium (MS médium, Basal salt mixture) (Duchefa Biochemie,
The Netherlands, kat. ¢. M0221.0050) (Murashige and Skoog, 1962)

Sacharosa

Morpholinoethanesulfonic acid (MES)

Phyto agar (Duchefa Biochemie, The Netherlands, kat. ¢. P1003.1000)

Roztok KOH o koncentrace 1 mol I'!

Roztok NaCl o koncentraci 5 mol I'!

Ztedény roztok piipravku Savo (NaClO, obsah aktivniho chloru 1,4 %) pro sterilizaci
semen

70% a 96% ethanol pro sterilizaci pracovni plochy a pomicek

Sterilni deionizovana voda

4.3. Pouzité pristroje a zatizeni

Laminarni flowbox (Horizontal Laminar Airflow Clean Bench, Thermo Scientific)
Automatizovana kultiva¢ni komora se zdrojem modrého svétla (Microclima 1000E,
Snijders Scientific, Nizozemsko); zdrojem modrého svétla byly trubice Philips TLD-
36 W/18-Blue (Philips USA) s maximalni ozafenosti 10 pmol m™s™ pii 440 nm
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o Automatizovana kultiva¢ni komora se zdrojem cerveného svétla (Microclima 1000E,
Snijders Scientific, Nizozemsko); Zdrojem Cerveného svétla byla trubice Philips TLD-
36 W/15-Red (Philips, USA) s maximalni ozafenosti 10 pmol m™s™ pii 660 nm

o Analytické vahy (A&D, GH-200 EC)

o Predvazky (A&D EJ-120)

o pH metr (WTW, Sigma-Aldrich)

o Magneticka michacka (ARE, VELP Scientifica)

o Mikrovlnna trouba (CM 1099, Samsung)

o Parni autoklav

o Lednice

4.4. Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1.Navazeni a stratifikace semen

Pro kazdy experiment bylo na analytickych vahach navazeno 6 mg semen experimentalnich
genotypu a pieneseno do 1,5ml mikrozkumavky. Do mikrozkumavek se semeny byl pfidan 1 ml
sterilni deionizované vody. Takto pfipravena semena v oznaCenych mikrozkumavkach byla

protiepana a stratifikovana ve tmé v lednici (+4 °C) po dobu 3 dnti.

4.4.2.Priprava MS média

Do 31 Erlenmeyerovy baniky byl pfidan piiblizn€ 1 1 deionizované vody a batika byla umisténa
na magnetickou michacku. Na pfedvazkach bylo navaZzeno a za stalého michani postupné pridano
a rozpusténo 20 g sacharozy a 8,6 g MS média. Na analytickych vahach bylo navazeno 390,4 mg
MES, kter¢ bylo rovnéz pfidano do roztoku v Erlenmeyerové barice. Poté byl objem v bance
doplnén do 2 1 deionizovanou vodou a pH roztoku bylo upraveno na hodnotu 6,1 pomoci KOH
o koncentraci 1 mol 1"'. Dale bylo do péti 0,51 termolahvi na predvazkach navazeno do kazdé
lahve 2,8 g agaru a pomoci odmérného vélce piidano 400 ml pfipraveného roztoku MS média.
Termolahve byly uzavieny, jejich vicko bylo obaleno alobalem a pielepeno autoklavovaci
paskou. Médium bylo sterilizovdno v parnim autokldvu. Popsané sterilizované termoldhve
s médiem byly skladovany v lednici. Pfed pouzitim byl odstranén alobal, povoleno vicko
termoldhve a ptfedptipravené¢ MS médium bylo rozehiato v mikrovinné troubé nastavené

na stfedni ohfev po dobu pfiblizné 5 minut.

4.4.3.Vysev semen na MS médium

Po 3 dnech byla od stratifikovanych semen odpipetovana voda a byla provedena povrchova

sterilizace semen pfidanim 1 ml 1,4% roztoku Sava po dobu 30 minut. Mezitim bylo rozehiaté
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MS médium pomoci sterilni 50ml plastové centrifugacni zkumavky rozlito do 12 Petriho misek
(20 ml MS média do kazdé misky). Po uplynuti 30minutové doby sterilizace semen byl roztok
Sava odpipetovan a semena byla Sestkrat promyta sterilni deionizovanou vodou. Takto pfipravena
semena byla pomoci automatické pipety (2-20 pl) se sefiznutou Spickou vyseta na povrch
ztuhlého MS média (cca. 50 semen na misku). VSechny tyto kroky byly provedeny za sterilnich
podminek v laminarnim flowboxu se semeny mutantd (6 Petriho misek) i kontrolnich genotypi
(6 Petriho misek). Popsané misky byly oblepeny dvéma vrstvami fixacni pasky Softpore (Batist
Medical, a.s., Ceska republika), zabaleny do alobalu a semena byla kultivovéna v riistové komote

po dobu 3 dnti pfi teploté 23 °C.

4.4.4.Transfer semen na MS médium s NaCl

Byla ptipravena koncentrac¢ni fada MS média s ptidavkem NaCl o koncentracich 0, 50, 100,
150 mmol I"". Do sterilni Erlenmeyerovy baiiky bylo pomoci sterilni 50ml plastové centrifugacni
zkumavky preneseno 120 ml rozehiatétho MS média. Pomoci automatické pipety byl
do Erlenmeyerovy baiiky piidan pozadovany objem zasobniho roztoku NaCl o koncentraci
5 mol I"' a smés byla ihned promichéna. Takto pfipravené MS médium s obsahem NaCl bylo opét
pomoci sterilni 50ml plastové centrifugacni zkumavky rozlito do 6 Petriho misek (20 ml
MS média do kazdé misky). Postup byl opakovan pro dals$i sadu 6 misek o vyssi koncentraci
NaCl. Ptiprava MS média s obsahem NaCl byla provedena za sterilnich podminek v laminarnim

flowboxu

Tabulka 1: Objem zasobniho roztoku NaCl o koncentraci 5 mol I"! potiebny pro piipravu 120 ml

MS média s obsahem NaCl o koncentraci 0, 50, 100 a 150 mmol !

Pozadovana koncentrace NaCl v

Objem zasobniho roztoku NaCl [ml]
MS médiu [mmol I'']

0 0
50 1,2
100 2,4
150 3,6

Semena vysetd pred 3 dny na zdkladnim MS médiu byla pfenesena na pfipravené
MS médium s obsahem NaCl pomoci mekké pinzety tak, ze bylo dodrzeno shodné spektrum

velikosti rostlin. V idealnim ptipade byly transferovany 2—3 malé, 3 stfedni a 2-3 velké klicici
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rostliny Arabidopsis. Transfer byl proveden za sterilnich podminek v laminarnim flowboxu
stejnym zptsobem s rostlinami mutanti (3 Petriho misky od kazdé koncentrace, celkem
12 misek) i s rostlinami kontrolnich genotypt (3 Petriho misky od kazdé koncentrace, celkem
12 misek). Popsané misky byly oblepeny dvéma vrstvami fixacni pasky Softpore. Jedna sada
misek (0, 50, 100 a 150 mmol 1) byla zabalena do alobalu a umisténa do kultivaéni komory
(D — dark). Druha sada semen byla kultivovana v ristové komote se zdrojem modrého svétla (B)
a posledni sada v rstové komote se zdrojem Cerveného svétla (R). Semenacky byly kultivovany

po dobu 7 dni pii teploté 23 °C.

4.4.5.Vyhodnoceni experimentu a zpracovani vysledki

Po 7denni kultivaci transferovanych rostlin Arabipopsis thalina na MS médiu s NaCl ve tme,
na modrém a Cerveném svétle (D/B/R) byla provedena méteni délky kotenti a hypokotylt kazdé
rostliny a vysledky méfeni byly zaznamenavany do tabulek. Métfeni bylo provedeno na tmavém
pozadi pomoci pravitka. Pomoci programu Microsoft Excel pak byly vypocitiny primérné
hodnoty délek kotfeni a hypokotyli pfi jednotlivych koncentracich NaCl v zavislosti
na svételnych podminkéch. Experimenty s jednotlivymi mutanty a jejich kontrolnimi genotypy
byly provedeny vzdy ve tfech opakovanich, které byly rovné€z zprimeérovany, byla unich
stanovena smeérodatna odchylka, stiedni chyba priméru a procento inhibice. Z téchto vysledki

byly nésledné u€inény zaveéry a zhotoveny grafy.

Vzorec pro vypocet smérodatna odchylky:

V nasem ptipadé byla pouzita funkce Microsoft Excel - SMODCH.VYBER.

Vzorec pro vypocet stiedni chyby pruméru:

SE =—
Vo

S ...smérodatna odchylka danych hodnot

0 ...pocet hodnot, které jsou primérovany

18



Vzorec pro vypocet procenta inhibice:

Er
% inhibice = 01_ X100 [%]
0

Iy ... priimérna délka kotene (hypokotylu) p¥i koncentraci NaCl 0 mmol 17

ly ... primérna délka kotene (hypokotylu) pii koncentraci NaCl u niZ chceme zjistit

procento inhibice
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5. Vysledky

V podminkach in vitro byly provedeny fyziologické studie riistu rostlin Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh. pro stanoveni ulohy transkripcnich faktorit LAF1 a HFR1 v toleranci rostlin k zasoleni.
Pro tyto experimenty byly pouzity mutantni rostliny lafl, hfri-201 a dvojity mutant
HFRIRNAi/lafl Arabidopsis. Po 7denni kultivaci rostlin v prostfedi obsahujici NaCl
(koncentrace 50, 100 a 150 mmol I'") v zavislosti na svételnych podminkach (D/B/R) bylo

provedeno méfeni délek hypokotylt a kofenti.

Nasledujici vysledky studii jsou rozdélené do 2 Ccasti zaméiujicich se zvlast
na prodluzovani hypokotyld a kofenti. Z primérnych délek hypokotyltd (pfipadné kotfent)
po 3 opakovanich byla vypoctena primérna délka hypokotylii za danych podminek, standardni

chyba priméru a procento inhibice.

Semena Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. ekotypu Landsberg erecta (Ler) byla pouzita
jako kontrolni genotyp jak pro mutanta laf], tak i pro dvojitého mutanta HFRIRNAi/lafl. Proto
byly naméfené hodnoty kotenti i hypokotyld pro tento WT zprimérovany a bylo s nimi zachdzeno

jako s kontrolnim genotypem pro oba mutanty, které z né¢ho byly odvozeny.

5.1. Studium délky hypokotyli

Fyziologické studie sledujici rtist hypokotyll rostlin Arabidopsis thaliana, konkrétné ekotypu
Landsberg erecta (Ler) a z ného odvozeného recesivniho single-gene mutanta /afi, v zavislosti
na svételnych podminkach (D/B/R) a koncentracich NaCl (0, 50, 100, 150 mmol 1" NaCl)

slouzily pro stanoveni role proteinu LAF1 v toleranci riistu hypokotylt ke stresu zasolenim.

Stejné experimenty byly provedeny u rostlin Arabidopsis thaliana ekotypu Columbia
(Col) a z neho odvozeného recesivniho single-gene mutanta Afr-1-201 za ucelem prokézani nebo

vylouceni ulohy proteinu HFR1 v toleranci hypokotyld ke stresu zasolenim.

Pro informaci o mozné funk¢ni interakci proteind LAF1 a HFR1 v rstu hypokotyli
vystavenych stresu zasoleni byly provedeny tytéZz experimenty i s recesivnim double-gene

mutantem HFRIRNAi/laf].

5.1.1.Mutant laf1

Na obrazku 3 je nazorné videt, ze prodluzovani hypokotyli WT (tedy ecotypu Ler) bylo
inhibovano svétlem (B i R). Na médiu bez ptitomnosti NaCl dosahuji etiolované hypokotyly
pramérné délky 20,5 mm, zatimco uU€inkem svétla dochazi k fotomorfogenezi, kterd vede
k inhibici rastu hypokotylt. V ptipad€ R byla primérna délka hypokotyli rostlin Ler 15,3 mm,

pii B pak pouze 10,5 mm. Této skuteCnosti odpovida i fakt, Ze B ma kratSi vinovou délku
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a tim padem vy$si energii nez R — inhibice ristu hypokotyli je tim padem silnéjsi. Stejny svételny

inhibi¢ni uc€inek jako v pfipadé Ler mizeme pozorovat i u rostlin mutanta /af7 (Obrazek 4).
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Obrazek 3: Délka hypokotylt rostlin Arabidopsis thaliana ekotypu Landsberg erecta pfi rizném stupni
solného stresu (0, 50, 100 a 150 mmol 1" NaCl) v zavislosti na svételnych podminkach (D/B/R).

Hodnoty vynesené do grafu predstavuji primérnou délku hypokotylu + SE ziskanou ze tii nezavislych

experimentu.
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Obrazek 4: Délka hypokotylu rostlin Arabidopsis thaliana mutanta /af] pfi rizném stupni solného
stresu (0, 50, 100 a 150 mmol 1! NaCl) v zavislosti na svételnych podminkach (D/B/R).
Hodnoty vynesené do grafu predstavuji primémou délku hypokotylu = SE ziskanou ze tfi nezavislych

experimentu.
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U kontrolnich rostlin Ler nebyl pozorovan vyraznéjsi vliv svétla na sniZzeni nebo naopak
zvySeni citlivosti hypokotyld k zasoleni. V ptipad€ single-gene mutanta laf/ bylo zjisténo,
7e toleranci k zasoleni zvySuje jak B, tak i R. Zejména pfi koncentraci NaCl 50 mmol 1"
je inhibice rtstu hypokotylt v D 44,1 %, u B i R byla zaznamenana inhibice pouze okolo 17 %.
Také pfi koncentraci 100 mmol I"' NaCl v médiu dosahovala inhibice riistu hypokotylfl témé¥
59 %, zatimco pii R to bylo 49 % a pti B pak 37,4 %. Pii vy$si koncentraci, tedy 150 mmol I
uz tento ucinek zvySovani tolerance k zasoleni v pfipadé¢ R nezaznamendvame, ale u rostlin

kultivovanych pfi B je stale patrny (Obrazek 5).

Po porovnani hodnot procentuélni inhibice rastu hypokotyl vlivem NaCl kontrolnich
rostlin Ler s mutanty (/af) v obrdzku 5 je patrné, Ze za ndmi testovanych podminek se mutant
chova podobné jako WT v podminkach B i R. OvSem pii kultivaci ve tmé (D) vede mutace /af]

ke zvyseni citlivosti k zasoleni.
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Obrazek 5: Porovnani inhibice prodluzovani hypokotyli rostlin Arabidopsis thaliana ekotypu
Landsberg erecta a mutanta laf] pti riizném stupni solného stresu (0, 50, 100 a 150 mmol "' NaCl)
v zavislosti na svételnych podminkach (D/B/R).

Hodnoty vynesené do grafu predstavuji procentualni inhibici rastu hypokotylt + SE ziskanou ze tfi nezavislych

experimentu.
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5.1.2.Mutant hfrl-201

V obréazku 6 jsou vyneseny praimérné hodnoty délek hypokotyli kontrolnich rostlin ekotypu Col
avobrazku 7 pak ty samé hodnoty pro mutantni rostliny Afir/. Z hodnot grafii pfi nulové
koncentraci NaCl je patrné, ze hypokotyly Col 1 Afrl jsou kratsi pouze pfi kultivaci v B, kdezto
rostliny obou genotypti kultivované na R vykazovaly podobnou délku hypokotyld jako rostliny

rostouci ve tmé.
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Obrazek 6: Délka hypokotylu rostlin Arabidopsis thaliana ekotypu Columbia pfirtizném stupni
solného stresu (0, 50, 100 a 150 mmol 1" NaCl) v zavislosti na svételnych podminkéach (D/B/R).
Hodnoty vynesené do grafu predstavuji primérnou délku hypokotylu + SE ziskanou ze tii nezavislych

experimentu.
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Obrazek 7: Délka hypokotylt rostlin Arabidopsis thaliana mutanta hfil pii rizném stupni solného
stresu (0, 50, 100 a 150 mmol 1! NaCl) v zavislosti na svételnych podminkach (D/B/R).

Hodnoty vynesené do grafu predstavuji primémou délku hypokotylu + SE ziskanou ze tii nezavislych

experimentu.
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U kontrolnich rostlin Col bylo pozorovéno, ze B zvysuje citlivost hypokotylt k zasoleni
pii koncentraci NaCl 50 mmol 1™, kdezto nemélo vliv na citlivost pfi vy$sich koncentracich NaCl.
Cervené svétlo rovnéz zvysovalo citlivost hypokotylti k NaCl, a to vyrazné i v piipadé vysich

koncentraci NaCl (Obrazek 8).

U mutantnich rostlin 4fr1 bylo naopak zjisténo, Zze B zvySuje toleranci rostlin k zasoleni,
a to vyrazné pouze k nejnizsi testované koncentraci 50 mmol 1!, Zatimco ve tmé& NaCl inhiboval
rust hypokotyla Afi! zhruba z 35 %, na B to bylo pouze 17 %. Vysledky rovnéz ukazaly, ze R
nemeélo na citlivost hypokotyld k NaCl zadny vyrazny vliv (Obrazek 8).

Po porovnani hodnot procentuélni inhibice rastu hypokotyl vlivem NaCl kontrolnich
rostlin (Col) s mutanty (hfri-201) v obrdzku 8 je patrné, ze za ndmi testovanych podminek
ukazuji etiolované hypokotyly Afirl vyrazné vyssi citlivost k NaCl pfi nejnizs$i testované
koncentraci NaCl, zatimco pii vysSich koncentracich ukazuji podobnou citlivost k zasoleni jako
kontrolni ekotyp Col. Naproti tomu pii kultivaci v B nebo R ukazovaly podobnou ristovou

odpovéd k zasoleni jako Col.
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Obrazek 8: Porovnani inhibice prodluzovani hypokotyli rostlin Arabidopsis thaliana ekotypu
Columbia a mutanta Afi-1 pfi rizném stupni solného stresu (0, 50, 100 a 150 mmol "' NaCl) v zavislosti
na svételnych podminkach (D/B/R).

Hodnoty vynesené do grafu ptedstavuji procentudlni inhibici rastu hypokotylt + SE ziskanou ze tii nezavislych

experimentu.
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5.1.3.Dvojity mutant HFRIRNAi/laf1

Vysledky rastu hypokotylt ekotypu Ler byly jiz okomentovany a vyhodnoceny v kapitole 5.1.1.
Mutant /afl (Obrazek 3). V obrazku 9 jsou vyneseny prumérné délky hypokotyli rostlin
HFRIRNAi/laf1, z nichzZ je patrné, Ze rust hypokotylii pfi nulové koncentraci soli je inhibovan
pouze ucinkem B. Inhibi¢ni u¢inky R na prodluzovani hypokotyll jsou potlaceny mutaci, ktera

narus$uje signalni drahu tohoto zateni.
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Obrazek 9: Délka hypokotylt rostlin Arabidopsis thaliana mutanta HFRI1RNAi/laf] pii razném stupni
solného stresu (0, 50, 100 a 150 mmol I NaCl) v zavislosti na svételnych podminkach (D/B/R).

Hodnoty vynesené do grafu ptedstavuji primémou délku hypokotylu + SE ziskanou ze tii nezavislych

experimentu.

U dvojitého mutanta HFR1RNAi/laf1 nebyl prokazan vyrazny vliv modrého ¢i cerveného

svétla na schopnost tolerovat stres zasolenim (Obrazek 10).

Po porovnani procentudlni inhibice riistu hypokotyld u kontrolni rostliny Ler a mutanta
HFRIRNAi/laf1 v obrazku 10 je patrné, Ze za nami testovanych podminek hypokotyly dvojitého
mutanta reagovaly k zasoleni podobné¢ jako hypokotyly Ler.
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Obriazek 10: Porovnani inhibice prodluzovani hypokotylt rostlin Arabidopsis thaliana ekotypu
Landsberg erecta a mutanta HFRIRNAi/lafl pii razném stupni solného stresu (0, 50, 100
a 150 mmol I"' NaCl) v zavislosti na svételnych podminkach (D/B/R).

Hodnoty vynesené do grafu predstavuji procentudlni inhibici ristu hypokotylti + SE ziskanou ze tii nezavislych

experimenta.
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5.2. Studium délky ko¥eni

Fyziologické studie rastu kofent rostlin Arabidopsis thaliana v zavislosti na svételnych
podminkach (D/B/R) a koncentracich NaCl (0, 50, 100, 150 mmol 1" NaCl) probghly soubézné

v ramci jednoho experimentu i s méfenim délky hypokotylt.

Experimenty pro stanoveni role proteini LAF1, HFR1 a jejich vzdjemné interakce
v souvislosti s toleranci rostlin k zasoleni prob&hly rovnéz s nasledujicimi WT a mutanty: ekotyp
Ler a z n€ho odvozeny recesivni single-gene mutanta /af] pro stanoveni role proteinu LAF1. Déle
pak ekotyp Columbia (Col) azného odvozeny recesivni single-gene mutant #hfri-201
pro stanoveni role proteinu HFR1 a nakonec recesivni dvojity mutant HFRIRNAi/lafl
pro prokdzani nebo vylouceni souvislosti vzajemné interakce proteint LAF1 a HFRI1

se schopnosti kofentl tolerovat solny stres.

5.2.1.Mutant laf1

Z prumérnych hodnot naméfenych délek kofenit WT — Ler (viz obrdzek 11) je ziejmé,
7e prodluzovani kofenti v médiu bez obsahu soli (0 mmol "' NaCl) je mirn& podporovino
pusobenim svétla (B i R). Ten samy trend mizeme pozorovat u mutanta /afl (Obrazek 12)
odvozeného prave od ekotypu Ler. V pfipadé Ler byly zaznamenany nejvyssi primérné hodnoty
délky kofene, konkrétné¢ 21,8 mm, pfi kultivaci rostlin v B. U mutantnich rostlin /afi
pak pfi kultivaci v R a to 22,4 mm. V obou téchto ptipadech vSak byla zaznamenana relativné
vysoka variabilita, kdy se pii nulovych koncentracich NaCl standardni chyba priméru

pohybovala od 1,2 az do 3,1.
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Obrazek 11: Délka korent rostlin Arabidopsis thaliana ekotypu Landsberg erecta pifi rizném stupni
solného stresu (0, 50, 100 a 150 mmol 1! NaCl) v zavislosti na svételnych podminkach (D/B/R).

Hodnoty vynesené¢ do grafu predstavuji primérnou délku kotent + SE ziskanou ze tii nezavislych experimentu.
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Obrazek 12: Délka kotfent rostlin Arabidopsis thaliana mutanta laf] pfi rizném stupni solného stresu

(0, 50, 100 a 150 mmol 1! NaCl) v zavislosti na svételnych podminkéach (D/B/R).

Hodnoty vynesené do grafu predstavuji primérnou délku kofenti + SE ziskanou ze tfi nezavislych experimentd.
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Podobne jako riist hypokotylt byl i rist kofenli vyrazné¢ inhibovan zasolenim, a to u obou
genotypu a za vSech testovanych podminek. U kontrolnich rostlin Ler nebyl pozorovan vyrazny

vliv svétla na sniZzeni nebo naopak zvyseni citlivosti kofenti k zasoleni (Obrazek 13).

Kofeny mutantl /af! vykazuji ve tm& velice nizkou citlivost k zasoleni, a to zejména
pii koncentraci NaCl 50 mmol I"". Ve tmé& (D) bylo prodluzovéani kofent inhibovano oproti
nulové koncentraci NaCl pouze ze 2 %. Pfi kultivaci na B to vSak bylo 21,6 % a pfi R hodnota
inhibice dosahovala 25,0 %. Podobny inhibi¢ni U€inek svétla se pak opakuje pfi koncentraci

150 mmol I"' (Obrazek 13).

Po porovnani hodnot procentualni inhibice ristu kofenti vlivem NaCl kontrolnich rostlin
Ler s mutantem /laf! v obrazku 13 je patrné, ze za nami testovanych podminek mutace /afl
zpusobuje zvyseni citlivosti rostlin k zasoleni ve svétle (B i R), a to pfedevSim pfi koncentraci
NaCl 50 mmol 1"'. Rozdil v inhibici ve tmé pfi této koncentraci je viak opét spjat s vlivem vysoké

variability délek kotene.
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Obrazek 13: Porovnani inhibice prodluzovani kotfent rostlin Arabidopsis thaliana ekotypu Landsberg
erecta a mutanta laf] pfi rizném stupni solného stresu (0, 50, 100 a 150 mmol 1" NaCl) v zéavislosti
na svételnych podminkach (D/B/R).

Hodnoty vynesené do grafu predstavuji procentudlni inhibici ristu kofenti + SE ziskanou ze tii nezavislych

experimentu.
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5.2.2.Mutant hfir1-201

Na obrazku 14 jsou zachyceny prumérné hodnoty délek kotenti Col a na obrazku 15 pak hodnoty
pro mutantni rostliny Afi/. Pfi nulové koncentraci NaCl v médiu byla v obou ptipadech (Col
1 hfrl) zaznamenana pomérné vysokd mira variability namétenych hodnot. I pfesto 1ze obecné
konstatovat, ze svétlo (B i R) umozinuje takto kultivovanym rostlindm vice prodluzovat koteny

nez pii kultivaci ve tmé.
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Obrazek 14: Délka kotent rostlin Arabidopsis thaliana ekotypu Columbia pfi rizném stupni solného
stresu (0, 50, 100 a 150 mmol 1! NaCl) v zavislosti na svételnych podminkach (D/B/R).

Hodnoty vynesen¢ do grafu predstavuji prumérnou délku kofent + SE ziskanou ze tii nezavislych experimenti.
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Obrazek 15: Délka kotent rostlin Arabidopsis thaliana mutanta Afil pti rizném stupni solného stresu

(0, 50, 100 a 150 mmol I"! NaCl) v zavislosti na svételnych podminkach (D/B/R).

Hodnoty vynesené do grafu predstavuji primérnou délku kofent + SE ziskanou ze tii nezavislych experiment.
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U kontrolnich rostlin Col bylo pozorovano, Ze svétlo snizuje toleranci rostlin k zasoleni,
pricemz nejveétsi inhibice rastu kofent vlivem zasoleni byla zaznamenéana v dasledku ptisobeni
R. Rozdil inhibice kofenti pfi koncentraci 50 mmol I pfi kultivaci rostlin v D oproti R ¢inil
27,0 %. P¥i koncentraci NaCl 100 mmol "' pak byla inhibice prodluzovéni kotenti Col v R oproti
inhibici v D 0 21,6 % vyssi. Vliv B i R na citlivost k NaCl byl zfetelny i v ptipad€é koncentrace
150 mmol I'' (Obrazek 16).

Zatimco u Col byla tolerance k zasoleni snizena B i R, v pfipad€ mutanta 4fr/ je to pouze
B, které toleranci vyrazné snizuje. P¥i koncentraci NaCl (100 mmol I'") v médiu byla vypo&itana

inhibice v D 36,9 %, v R 42,1 % a u B dokonce 51,6 %. (Obrazek 16).

Po porovnani hodnot procentualni inhibice ristu kofenti vlivem NaCl kontrolnich rostlin
(Col) s mutanty (hfri-201) v obrazku 16 je patrné, Ze za ndmi testovanych podminek mutant

vykazoval podobnou citlivost k zasoleni jako koteny Col.
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Obrazek 16: Porovnani inhibice prodluzovani kotfent rostlin Arabidopsis thaliana ekotypu Columbia
amutanta Afir] pfi rizném stupni solného stresu (0, 50, 100 a 150 mmol I NaCl) v zavislosti
na svételnych podminkach (D/B/R).

Hodnoty vynesené do grafu predstavuji procentudlni inhibici ristu kofenti + SE ziskanou ze tii nezavislych

experimenta.
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5.2.3.Dvojity mutant HFRIRNAi/laf1

Vysledky rtstu kofent ekotypu Ler byly jiz okomentovany a vyhodnoceny v kapitole 5.2.1.
Mutant lafl. Naobrazku 17 jsou vyneseny prumérné délky kofend mutantnich rostlin
HFRIRNAi/laf]l. U dvojitého mutanta je pii nulové koncentraci NaCl zaznamendno vyrazné
zvySeni prumérné hodnoty prodluzovani kotenti pii kultivaci v R. V prostfedi R dosahovaly
koteny mutanta prumérné délky 31,5 mm, zatimco v B a D to bylo pouze 23,4 mm a 21,3 mm.
V tomto ptipadé je zfejmé, ze koteny rostlin mutantlit HFR1RNAi/laf1 jsou pii nulové koncentraci

soli a zaroven pfti kultivaci v R hypersenzitivni viici tomuto zateni.
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Obrazek 17: Délka kofenu rostlin Arabidopsis thaliana mutanta HFRIRNAi/laf] pfi rizném stupni
solného stresu (0, 50, 100 a 150 mmol 1! NaCl) v zavislosti na svételnych podminkach (D/B/R).

Hodnoty vynesené do grafu predstavuji primérnou délku kofenti + SE ziskanou ze tii nezavislych experimentt.

U dvojitého mutanta HFRIRNAi/lafl byl zjistén vyrazny vliv R na zvyseni citlivosti
k zasoleni. Tento jev je patrny zejména pii koncentracich NaCl 50 mmol I"' a 100 mmol 1"

(Obrazek 18).

Po porovnani procentualni inhibice rstu koteni u kontrolni rostliny Ler a double-gene
mutanta HFRIRNAi/laf] v obrazku 18 je patrné, Ze za ndmi testovanych podminek mutant

vykazuje zvySenou citlivost k zasoleni pfi kultivaci rostlin v R.
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Obrazek 18: Porovnani inhibice prodluzovani kotfent rostlin Arabidopsis thaliana ekotypu Landsberg
erecta a mutanta HFRIRNAi/lafl pfi rizném stupni solného stresu (0, 50, 100 a 150 mmol I"' NaCl)
v zavislosti na svételnych podminkach (D/B/R).

Hodnoty vynesené do grafu pfedstavuji procentualni inhibici ristu kofenti + SE ziskanou ze tii nezavislych

experimentd.
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6. Diskuse

Tato bakalarska prace se zabyva tilohou fotomorfogennich transkripcnich faktord v toleranci
rostlin Arabidopsis k zasoleni. U transkripcniho faktoru HYS jiz byla schopnost zvySovani
tolerance vuci stresu zptisobenému zasolenim prokézana, a zaroven bylo objeveno, Ze je tato
schopnost podminéna pisobenim cerveného svétla (Lee et al., 2007). Cilem této prace bylo
prokazat nebo vyloucit obdobnou schopnost redukce citlivosti k salinité u dalSich transkripénich

faktor — LAF1 a HFRI.

Pti nulovych koncentracich NaCl v médiu bylo mozné porovnat primérnou délku
hypokotylt pfi riznych svételnych podminkach (tma, modré svétlo, Cervené svétlo). Ve vSech
ptipadech dosahovaly hypokotyly nejkratsi délky pfi kultivaci rostlin na modrém svétle. Jak jiz
bylo feceno, svétlo zplsobuje fotomorfogenni inhibici prodluzovani hypokotyll, pficemz
u modrého svétla byla zaznamenana silnéjsi inhibice elongace nez v ptipadé cerveného svétla,
1 kdyz celkovéa ozafenost rostlin modrym ¢i Cervenym svétlem byla stejnd. Modré svétlo ma totiz
krat$i vinovou délku, tim padem vys$si energii a zptisobuje silngjsi fotomorfogenezi nez cervené
svétlo o stejné intenzité. Reakce k modrému svétlu je rovnéz siln€jsi z toho ditvodu, ze modré
svétlo je vnimano kromé receptori pro modré svétlo i receptory pro svétlo Cervené, tedy
fytochromy. Opacné, receptory pro modré svétlo jsou k Cervenému svétlu témeét necitlivé

(Voitsekhovskaja, 2019).

U vSech rostlin kultivovanych ve tmé byly naplnény ptedpoklady skotomorfogeneze, tedy
vyvoj dlouhych hypokotyld, neexpandovanych déloh a nedostatku pigmentt. Po deetiolizaci
cervenym nebo modrym svétlem byl spustén proces fotomorfogeneze a rostliny vykazovaly kratsi
hypokotyly vlivem svételné inhibice prodluzovani a vyvinuté kotyledony s pigmentaci

(Koornneef et al., 1980, 1991; Stacey et al., 1999).

Na zakladé pokust s mutanty /#y5 provedenych v roce 2002 védci Holm et al., bylo
zjisténo, Ze mutace tohoto genu ma za nasledek dlouhé protdhlé hypokotyly jinak typické
pro etiolované sazenice. Mimo to byly u t€chto mutantnich rostlin zaznamenany defekty kotent,
jako je jejich slabnuti a akumulace antokyanii. Na rozdil od védct Seo ef al., 2003 a Yang et al.,
2005 vnaSem piipadé¢ nebyly zaznamenany prodlouzené hypokotyly u mutantd /laf]
ani u hypokotylti rostlin Afr/-201. Rovnéz nebyly pozorovany zadné defekty kotend,
ani akumulace antokyanli. Absence delSich hypokotyld u fotomorfogennich mutanti /laf7
a hfr1-201 na Cerveném a modrém svétle v nasich experimentech byla pravdépodobné zptisobena
tim, Ze pfed vystavenim stresu zasolenim klicila semena nejprve ve tmé a az po vykliceni byly

rostliny preneseny na médium s NaCl a pfeneseny na svétlo.

Védeckym tymem Jang ef al., 2007 byla navrzena moznost, Ze existence vzajemné

interakce mezi LAF1 a HFR1 brani ubiquitinaci téchto faktord E3 ligdzou a zaroven spole¢né
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zprostiedkovavaji siln€js$i odpoveéd’ na signdly pochdzejici z fytochromu A. Stejné se chovaly
i nami studované kontrolni rostliny Ler, které mély proteiny LAF1 i HFR1 funkéni v porovnéani
s dvojitymi mutanty HFRIRNAi/lafl v obou téchto genech. Hypokotyly kontrolnich rostlin Ler
dosahovaly pfi kultivaci v cerveném svétle délky 15,3 mm, zatimco hypokotyly HFRIRNAi/laf1
dosahovaly délky 20,8 mm. Dusledkem mutace doslo k poruSe signalizace cerveného svétla
prostfednictvim fytochrom@i a u sazenic tohoto dvojittho mutanta tak byla potlacena

fotomorfogeneze v erveném svétle.

Pomoci genetického pristupu spocivajiciho v analyze mutantd lafi a hfri-201
Arabidopsis thaliana a na zaklade€ vysledkt fyziologickych pokust bylo u¢inéno nékolik zaveri.
Analyza rlstu mutanta /af] za ptitomnosti NaCl vedla k zavéru, Ze funkcni protein LAF1 muze
zvySovat toleranci hypokotylti vici stresu zpisobenému zasolenim, a zdroven je tato jeho
schopnost redukovana svétlem. U kofenli byla schopnost funkéniho proteinu LAF1 zvySovat
toleranci vuci solnému stresu rovnéz prokazéana, ale na rozdil od tolerance hypokotyli byla
v piipad€ kofeni podminéna pisobenim svétla. Je zajimavé, ze ptfi koncentraci NaCl v médiu
50 mmol 1" se ukazalo, ze funkéni protein LAF1 pravdépodobné zvysoval citlivost kofent
k zasoleni ve tm¢. To naznacuje, ze funkce transkripniho faktoru LAF1 mtze byt ovliviiovana

nejen svételnymi podminkami, ale i intenzitou stresového piisobeni.

Dalsim zkoumanym fotomorfogennim transkripénim faktorem byl HFR1. Stejné jako
u LAF1 bylo i u proteinu HFR1 prokazano zapojeni do tolerance rostlin k zasoleni. Na zakladé
ziskanych vysledkt se zda, ze funkéni protein HFR1 zvySuje toleranci hypokotylt ke stresu
zpusobenému zasolenim a tato jeho schopnost je redukovana modrym svétlem, kde naopak HFR1
snizuje toleranci k zasoleni. Dulezité je zdlraznit, Ze tyto zavéry jsou aplikovatelné pouze
pfinizsi intenzit€é zasoleni. Studium rastu kofenli v podminkach solného stresu v zavislosti
na svételnych podminkach ovSem neprokézalo zapojeni funk¢niho proteinu HFR1 v toleranci

korfent ke stresu zasolenim.

Studie rstu hypokotylt dvojitych mutanti HFR1RNAi/lafl za ptitomnosti NaCl ukézaly,
7Ze pii souCasném vypnuti obou transkripénich faktor se hypokotyly dvojitého mutanta
vyznacovaly podobnou citlivosti k NaCl jako hypokotyly kontrolniho ekotypu Ler. Je tedy
mozné, ze pii souasném vypnuti LAF1 a HFR1 mutze byt funkce téchto transkripénich faktori
nejspis zastoupena jinymi faktory, napt. HYS5. Tuto domnénku by bylo potieba doplnit pokusy

s mutanty /4y5 a odpovidajicimi kontrolnimi genotypy.

Pti experimentech sledujici prodluzovani kotfend naopak vysledky naznacuji, Ze funkéni
proteiny LAF1 a HFR1 spolecné zvysuji specificky na R toleranci kotfent k zasoleni. Tento

vysledek koresponduje se zjisténim, Ze kotfeny dvojitého mutanta HFRIRNAi/laf] vykazovaly
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pfinulové koncentraci soli hypersenzitivitu vi¢i Cervenému svétlu, co se tyce stimulace

prodluzovani.

Vysledky rustovych experimentii s mutanty lafl a hfri-201 uskuteCnénych v této
bakalai'ské praci naznacuji, Ze transkripcni faktory LAF1 a HFR1 jsou zapojeny do mechanismu
tolerance hypokotyli k solnému stresu. Je vSak zajimavé, ze schopnost téchto faktorti snizit
citlivosti rostlinnych hypokotyld k zasoleni se projevuje jen ve tmé, zatimco je redukovana
¢i mizi na svétle. Tento jev by bylo mozno vysvétlit nasledovné. Ve tmé jsou transkripcni faktory
v jadie degradovany COP1. Z toho divodu se jejich cast vyskytuje pouze v cytoplazmé. Je tedy
mozné, ze ve tmé¢ LAF1 i HFR1 ovliviuji (aktivuji) plazmamembranovou ¢i tonoplastovou
protonovou pumpu nebo Na’/H' antiporty, ¢imz dochazi ke zvySeni tolerance k zasoleni.
Je rovnéz mozné, ze oba transkripcni faktory snizuji nebo blokuji aktivitu sodikovych kanald
na plazmatické membrang, ¢imz se snizi transport Na" do buiiky. P¥i ozafeni rostliny se naopak
LAF1 a HFR1 akumuluji v jadfe, protoze nejsou degradovany COPI1, a jejich mnozstvi

v cytoplazmé se snizuje. Tim kles4 i tolerance hypokotyld k zasoleni.

Vysledky prace rovnéz naznacuji, ze na rozdil od HFRI1, transkripéni faktor LAF1
je zapojen 1 v toleranci kofenti k zasoleni. Je zajimavé, ze ve tmé LAF1 snizuje toleranci
k zasoleni, kdezto na modrém, a predevsim na Cerveném svétle toleranci zvySuje. Protoze analyza
dvojitého mutanta ukézala, Ze kofeny mutanta vykazuji zvySenou citlivost k zasoleni specificky
na ¢erveném svétle, Ize se domnivat, Ze v toleranci kotene k zasoleni je LAF1 funk¢n€ nadiazen
faktoru HFR1. O mechanismech svételné signalizace v kotfenech je toho zndmo zatim relativné
malo (van Gelderen et al., 2018), proto i mozné vysvétleni zapojeni fotomorfogennich

transkrip¢nich faktort v toleranci kofenti Arabidopsis k zasoleni je momentalné komplikované.

V C¢lancich Jang et al., 2007 a 2013 byly publikovany vysledky studii s jednoduchymi,
dvojitymi a trojitymi mutanty Arabidopsis v genech hy5, lafl a hfrl. Ukazalo se, ze jednotlivy
mutanti vykazuji krat$i délku hypokotyll, nez dvojiti mutanti lafl-hfrl a ti maji zase kratsi
hypokotyly nez trojiti mutanti hy5-hfirI-lafl. Nabizi se otazka, zda tato trojice transkripcnich
faktort ma obdobny vliv i na toleranci rostlin k zasoleni. Tuto hypotézu by vSak bylo nutné
potvrdit dalsi sérii pokust s trojitym mutantem hy5-hfiI-laf1 pii zvolenych koncentracich NaCl
a pii riznych svételnych podminkach kultivace jako tomu bylo u dosavadnich testovanych

genotypu.

Na zéklad¢ vysledki pokust provedenych v experimentilni casti bylo prokazéano
zapojeni transkripénich faktord LAF1 a HFR1 do tolerance rostlinnych hypokotyld k zasoleni
a soucasné byl ucinén zavér, Ze je tato schopnost inhibovana svétlem. Pro komplexni pochopeni
ulohy a mechanismu transkrip¢nich faktort v toleranci solného stresu by bylo vhodné provést

obdobné pokusy i s dalSimi mutanty s defekty ve fotomorfogennich transkripénich faktorech
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a pripadné i s vicenasobnymi mutanty. Pro potvrzeni naSich vysledkii by bylo nutno provést
podobné experimenty s transgennimi rostlinami, které transkripéni faktory LAF1, HFR1 ¢i HYS

overexprimuji.

37



7. Zavér

Bakalarskd prace se zabyvala problematikou tolerance rostlin k zasoleni v zavislosti
na svételnych podminkdch. V teoretické casti byla zpracovédna literarni resSerSe zabyvajici
se vlivem svétla na vyvoj rostlin, abiotickym stresem — salinitou a v posledni fadé pak vlivem

svétla na schopnost rostlin tolerovat stres zasolenim.

V experimentalni ¢asti byly provedeny in vitro fyziologické experimenty ristu
mutantnich a kontrolnich rostlin Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. pro stanoveni tulohy
transkripcnich faktori LAF1 a HFR1 v toleranci rostlin k zasoleni. Obecné lze fict, Ze bylo
prokazano, ze tyto transkripéni faktory jsou zapojeny do tolerance rostlin vici stresu
zpusobenému zasolenim a soucasné je tato jejich schopnost ovliviiovana svételnymi podminkami

kultivace. Svételny ucinek na zmeénu citlivosti se v§ak u jednotlivych rostlinnych organt lisi.

Z vysledkli experimenti provedenych vramci této bakalafské prace vyplyva,
ze schopnost transkripénich faktori LAF1 a HFR1 zvySovat toleranci k zasoleni je u rostlinnych
hypokotylli snizovana svétlem. Pii studiu rdstu kotenti bylo zapojeni do tolerance stresu
zpusobeného zasolenim zjisténo pouze u funkéniho proteinu LAF1. Tento transkripéni faktor
umoziuje zvySovat rostlinnym kofentim toleranci vic¢i solnému stresu na svétle, zatimco ve tmé
citlivost kotenti k zasoleni naopak zvySuje. Vysledky bakalarské prace tak mohou slouzit jako

odrazovy mustek pro dal$i experimenty, a to na molekularni trovni.
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