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SOUHRN

Rostliny jsou nepohyblivé organismy, které jsou vystaveny vSem zméndm prostiedi, véetné
biotickych a abiotickych stresii. Systém obrannych reakci V rostlindch je musi efektivné
chranit a pomahat jim se s témito nepfiznivymi vlivy vypotadat. Zasoleni pidy, sucho
asnim souvisejici osmotické zmény, chlad a oxidativni poSkozeni jsou v dnesni dobé¢
hlavnim problémem pii ristu, vyvoji a produktivité¢ rostlin. Proto se vyzkumu téchto
procest vénuje intenzivni pozornost. Cilem bakalaiské prace bylo sledovat zmény v kli¢eni
rostlin, v rastu kofeni a hlavné ve vyvoji kofenovych vlaski u divokého typu Col-0
a u mutantt rhd2-1, derl-3 atipl-1 po pusobeni abiotickych stresu. Byl testovan efekt
solného, osmotického, oxidativniho a chladového stresu, kterym byly rostliny vystavené uz
pti kliceni, nebo kdyz byly rostliny 2-3 dny staré na stresové faktory prelozené. Ukazalo

se, ze nejvice rezistentni vici vSem stresim, kromé chladového, byl mutant derl1-3.



SUMMARY

Plants are immobile organisms that are exposed to all changes in the environment,
including biotic and abiotic stresses. The system of plant defensive reactions must
effectively protect them and assist with avoidance of these adverse effects. Salinity,
drought and related osmotic changes, cold and oxidative damage are nowadays a major
problems reducing the growth, development and productivity of plants. Therefore, the
research on these processes devotes intensive attention. The aim of this thesis was to
monitor changes in plant germination, root growth and especially in the development of
root hairs in wild type Col-0 plants and rhd2-1, der1-3 and tip1-1 mutants after exposure to
abiotic stresses. We tested the effect of salt, osmotic, oxidative and cold stress, which the
plants were exposed to during germination, or when the plants 2-3 days old were exposed
to stress factors. It was shown that the most resistant to all the stresses, except of cold

stress, was der1-3 mutant.
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1. UVOD

Prvni zminka o Arabidopsis byla v odborné botanické literatufe uvetejnéna roku 1873,
jejichz autorem byl Alexandr Braun. Jiz vroce 1907 Friedrich Laibach, student na
univerzit¢ v Bonnu, urcil pocet jejich chromosomii, podobné¢ jako i u dalSich rostlin
(Meyerowitz, 2001). Dnes uz je znamo, Ze Arabidopsis ma 5 chromozomi a jeji genom je
vice nez o polovinu mensi nez ma Drosophila (Pruitt a kol., 1986). Chromosomy ma
pritom velice malé, coz je u rostlin neobvyklé. Friedrich Laibach az v roce 1943 zacal délat
prvni experimenty s Arabidopsis a publikoval studie o jejim kratkém Zivotnim cyklu
(Meyerowitz, 2001), ktery je jen 4 tydny dlouhy (Pruitt a kol., 1986), o plodnosti,
0 snadnosti kiizeni a tedy i 0 moznostech mutageneze, coz nakonec vedlo k navrzeni druhu
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh jako modelového organismu. V dne$ni dobé je to hlavni
modelovy organismus pro dvoudélozni kvetouci rostliny v laboratorni praxi, 1 kdyz jeji
oficialni pfijeti jako modelového druhu probéhlo az v roce 1980. Bezesporu to vedlo
k masivnimu rozvoji rostlinné vyvojové a molekularni biologie, genetiky a fyziologie
(Meyerowitz, 2001). Tento druh je vhodny pro studie v ramci molekularni a bunééné
biologie (Pruitt a kol., 1986), protoze organy této rostliny maji diky omezenému poctu
bunécnych vrstev jednoduchou strukturu, jeji ¢asti véetné kofene mizou byt analyzovany
I bez destrukéni piipravy vzorki, jako jsou fezy. Jeji buiiky jsou relativné malé, a proto lze
jednotlivé vrstvy dobfe mikroskopicky vizualizovat i za fyziologickych podminek (Boerjan
a kol., 1992). Je to velice dulezity druh pti identifikaci genti a determinaci jejich funkci
(Kaul a kol., 2000), protoze ma jednoduse organizované genové rodiny, jeji geny maji
tendenci obsahovat malé mnoZstvi menSich intronit a jsou spiSe zabalené v genomu
(Simoens a kol., 1988). Zacatek sekvenovani genomu Arabidopsis se datuje do roku 1986
(Meyerowitz, 2001). Tento obsahly projekt byl dokoncen roku 2000 a celd tehdy znama
sekvence byla publikovana konsorciem The Arabidopsis Genome Initiative v prestiznim
Casopise Nature téhoz roku (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Tato organizace se
skladd ze tfech skupin védcd, ktefi se zabyvaji sekvenovanim (Kaul a kol., 2000;
Federspiel, 2000). Arabidopsis thaliana ma nejmensi znamy haploidni genom (7 x 107 bp)
mezi vy$§imi rostlinami (Simoens a kol., 1988), obsahuje 25, 498 genli kddujicich proteiny
z 11,000 rodin, které maji podobnou rozmanitost funkci jako u Drodophila nebo
u Caenorhabditis elegants. Jednalo se o prvni kompletni sekvenci rostlinného genomu, coz
neustdle poskytuje zaklad ke srovnavacim studiim konzervovanych usekd kodujicich

sekvenci genli eukaryotickych organizmii. Tento pfistup vedl k identifikaci celé¢ fady



funkci gent specifickych pro rostliny. Mimo jiné se to efektivn€ vyuziva k rychlé a piesné
identifikaci riznych gent vyuzitelnych pii $lechténi (Kaul a kol., 2000). To v kone¢ném
disledku muze mit prakticky vyznam i v budouci snaze zabezpecit dostatek potravin pro
lidstvo. Ve snaze identifikovat genom tohoto rostlinného druhu se angazovalo vice jako
40 laboratoii s vyuzitim bohatého spektra rtiznych laboratornich technik (Federspiel,
2000). Vétsina genomu A. thaliana se sklada z jedine¢nych sekvenci (Pruitt a kol., 1986),
pfiCemz repetitivnich  sekvenci je vgenomu A. thaliana celkové malo.
Jednim z moznych diivodii miize byt strategie umoziujici kratky zivotni cyklus. Druh
A. thaliana je proto i vyuzivan ke studiu struktury a funkci téchto sekvenci (Simoens
a kol., 1988). Jednou z praktickych aplikaci druhu A. thaliana ve vyzkumu zéakladnach
vyvojovych procest je studium polarniho ristu, ktery se u rostlin vyskytuje u pylovych
lacek a u kofenovych vlaski. Kotfenové vlasky jsou nezbytnou soucasti struktury
kotenového systému rostliny, jak pro zvétSeni povrchové plochy kofene pro piijem zivin
avody, tak i pfi symbiotickych interakcich, hlavné s dusik-fixujicimi bakteriemi.
Kotenové vlasky maji tubularni tvar o délce dosahujici az 1 mm. Vyrlstaji ze
specializovanych buné€k epidermis kotfene, z trichoblastd (Foreman a Dolan, 2001;
Grierson a kol., 2001). Kofenové vlasky jsou také cCasto sledovany pii studiu vlivi
biotickych a abiotickych stresti na rostliny, protoze zmény jejich morfologie a rdstu jsou
prvni znamkou citlivosti rostlin na tyto faktory (Grierson a Schiefelbein, 2002). Biotické
stresy jsou u rostlin indukovany velkou Skélou patogend, jako jsou viry, bakterie, houby
a mnoho dalsich (Atkinson a Erwin, 2012). Tato prace se vSak bude zabyvat abiotickymi
stresy, z kterych nejdilezitéjsi jsou chlad, vysoka teplota, sucho, zasoleni plidy a nadbytek
¢1 nedostatek Zivin. Tyto stresové faktory maji znacny dopad na svétové zemédélstvi,
pfi¢emZ mohou vést az k 50 % sniZeni vynosu u hlavnich zemédélskych plodin (Wang
a kol., 2003). Ptedpoklada se, Ze teplota na Zemi se zvysi béhem 50 az 100 let o 3 - 5 °C
(Atkinson a Erwin, 2012). To nevyhnutné povede k cast&jSimu stfidani extrémnich veder
a prudkych povodni (Mittler a Blumwald, 2010). Cast&j§i vyskyt sus§ich a teplejsich let
bude znamenat redukci délky vegetaéni sezony, v disledku kyselych desttu a mozné
zvednuti hladin mofi se zvysi zasoleni piidy (Easterling a kol., 2000). Tyto globalni zmény
ovlivni vynosy a nutricni kvalitu plodin (Porter a Semenov, 2005). Zaroven se zvysi
infek¢énost patogenli (Atkinson a Erwin, 2012). Se zmé&nami klimatickych podminek a pfi
neustalém ristu populace (tedy rostouciho tlaku na zvySeni vynosi plodin) budeme
Celit stdle veEtsSi poptavee po rostlinach tolerantnich vici stresovym faktorim (Takeda

a Matsuoka, 2008). Kazdy stres vyvolava u rostlin komplexni systém bunécnych



a molekuldrnich reaketi, které maji zabranit poSkozeni a maji umoznit pfeziti rostliny. Je to
vétsinou vSak na ukor rlstu a produktivity (Atkinson a Erwin, 2012). Neustalé
prohlubovani poznani procesu, které vedou k zvySené rezistenci rostlin je nevyhnutné,
a vede kidentifikaci molekul, jako jsou osmoprotektanty, heat shock proteiny, stresové
proteiny, rizné transportéry, riistové regulatory, signalni molekuly, a mechanismu, jako je
zména fluidity membrany, kontrola transkripce ¢i regulace koncentrace vody v rostling,
které jsou pro Gspé$nou ochranu a adaptaci rostlin dilezité (Cushman a Bohnert, 2000).
Mechanismy ochrany vyvolané abiotickymi stresy jsou mezi sebou propojené, tudiz by se
mely zohlednit nové pristupy ve vyvoji transgennich rostlin, které budou schopny celit
nejen jednomu, ale kombinaci vicero strest, coz je v zivotnim prostfedi za normalnich

podminek typicka situace (Mittler, 2006).



2. Modelovy druh Arabidopsis thaliana

Husenicek rolni (Arabidopsis thaliana, (L.) Heynh., ¢eled’ Brassicaceae patii mezi
krytosemenné dvoudélozné rostliny, pro zemédélstvi nema prakticky zadny vyznam a je to
spise plevel. V biologickém vyzkumu rostlin je vyuzivan v mnoha smérech jako modelovy
organismus (Smith a De Smet, 2012). Diky tomu, ze A. thaliana je diploidni, a ma jeden
Z nejmensich genomtl mezi rostlinami, je idedlnim objektem pro genetické studie, jako je
mapovani a sekvenovani. Protoze genom této rostliny byl kompletné osekvenovan (The
Arabidopsis Genome Initiative, 2000), zname vSechny jeji geny, a existuje proto cela
databaze pozicné inzer¢nich mutantt. Nespornou vyhodou pro laboratorni vyzkum je
| fakt, Ze tento druh ma kratkou generac¢ni dobu, protoze zhruba za 6 tydnt od vyseti
rostlina donese zrala semena. Navic, rostliny A. thaliana se vyznacuji jednoduchou
a pomérné stdlou bunécnou organizaci pletiv a organl, coz je efektivné vyuzivano pfi
veskerych anatomickych a morfologickych studiich, ale i v oblasti buné¢né, molekularni
avyvojové biologie. (Foreman a Dolan, 2001). Rostliny a jejich ¢asti se vyznacuji
relativné vysokou mirou transparentnosti (naptiklad koten), coz pii relativné¢ nevelkém
vzristu dovoluje snadnou piipravu pro mikroskopické pozorovéani. Diky tomu mizeme
ziskavat mnoho dat o strukturni a funkéni organizaci rostliny na bunécné Grovni, coz je
nevyhnutelnou soucasti studia vyvinu rostlin, jejich reprodukce, jako i reakci na vnitini

a vnéjsi signaly.
2. 1. Funkce kofene a koienovych vlaski

Rostlina se vSeobecné sklada znadzemni a podzemni ¢asti. Stonek, listy, kvéty
aplod patiti do nadzemni Casti, podzemni Cast piedstavuje kofen. Kofen neobsahuje
chlorofyl, tudiz nema moznost vyrabét energii fotosyntetickou asimilaci CO, za pomoci
slune¢niho svétla, ke kterému nema ptistup (Scheres a kol., 2002). Hlavni jeho funkci je
proto udrZovat rostliny stabilné¢ v padé, pfijimat vodu a Ziviny V pldnim roztoku
rozpusténé a transportovat je do nadzemni casti rostliny. Z kofene vyrustaji kofenové
vlasky, které zvétsuji plochu pro pfijimani Zivin a tim tento proces zefektiviji a zrychluji.
ZvétSuje se tim kofenovy radius a pevnost ukotveni v ptidé. Kofenové vlasky jsou dalezité

I Vv interakcich rostliny s pidni mikroflorou (Smith a Smet, 2012).

Kofenové vlasky druhu A. thaliana vyrastaji ze specializovanych epidermalnich
bunék, trichoblastt (Obr. 1), které se pfi vyvinu epidermy kofene velice brzo diferencuji od

bunék atrichoblasti, které vlasky tvofit nebudou (Gierson a Schiefelbein, 2002).



Obr. 1: Kofenovy vlasek druhu Arabidopsis thaliana zobrazen skenovacim elektronovym
mikroskopem, ktery je v rustovém stadiu dosazeni ptiblizné 1/3 celkové délky (Gierson
a Schiefelbein, 2002).

Kotenové vlasky se Casto vyuzivaji jako modelovy objekt ke studiu polarniho ristu
u rostlin, protoze rostou relativné rychle (az 1 um/min), jsou dostupné na povrchu kofene,
coz usnadnuje jejich vizualizaci. Reakce kofenovych vlaski na riizné aplikované podnéty
Ize studovat pfimo v mikroskopu pii optimalnim zvétSeni bez nutnosti specialniho barveni

a slozité ptipravy (Foreman a Dolan, 2001).

2. 2. Struktura kofene a korenovych vlasku

Meristém je d€livé pletivo, které dava zaklad vsem bunkam, pletivim a organim
rostliny. Apikalni meristém kofene se nachazi v ristovém vrcholu, v kofenové Spicce.
Apikalni meristém vytvaii vSechny typy bun€k bunéénym délenim, pak nasleduje
regulovana expanse bunék a postupnou diferenciaci se posléze vyviji a formuji jednotlivé
pletiva a organy rostliny (Scheres a kol., 2002; Evert, 2006). Anatomicky se apex kofene
sklada ze zékladnich pletiv, které jsou velice brzy, po zaloZeni, jasn¢ definovany. Jsou to
epidermis, kortex, endodermis a pletiva centralniho valce, stély. V apikalni ¢asti se nachazi

kolumela a celou $picku kryje kofenova ¢epicka (Obr. 2).
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Obr. 2: Schématické zobrazeni jednotlivych specializovanych bunék a pletiv v kofenové

Spicce A. thaliana (podle Scheres a kol., 2002).

Tento model apikalniho meristému je udrzovan aktivitou 4 typt kmenovych bunék
(inicial), které davaji zaklad jednotlivym vrstvam kofene. Prvni z nich jsou inicialy
epidermy a lateralni kofenové Cepicky. Jsou umistény na vnéjsi strané klidového centra.
Kolumela, centralni ¢ast kofenové cepicky, ma svou vlastni sadu inicial. Dalsi je sada
inicial, které zakladaji kortex a endodermis, a posledni sada inicial dava zaklad cévnim
pletivim a pericyklu. Avsak vSechny tyto zony jsou generovany z jednoho centra, které
generuje i inicialy, a to je Klidové centrum. Nazyva se tak proto, Ze je mitoticky malo
aktivni a tvofi ho n¢kolik malo bun¢k v centralni ¢asti kofenové $picky (Scheres a kol.,
2002). Ze je klidové ale neznamena jeho permanentni nefunkénost. Buiiky v klidovém
centru se sporadicky rozd¢li, a slouzi k obnové hojné se délicich okolnich regiont (Evert,
2006).

Kofenovy vrchol je zodpovédny i za gravitropismus kofene, tedy za smér ristu
podle sméru gravitace. V centralni Casti kofenové Cepicky se nachézeji specializované
bunky, statocyty, obsahujici amyloplasty S vysokym obsahem Skrobovych zrn, statoliti
(perceptory gravitace). Tyto organely zajistuji vnimani vektoru gravitace a pii jakékoli
zméné polohy rostliny nebo kotfene spousti mechanizmus gravitropické reakce kotfene.
(Beck, 2010). Periferni bunky kofenové Cepi¢ky vykazuji vysokou biosyntetickou
a sekrecni aktivitu. Produkovany a sekretovany sliz polysacharidové povahy ulehcuje

pronikani kofene v pudé, chrani kofenovou $pi¢ku pfed mechanickym poskozenim a ma



vysokou schopnost vazat nekteré toxické latky (Pilet, 1972; Tsugeki a Fedoroff, 1999;
Rost, 2011).

V jednotlivych zénach kotenové Spicky probiha regulovand proliferace bunék.
V meristematické zon¢ se bunky aktivné dé€li. Pak nasleduje prechodna zoéna, ve které se
bunikky po skonéeni bunécného déleni fyziologicky a morfologicky pfipravuji na rychlé
prodluzovani, které¢ probiha v nasledujici elongacni zéné. Po skonceni prodluzovani
podléhaji bunky diferenciaci, aby mohli plnit své funkce v zralé ¢asti kotene (Sheres a kol.,

2002). Jednotlivé zony vidime na obrazku 3.

A Diferenciacni Prodluzovaci Meristematicka B
zona zona zona
Y
o W

Obr. 3: Vymezeni jednotlivych vyvojovych zon v kofenové Spicce Arabidopsis thaliana.
Casto se uvadi, e za meristematickou zénou ihned nasleduje zéna elongaéni (podle
Scheres a kol., 2002), ve skute¢nosti ale po skonéeni bunééného déleni se buriky nejprve

na rychlou elongaci pfipravuji v ptechodné zon¢ (Baluska a kol., 2010).

V epidermélni vrstvé kotene Arabidopsis se po skonceni prodluZzovani bunck
diferencuji kofenové vlasky (Foreman a Dolan, 2001). Epidermalni vrstva je sloZena ze
dvou typt bunék. Bunky, které se nachazeji v pozici oproti antiklinalnim (kolmym)
bunéénym sténam kortexovych bun€k se diferencuji na trichoblasty (bunky produkujici
kofenové vlasky). Bunky, které lezi v pozici oproti periklindlnim (rovnobéznym)

bunécnym sténam kortexovych bunék, se diferencujici na atrichoblasty, tedy buiky, ze



kterych se kofenové vlasky netvoti (Dolan a kol., 1994). Kofenové vlasky se zacinaji
diferencovat ptiblizné¢ 1 mm od kofenové $picky a rostou kontinualn¢ apikalnim ristem az

do dosazeni své kone¢né délky (Schiefebein a Somerville, 1990).

Rust kofenovych vlaskt u Arabidopsis se stal modelem pro studium polarniho rustu
u rostlin. Je regulovan mnohymi faktory. Riznymi metodami studia, véetné indukce
mutantl s poSkozenim apikalniho ristu kofenovych vlaska a charakterizace gent za tyto
poruchy zodpovédné, byl objasnén zasadni podil vytvareni iontovych gradientd, cileného
transportu vezikul, syntézy bunécné stény, cytosleketu a signalnich molekul na jeho
udrzovani. Vrcholovy rust kofenovych vlaska probiha ve 4 fazich. Prvni fazi je iniciace
S vytvofenim tzv. bulge (,,vydut*), ktera vyrasta na bazalnim konci trichoblastu. Posléze
zacina samotny polarni rust, ktery nejprve probihd pomalym rdstem a po dosazeni délky
vlasku pfiblizn¢ 20-40 um zac¢ina druhd rychlejsi faze. Pro tyto dvé faze je charakteristicka
akumulace vezikul v rostoucim vrcholu, které obsahujici komponenty pro stavbu

membrany a bunééné stény (Marthur a Hiilskamp, 2001). Tyto faze mizete vidét na

0
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obrazku ¢. 4.

Obr. 4: Grafické znazornéni jednotlivych fazi polarniho ristu kofenovych vlaskd. (podle

Marthur a Hiilskamp, 2001)

2. 3. Dilezité faktory pro rust kofenovych vlaski
2. 3. 1. Morfologie polarné rostoucich vlasku

Bunécna sténa na vrcholu kotenovych vlaskl je tvofena predevS§im z primarnich
vrstev celulozy. Celuldoza se sice syntetizuje V plazmatické membrang, ale dalsi
komponenty syntetizované bunécné stény, jako pektiny a xyloglykany, které se tvofi
v endomembranovém systému, se do rostouciho vrcholu dopravuji vezikuldrnim

transportem. Ztoho davodu jsou vezikuly v rostoucim vrcholu kotfenovych vlaska



ptfitomné v hojném poctu (Foream a Dolan, 2001). Jsou nezbytné i pro tvorbu nové
plasmatické membrany. Tyto vezikuly jsou vétSinou potazené clathrinem a pochazeji
z Golgiho aparatu, trans-Golgi sit¢ (TGN), anebo z plazmatické membrany. Vezikuly jsou
pomoci aktinovych filamentli dopravovany na urcené misto. VétSina ostatnich organel
kofenového vlasku se do vrcholu nedostava, kromé mitochondrii, Golgiho cisteren, TGN,
hladkého a drsného endoplazmatického retikula a endozomu (Carol a Dolan, 2002). Jadro
se V rostoucim vlasku nachazi v relativné stabilni vzdalenosti od jeho vrcholu a to diky
subapikalnim jemnym vlaknim F-aktinu, ktery tvoii jemnou sit’ mezi jadrem a vrcholem
vlasku. Jakmile je vrcholovy rust dokoncen, jadro zacind migrovat a mizeme ho najit
Vv jakékoliv pozici (Ketalaar a kol., 2002). Po dosazeni kone¢né délky vrchol vlasku
vakuolizuje a stabiln¢ se tvoii sekundarni vrstva celulézy v bunééné sténé (Carol a Dolan,
2002). Jednotlivé uspotadani organel, cytoskeletu (aktinové filamenta, mikrotubuly)
a vezikull zndzornuje obrazek ¢. 5.
smér ristu
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= \
=g

o
Obr. 5: Jednotlivé organely a strukturni komponenty v rostoucim kofenovém vlasku (podle

Carol a Dolan, 2001)

2. 3. 2. Vodikovy gradient, H'-ATPasa

Pred formovanim vlasku z trichoblastu dochdzi k migraci jaddra smérem
k selektovanému mistu a k reorganizaci cytoskeletu (Carol a Dolan, 2002). V tomto misté
probéhne iniciace a zformuje se zde ,,bulge”. K tomu je dilezita prestavba bunécné stény,
gemuz piedchazi lokalni acidifikace v bunééné sténé. Aby tento krok mohl nastat, H'-

ATPasa lokalizovéna v plazmatické membrang, udrzuje turgor bunky (vnitini tlak), ktery



nasledné generuje vodikovy gradient, coz také podporuje ptijem dalSich nezbytnych ionti

(Foream a Dolan, 2001).
2. 3. 3. NADPH oxidasa a reaktivni formy kysliku (ROS)

NADPH oxidasa se nachazi v apikalni ¢asti plazmatické membrany ve vrcholu
vlasku. Katalyzuje extracelularni produkci superoxidi, ¢imz zabezpecuje dilezitou roli
v regulaci tvorby a lokalni akumulace ROS. Aktivita tohoto enzymu je tedy dulezita
V polarnim riistu, protoze udrzuje normalni extraceluldrni pH, odvod elektronti z bunky
(kazda jedna reakce uvoltuje dva H® ionty do cytosolu). Udrzuje tim i normdlni
osmoregulaci v bunkach. Aktivita a lokalizace NADPH oxidasy v apexu kofenovych
vlaski je regulovana vzhledem na vyvojova stadia vrcholového rlstu, je ale 1 nachylnd na
nedostatek O, a zivin a muze tak vysilat signaly, Zze bunka musi celit stresovym

podminkam (Mortimera kol., 2008).

ROS (reaktivni formy kysliku) byly doneddvna povazovény jenom za stresové
molekuly a byly spojovany s odpovédi rostlin na fyziologicky stres, zpisobeny biotickymi
a abiotickymi faktory. Detailni studium prokazalo, Ze ROS jsou integralni soucasti
mechanismu apikdlniho rGstu a determinace tvaru kofenovych vlaski a jinych
specializovanych bunék rostoucich apikalnim rastem, pylovych lacek. V rostoucich
kofenovych vlascich kontroluji vapnikové kanély, coz stimuluje vstup Ca®* iontd do
bunék. Jejich produkce je naopak ionty Ca®* kontrolovana. V rostoucich vlascich jsou tedy

zékladni komponenty mechanizmu ristu zpétnovazebné regulovany (Carol a Dolan, 2006).

wewrs

2. 3. 4. NejdiileZzitéjsi ionty pro polarni rist

2.3.4. 1. Draslik

Draslik je hlavni osmoticky aktivni kationt v rostlinnych bunikach. Jeho ptitomnost
a dulezité fyziologické funkce v rostoucich kotfenovych vlascich byly dokumentovany.
Kromé toho, Ze napoméaha k vyvoji kofenovych vlaski, kofenové vlasky jsou i diilezitym
mistem piijjmu drasliku do kofene rostlin. Ve vlascich byly dokdzany dva zakladni
mechanismy p¥ijmu K* iontd, které funguji soub&zné (paralelné). Prvni znich je
zprostfedkovan kanalovym pfenosem. Druhy zplisob zabezpeduje pienos K' iontd do
cytosolu proti elektrochemickému gradientu, je nezavisly na ATP a zprostfedkovava ho
transportér zodpovédny za H'-K* symport. Transport K* prostiednictvim symportu mé

vyssi afinitu nez kanalovy ptfenos (Foreman a Dolan, 2001). Mutace genu nékterého
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zmnoha K" transportérsi, napt. AtKT1, SKOR1, AtKUP1, AtKT2, AtHKTI, zpisobuji
problém v rastu vlasku, které jsou cCasto rozvétvené (Desbrosses a kol., 2003). To

naznacuje dulezitou roli drasliku v mechanismu apikalniho rastu (Foream a Dolan, 2001).

2.3.4.2. Vapnik

Ptijem vapniku do cytoplasmy rostoucich kofenovych vlaska zabezpecuji Ca*
kanaly, které jsou umistény v apikalni membrané na Spicce vlasku. Tyto kanaly dopravuji
Ca®* do cytoplasmy z apoplastu. Vnitrobun&éna koncentrace Ca®* se lokalné zvysuje
hlavné ve stadiu ,,bulge* a v apexu rostouciho vlasku. Tyto zjisténi naznacuji, ze piijem
Ca® a jeho gradient v apexu nejsou nevyhnutelné k iniciaci, jsou ale potfebné pii dalSich
fazich rustu vlaska (Bibikova a kol., 1997). Existuji 3 rtzné typy vapnikovych kanald
Vv rostlinach: HAAC, které jsou aktivovany pfi hyperpolarizaci membrany, jsou pfitomny
ve vlascich, ddle DAAC, aktivovany pfi depolarizaci a téz pfitomny ve vlascich, a posledni
NSCC, které jsou neselektivni a na Spicce kotenovych vlaskl se nenachéazeji (Miedema
akol., 2008). HAAC a DAAC kanaly se stfidaji v otevirani a zavirani, protoze
hyperpolarizace a depolarizace plasmatické membrany je dilezitd pfi kontrole ristu.
HACC je aktivovan ROS, je to hlavni idici kanal pro pi{jem Ca®* iontd do buiiky a hraje
tedy hlavni tilohu i pfi prodluzovani vlasku. DAAC je aktivovan vysokou hladinou H”
iontd a hraje taky vyznamnou roli v regulaci riastu (Mortimer a kol., 2008). Vapnikovy
gradient podporuje exocytdzu sekretorickych vacki a ovlivituje pevnost bunééné stény.
Jeho dulezitost byla dokazana u mutantu rhd2 (podrobnéji se o ném zminime Vv dalsi
kapitole). Tento mutant nema dostateCny piijem vapniku pii iniciaci apikdlniho ristu,
vyvoj vlaski se tudiz zastavi ve stadiu ,,bulge®. TakZe je zfejmé, Ze protein RHD2 je urcité
potiebny k aktivaci téchto kanali. Bylo dokazano, ze RHD2 kéduje NADPH oxidasy,
ktera ptenasi elektron z NADPH na elektronovy akceptor, co vede k tvorbé ROS (Carol
a Dolan, 2002; Foream a Dolan, 2001; Foreman a kol., 2003). Arteficialni zvySovani
pfijmu vapniku pomoci ionoforti vedlo k expanzi nejen na vrcholu vlaskl. Tento efekt se
zvysil po depolymerizaci mikrotubulii, coz vedlo k vétveni vlaski a k iniciaci ristu
Vv riznych regionech vlasku, nejen v apexu (Bibikova a kol., 1999). Dokumentuje to tizkou
kooperaci udrzovani Ca?* gradientu ve vrcholu s funkei cytoskeletu, ktery je dalsi nedilnou
soucasti polarnitho rastu (Marthur a Hilskamp, 2001). Vapnik hraje dulezitou roli
I v signalnich drahach, prostfednictvim kterych se aktivuji ,,calcium-dependentni protein

kinazy*. Tyto drahy mohou ovliviiovat exocytozu, ktera je ionty vapniku zprostfedkovana,
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a reguluji i od vapniku-zavislé zmény ve struktuie a aktivité cytoskeletu (Bibikova a kol.,

1999).

2. 3. 5. Cytoskelet

Cytoskelet je integralni soucasti vSech bunék jak v rostlinné, tak v zivoci§né fisi.
U rostlin ho tvofi dvé zakladni slozky, mikrotubuldrni cytoskelet a aktinovy cytoskelet,
které spolecné tvoii dynamickou cytoplazmatickou sit. Role cytoskeletu pii vyvoji
kotenovych vlaskd je urcité nenahraditelnd jak v usmérfiovani organizace ristu vlaskd,
udrzovani jejich tvaru, tak v transportu dilezit¢tho materidlu v rostoucim vlasku (napf.
materidl pro nové se tvorici bunécnou sténu). Cely proces usmériiovani vezikuldrniho
transportu je taky pod precizni kontrolou cytoskeletu (Sieberer a kol., 2005). Aktinovy
cytoskelet nejen v kofenovych vlascich, ale Vv rostlinnych bunikach obecné, udrzuje
cytoplazmatické proudéni a hraje primarni roli v transportu organel a vezikul. Dulezitost
aktinového cytoskeletu pro vyvoj kofenovych vlaskt byla jednoznaéné potvrzena aplikaci
latek (latrinculin B), které zptisobuji depolymerizaci aktinovych mikrofilament. Po jejich
depolymerizaci se rust vlask zastavuje (Ketelaar a kol., 2003; Baluska a kol., 2000).
K rustu vlaska je nejdulezitéjsi F-aktin. V nerostouci ¢asti vlasku jsou piitomny piedevsim
aktinové mikrofilamenty a jejich svazky, v rostoucim vrcholu pak piedev§im dynamicka

sit’ F-aktinu (Baluska a kol., 2000).

Mikrotubuly pro zménu hraji dulezitou roli pii kontrole sméru rustu kofenovych
vlasku a jejich morfologii (Foream a Dolan, 2001). Inhibici spravné ¢innosti mikrotubulti
nedochdzi k zastaveni riistu, jako u aktinu, ale vlasky vykazuji zmény tvaru (rozdvojovani
vlaskt, vyvoj vice vlaski z jednoho trichoblastu, zvinény tvar vlaski). Mikrotubuly jsou
tedy nezbytné ke stabilizaci apikalniho ristu kofenovych vlasku (Bibikova a kol., 1999).
Ve vlascich se nachédzeji dvé formy mikrotubuldrni sit€. Na periferii bunky
pod plazmatickou membranou se nachazi kortikalni mikrotubularni sit, kterou mizeme
pozorovat podél celé délky vlasku od Spicky az k jeho bazi. Druha sit” je tvofena vnitinimi
svazky mikrotubull, které jsou pfitomné v cytoplazmatickych svazcich, mezi jadrem
a vrcholem vlasku. Jsou to endoplazmatické mikrotubuly (Foreman a Dolan, 2001). Pted
vytvofenim vlasku dochézi v misté¢ jeho vzniku k reorganizaci podéln€¢ rovnobéZného
uspofadani kortikalnich mikrotubuli trichoblastu. Kortikdlni mikrotubuly jsou zde
chaoticky uspofddané. Po zaloZzeni vlasku je potom ve vrcholu mozné pozorovat

endoplazmatické mikrotubuly (Van Bruaem a kol., 2004).
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2. 3. 6. Vezikularni transport a duleZité proteiny, které ho reguluji

Generace, cileny transport a fize vezikul jsou esencidlni procesy pro zaloZeni
a udrzeni polarity polarniho ristu, jako i1 pfi progresi polarniho riistu samotného. Populace
vezikul v rostoucich kofenovych vlascich je tvofena hlavné sekretorickymi
a endocytotickymi vezikuly. Ve vrcholu rostoucich kofenovych vlaskl se nachazi tzv. ¢ira
z6na, kterd je vyplnéna pfevazné jenom vezikuly. Ty pochazeji z trans-Golgiho sité
(TGN), ale jsou generovany 1 z plasmatické membrany procesem endocytdzy. Tyto
vezikuly mohou recyklovat ve vrcholu vlaskti mezi riznymi kompartmenty, a proto se
nazyvaji i recyklacni vezikuly. MnoZstvi vezikul ve vrcholu vlaskd jenom dokumentuje,
jak dilezitou roli hraje sekrece, exocytéza a endocyt6za v progresi a regulaci polarniho

ristu kofenovych vlaski (Samaj a kol., 2006).

2. 3. 6. 1. Exocytoza

Exocytotické vezikuly jsou velké asi 100-150 nm v pruméru a tvoii se v Golgiho-
aparatu  rychlosti asi 2-4 vezikuly za minutu na jednu Gogiho-cisternu.
V nékterych hypersekre¢nich buiikdch to mize byt i nékolik tisic vezikul za minutu.
Pribéh exocytdzy je fizen a kontrolovan fadou dilezitych proteint. Pafi mezi né Rop-
GTPasy, které reguluji aktinovy cytoskelet, didle pak ARFs (ADP-ribosyla¢ni faktory),
které jsou esencidlni pro formovani vezikulii na donorové membrané a Rab-GTPasy, které
jsou zodpovédné za spravnou fuzi vezikuld s cilovou membranou. Ve $picce kotfenovych
vlaskl byly lokalizovany béhem apikéalniho ristu naptiklad proteiny RabA4b a Rop2, které
jsou pozitivnimi regulatory ristu. K dilezitym regulatorim exocytozy patii i SNARE
proteiny, které zprostfedkovavaji zdvérecné faze fuze vezikull s plazmatickou membranou
nebo s cilovymi membranami v ramci endomembranového systému (Campanoni a Blatt,
2006).

2. 3. 6. 2. Endocytoza

Endocytoza je proces internalizace plazmatické membrany, pficemZ miize dochazet
1 k internalizaci extracelularnich molekul, tekutin, mechanickych ¢astic, vird ¢i bakterii.
Uplatiluje se pii renovaci komponent plazmatické membrany a receptord, pfi
zprostiedkovani signall, pfi eliminaci patogend, pfi iniciaci symbidzy s mikroorganismy
a také pfi pfijmu esencidlnich stavebnich a nutri¢nich latek. U rostlin mizeme pozorovat

4 zakladni formy endocytozy: na klatrinu zavisla, na klatrinu nezavisla, fluidni endocytoza
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a fagocytoza. V kotenovych vlascich je dilezitd jak na klatrinu zavisld, tak na klatrinu
nezavisla draha. Ob¢ jsou lokalizovany ve vrcholu rostoucich kotenovych vlaski, pficemz
na klatrinu nezdvisla drdha muze byt aktivni pfedevSim V apikalni ¢asti vrcholu a na
klatrinu zavisla draha v subapikdlni casti vrcholu. Pii klatrinem-zprostfedkované
endocytoze jsou vezikuly potazené timto proteinem a pomoci adaptorovych proteinti
(AP180, aC-adaptin) dochdzi k formovani klatrinového skeletu. aC-adaptin se vdze na
AP180 a ten nésledné interaguje s klatrinem. Vacky tohoto typu maji velkost 70-80 nm
a jsou tedy mensiho priméru nez u savci, protoze u rostlin hraje vyznamnou roli turgorovy
tlak (Samaj a kol., 2004). Endocytoza nezavisla od klatrinu je zprostfedkovana specifickou
koncentraci lipidickych komponentt plasmatické membrany (sterolil) a i proto se nazyva
endocytoza zdvisld od lipidickych rafti. Endocytotické vacky mohou byt ve Spicce
rostouciho vlasku recyklovany, nebo fizuji s ranymi endozomy, které nasledné¢ mohou
neseny material posilat do pozdnich endozomu. Tato draha, pokud jde o degradaci, konci
fuzi s vakuolou. Pfi této dopravé vezikul vyznamnou roli hraje aktinovy cytoskelet, a je
nezavisla na endoplazmatickém retikulu (Campanoni a Blatt, 2006). Dulezitymi regulatory
endocytozy jsou Rab-GTPazy, kterych je v Arabidopsis genomu kédovanych vice nez 30.
Zastupcem velkych GTPaz, které hraji diilezitou roli pfi odstépovani vezikul z plazmatické
membrany pii endocytdze, je dynamin. Asociuje s fadou proteinti véetné¢ klatrinového
ktery se podili na vapnikem-stimulovaném a Rho proteiny-regulovaném transportu vezikul

(Samaj a kol., 2004).

Proto je zfejmé, ze Vv kofenovych vlascich musi byt regulovana rovnovédha mezi
mirou sekrece vezikulll a endocytoézou, aby se zajistil odpovidajici tok materidlu a iontt

pro polarni rist (Campanoni a Blatt, 2006).
2. 4. Geny diilezité pro vyvoj a rist kofenovych vlaski

Abychom mohli zjistit, které geny fidi proces vyvoje a ristu kofenovych vlasku,
byla provedena ndhodni nebo cilend mutageneze, s cilem izolovat mutanty vykazujici
abnormality kofenovych vlaskli. Po identifikaci mutovanych jedincii se podle zmén
fenotypu kotenovych vlaskii zjistovalo, do jaké miry a v jakém procesu je dany gen pro
spravny vyvoj kofenovych vlaski dulezity. Je uz znamo hodné gent, které proces vyvoje
arustu kofenovych vlaskt ovliviiuji (Schiefebein a Somerville, 1990). Zakladni studium

probihalo na mutantech, které maji pozménény jen jeden gen, nasledovali pak studie
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I U dvojitych mutantd. To bylo pfinosné pro odhaleni novych roli gentl, které se nemohli
projevit uz u jednotlivych mutanti, a ukazali se nové regulacni vztahy mezi riznymi geny

(Parker a kol., 2000).

Na obrazku ¢. 6 je shrnut seznam mutantd, jak jednoduchych tak dvojitych,
u kterych byly definovany konkrétni zmény v morfologii kofenovych vlaskli. Proces
tvorby vlasku je srovnan s normalnim pribéhem zakladani a rtstu vlaskd, predevsim pro
zalozeni spravného priméru ,bulge”, pro udrzeni stability zakladaného vrcholu vlasku
(s vyznaCenym pozitivnim a negativnim vlivem) pro udrzeni spravné elongace. Jsou tu
znazorneény 1 vztahy mezi jednotlivymi proteiny, pii kterych CEN1 a CEN3 jsou zavislé na
aktivit¢ RHD3, BST1 a TIP1. Mutanti jsou seskupeny podle jednotlivych vyvojovych fazi
(Grierson a kol., 2001).

Normalni pribéh riistu vlasku Fenotyp jednotlivirch mutant, & dvojitych mutanti
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Obr. 6: Schématické znazornéni jednotlivych morfologickych typli mutanti kotfenovych

vlaskt, jejich fenotypl a pfifazeni k jednotlivym stadiim normalniho pribéhu polarniho

rastu (Grierson a kol., 2001).

Studiem rGznych mutantti se zjistilo hodné aspektii, které geny se na vyvoji
kotenovych vlaskl podili, jakou hraji roli a jak spolu interaguji béhem polarniho rtstu.
| u definovanych mutantl se ale vyskytuji rozdily, protoze gen se projevuje dvéma

rozdilnymi alelami, kdy jedna se mize projevovat vice (fenotyp je vice ovlivnén) a druha
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méné. Jako ukazka, v kterych fazich polarniho rlstu se jednotlivé geny exprimuji, je
prezentovana vyvojova mapa exprese na obrazku ¢. 7. Je to ptiklad jen pro nékolik gend,
které se na celém procesu podileji. Podle faze ristu vlaski, ve které se exprimuji se
predpoklada, jaky fenotyp bude mutovana rostlina mit, a asi jakou funkci mize dany gen

plnit (Parker a kol., 2000).

Nékolik genti, které byly charakterizovany podrobnéji, miizeme vice piiblizit. Prvni
je skupina gentl, které jsou diilezité pro spravnou iniciaci kofenovych vlaskl. Jsou to geny
RHD1, RHL a RHD6. Mutace rhdl (root hair defectivel) vede k fenotypu, u kterého
vlasky dortstaji priblizné stejné délky jako u kontroly, ale tvoii se na bazi i po délce vlasku
abnormalné rozsifené useky (Schiefebein a Somerville, 1990). RHL (root hairless) gen
koduje maly jaderny protein, ktery je dilezity pro normalni iniciaci vlasku z trichoblastu
(Carol a Dolan, 2002). Produkt RHD6 genu je dulezity pro korektni selekci mista na
trichoblastu, kde bude rist kofenového vlasku zahdjen. U mutantt rhd6 se vytvaii vlasky
na jiném misté trichoblastu, nez na jeho basalnim konci. Tento vybér lokalizace budouciho

vlasku je také pod vlivem rastovych regulatorti auxinu a etylenu (Parker a kol., 2000).

N RHD4
CEN1
BST1
cowt
SHvV2
RHD2
SHV1
CEN3
CEN2
SHV3
SCN1
RHD3
TIP1
RHD1
RHD§E

Prubéh iniciace tvofeni, bulge"  prechod do polarni rust
polarniho rdstu

Obr. 7: Aktivace gent v jednotlivych fazich polarniho rustu (podle Parker a kol., 2000).

Auxin a etylen hraji roli i v regulaci polarniho rdstu. Dikazem je fenotyp axr2 mutanta
(resistentni k auxinu 1 etylenu) ¢i etrl (resistentni vi¢i etylenu), které maji stejny fenotyp
jako rhd6 mutant. Navic bylo dokazano, ze etylen dokaze zvratit fenotyp rhdé mutanta
(Carol a Dolan, 2002). Dalsi skupina gent (RHD2, SHV1, SHV2, SHV3) je dulezita

.....

regulacni geny spravného prodluzovani kotenového vlasku. Mutace téchto genli vedou
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Kk tomu, ze kotenové vlasky zistavaji kratké (20-40 um). Vétsinou se jejich vyvoj zastavi
ve fazi tésné po ,,bulge”. Jako prvni ovliviiuje rist gen RHD2, nésledn¢ pak SHV1 a po
ném nakonec SHV2 a SHV3. Tteti skupina gent (BST1, CEN1, CEN2, CEN3, RHD3,
SCN1) je potiebna pro spravnou kontrolu tvaru vlaski béhem jejich ristu. Fenotyp
mutantll je charakteristicky pozménénym tvarem vlaskd, které jsou delsi nez 40 pum. Pii
mutaci n¢kterych gent (BST1, CEN2, CEN3, SCN1) se vlasky vétvi, tudiz tyto geny jsou
dalezité¢ pii regulaci mechanismu, ktery omezuje pocet vlasku rostoucich z jednoho mista
na trichoblastu. N¢které geny mohou hrat roli v riistu a diferenciaci 1 jinych typt bunck
(RHD3, TIP1). Gen TIP1 je dulezity i pro rust pylovych lacek a oba geny RHD3 a TIP1
jsou dulezité i pro vzrust a architekturu celé rostliny. Naopak geny jako COWL jsou

specifické jen pro vyvoj a rist kofenovych vlaska (Parker a kol., 2000).

Geny TRH1 a KJK reguluji specifické déje béhem apikélniho rlstu kotfenovych
vlaski. Gen TRH1 koduje K'-transportér a pii mutaci vldsky nemohou piejit do faze
intenzivniho rastu. Vytvareji se jen malé vyrlstky, kterych miZe byt na jednom
trichoblastu i1 vice. Gen KJK zase koduje protein piibuzny syntase celuldzy a jeho funkce
je proto dilezitd piisyntéze polymeri nové se tvofici bunéfné stény rostoucich
kofenovych vlaskt. Mutant kjk (kojak) se proto vyviji bez kofenovych vlaski, protoze

jakmile se vlasky po zalozeni dostanou k fazi apikalniho ristu, praskaji (Carol a Dolan,

2002).

2. 5. Vybrani mutanti a jejich charakteristika
2. 5. 1. rhd2 mutant

Fenotyp tohoto mutantu je charakteristicky kratkymi nebo zakrnélymi vlasky (Obr. 8). Je
to zpiisobeno tim, Ze tato mutace zpiisobuje defekt v piijmu Ca?*, ktery je pro elongaci
vlaskl esencialni. Gen RHD2 (ROOT HAIR DEFECTIVE2) kéduje NADPH oxidasu,
piedavajici elektrony z NADPH na akceptor, coZ vede k tvorbé ROS. ROS se normalné
generuji a akumuluji ve vrcholu kofenovych vlaski u divokého typu, ale u rhd2 mutanta je
mnozstvi ROS podstatné snizené. To je dikaz toho, ze NADPH oxidasa generuje ROS,
které nasledné aktivuji vapnikové kanaly (Foreman a kol., 2003). Protein kodovan RHD2
genem je béhem rlstu vlaskl lokalizovan v rostoucim vrcholu, odtud po ukonceni ristu
vymizi. Znamena to, ze lokalizovan RHD?2 protein omezuje produkci ROS jenom do téch
mist, kde je to nevyhnutelné k pokracovani apikalniho ristu, tedy do vrcholu vlasku

(Takeda a kol., 2008). Se zménami koncentrace ROS koreluji i zmény v pH, coz se téz
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podili na koordinaci apikalniho rtistu. Hodnota pH ve vrcholu vlasku béhem ristu osciluje,
podél vlasku a na jeho bazi je pH vétSinou stabilni. KdyZ se pH zvysi na hodnotu 8, vlasek
okamzité prestava rast. Pfi snizeni pH na hodnotu 4,5 vSechny rostouci vlasky praskaji,
zatim co nerostouci vlasky zlstavaji neposkozeny. Podobné reakce kotfenovych vlaskl
vyvolava 1 umélé zvyseni, ¢i snizeni koncentrace ROS. Proto dulezita je hlavné hodnota
extracelularniho pH a produkce ROS, protoze oba tyto predpoklady maji pozitivni vliv na
vlastnosti membran spojené s polarni expanzi bun¢k a maji 1 pfimy vliv na strukturu
a roztaznost buné¢né stény. Mutant rhd2 postrada funkéni NADPH oxidasu (ATRBOH C)
a tudiz dochézi k zastaveni rustu az prasknuti vlaska pted jejich pfechodem do polérniho
rustu. Zjistilo se, ze fenotyp muize byt zvracen zvySenim pH rastového média nad hodnotu
6, vlasky ale stale vykazovali sniZenou cytoplazmatickou hladinu ROS a nedostate¢nou
produkci ROS ve vrcholu. Ale i tak vlasky po zvySeni pH rostly normalné, a dochézelo
i k vytvareni gradientu Ca®* ve vrcholu, co naznauje, e enzym ATRBOH C nebude
pravdépodobné nezbytné¢ nutny pro udrzovani polarniho ristu kofenovych vlaski
(Monshausen a kol., 2007). Studie ukazali i dilezitou roli fosfatidylinositol-3-fosfatu
(PtdIns(3)P), ktery je pro elongaci kofenovych vlasku esencidlni. Tento fosfolipid je
generovan enzymem fosfatidylinositol-3-kindzou. Jeji nadprodukce v transgennich
rostlinach, jako i blokovani jeji funkce, zptisobuji fenotypové zmény kotenovych vlaskda.
Nefunkc¢nost této kindzy vedla k tomu, Ze vlasky byly kratké, a jelikoz byla blokovana
jejich elongace, ale ne iniciace, pfipominalo to postizeni rhd2 mutanta. Tato kindza hraje
dilezitou roli i v efektivité endocytozy v kofenovych vlascich (Lee a kol., 2008). Protein
RHD?2 je lokalizovan na plazmatické membrané a pomoci specifickych markert se zjistilo,
Ze 1 on ma vliv na vezikularni transport a endocytozu. Pii dalSich experimentech se
ukézalo, Ze pro udrzovani pozice RHD2 ve Spic¢ce rostoucich kofenovych vlaskl je
zapotfebi aktinovy cytoskelet, ne vSak mikrotubuly. Pfiklad rhd2 mutanta nazorné
dokumentuje slozitost mechanizmti a komplexnost regulaci polarniho rastu kotfenovych

vlaska (Takeda a kol., 2008).
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50 pm
Obr. 8: Fenotyp rhd2 mutanta (Foreman a kol., 2003).

2. 5. 2. tipl mutant

Tento mutant ma typicky fenotyp s vlasky krat§imi, neZ jsou u divokého typu, které na bazi
navic rozvétvuji (2 a vice vlaskll z jedné baze). Iniciace vlaskli probiha normalné na
Vlasky ale vyrustaji z roz$ifené zakladny, ktera je vétsi nez u divokého typu (Obr. 9). Gen
TIP1 (TIP GROWTH DEFECTIVE1) se nachazi na chromozomu ¢. 5. Kdédovany protein je
zapojen ve vyvoji kotfenovych vlaskii az po stddium iniciace, pii které neni zachovan
princip formovani a rtstu jen jednoho vlasku z ,,bulge* (Ryan a kol., 1998). Tento protein
je dulezity v mnoha aspektech polarniho rastu, jak u kofenovych vlaskd, tak i u pylovych
lagek. Je ovliviiovan koncentraci Ca®* uvniti buniky a mé vliv na koordinaci aktinovych
filament, nebo na syntézu bunééné stény. Mutant tipl byl vygenerovan chemickou
mutagenezi pomoci ethyl metansulfonatu a kdyz ho zkfizime s divokym typem, F;
generace projevuje normalni fenotyp. To naznaCuje, ze tato mutace je recesivni
(Schiefelbein a kol., 1993). Existuji nezavislé mutace na jinych alelach jednoho genu, napf.
tipl-1 a tipl-2, které spolu neinteraguji (Ryan a kol., 1998). Mutace tipl-2 ma silngjsi
fenotyp, je to tedy alela s vétsim efektem (Hemsley a kol., 2005). Rostliny maji mirné
trpasli¢i vzrhst, krat$i internodia, kvetou pozdéji a jejich senescence ptichazi rychleji.
Epidermélni bunky rostliny jsou kratsi, coZ ukazuje, Ze TIP1 je dulezity pro rist a tvar
bunék v§eobecné a ne jen pro polarni rist (Ryan a kol., 1998). Nasledné se zjistilo, ze TIP1
prispiva k formovani vlaski mnohem dfive, nez se myslelo a jako jediny ze Ctrnécti
studovanych gentit ma vliv na proces rastu celé rostliny. Tento gen koduje S-acyl
transferasu (palmitoyl trasferasu), coz je enzym dulezity pro interakci proteint

s plazmatickou membranou (Hemsley a kol., 2005).
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Obr. 9: Fenotyp tipl mutanta. Sipka ukazuje kofenovy vlasek s vyriistanim 4 vrchol
Z jednoho zakladu (Ryan a kol., 1998).

2.5. 3. derl-3 mutant

Gen DER1 (DEFORMED ROOT HAIRS1) koduje ACTIN2 (ACT2), coz je hlavni aktin
v rostlinnych pletivech. Jeho funkce neni dulezitd jenom pro efektivni polarni rlst
kotenovych vlaskt, ale 1 pro spravnou selekci mista kde se ,,bulge* vytvoii. Existuje
celkem 8 ACT proteinli. ACT2, ACT7 a ACTS jsou exprimovany v kofenovych vlascich,
ACTS je velice podobny ACT2, li§i se jen v jedné aminokyseliné. ACT proteiny jsou
dilezité pti definovani bunécné architektury a polarizace, ale i ve flexibilni a dynamické
odpoveédi rostlin na ménici se podminky (Ringli a kol., 2002). Mutant derl, ktery byl
ziskan mutaci ethylmetansulfonatem (Ringli a kol., 2005), ptedstavuje vynikajici model
pro lepsi pochopeni dilezitosti aktinového cytoskeletu ve formovani a ristu kofenovych
vlaskd. Diky nému se zjistilo, Ze ACT?2 je potiebny v celém procesu rustu vlaskt. Fenotyp
(viz obrazek ¢. 10) je charakteristicky kratSimi vlasky nez u divokého typu, se §irsi ,,bulge*
a variabilnim primérem. To je zplsobeno tim, Ze tento mutant mad problém v ukladani
materidlu do bunécné stény. Toto ukladani je asymetrické, coZ mize mit nepatrny vliv na
smér rastu, protoze aktin ma nezastupitelné funkce ve vezikuldrnim transportu. Vlasky se
Castéji iniciuji na jiném misté trichoblastu nez na bazdlnim konci. Existuji 3 alely,
ze kterych kazda ovliviiuje fenotyp v jiné mife. Mutace derl-2 a derl-3 maji silngjsi
fenotyp nez derl-1, kdy jsou baze vlaski hodné zvétsené a vlasky samotné jsou mnohem
krat$i nez u divokého typu. Mutant der 1-2 ma Cast&ji zvétSené baze vlaskt nez mutant
derl-3. Mutace derl jsou recesivni, protoze po zkiizeni s divokym typem se fenotyp zvrati.
Cely kofen ma vinity tvar, jako disledek defektil, které ma tato mutace na mikrotubularni

skelet. Jak bylo dokazano, tato mutace ovliviiuje oba typy cytoskeletu (Ringli a kol., 2002).
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Obr. 10: Fenotyp der1-3 mutanta (Ringli a kol., 2002).

2. 6. Abiotické stresové faktory pusobici na rostliny

Rostliny jsou nepohyblivé organismy, tudiZz nemohou uniknout pied
environmentalnimi stresy a proto si vyvinuly sofistikované procesy k obrané¢ a adaptaci
(Smékalova a kol., 2013). Na zaklad¢ téchto obrannych mechanizmti se umi vyporadat
s celou Skalou strest, at’ jde o chlad, teplo, sucho ¢i o zasolenou ptdu. To je v dnes$ni dobé
¢im dal castj$i problém, protoze az 20 % orné pudy trpi suchem a pfesolenim. Rostliny
jsou pak mensiho vzrustu a redukuje se i jejich produktivita. Pochopeni mechanismi jak
rostliny udrzuji iontovou homeostazi a dokazou tolerovat sucho a ptesoleni je v dnes$nich
vyzkumnych zdmérech jeden z hlavnich problémi. Za udrzovani membranového
potencialu a aktivity mnoha enzymi je zodpovédna vnitrobunééna homeostaza Na* a K*
iontll. Regulace pfijmu iontl je ddlezita, aby byla udrzovana nizka koncentrace toxickych
iontl, a aby se v dostate¢né mife pfijimali ionty esencialni (Conde a kol., 2011).
V signalizaci na abiotické stresy hraji dilezitou roli mitogen-aktivované protein Kinasy
(MAPK). Pfi pfenosu signali dochazi k postupné fosforylaci MAPKKK (MAP kinasy
kinasy kinasy), MAPKK (MAP kinasy kinasy) a jako posledni MAPK (Sihna a kol., 2011,
Capone a kol., 2004). MAPK modul je multienzymovy komplex, jehoz aktivace hraje roli
jak ve stresovych reakcich, v adaptacnich procesech, tak i v regulaci bunééného déleni,
diferenciaci, programované bunécné smrti, ale i v symbidze a patogenezi (Smékalova
akol., 2013). Signalizace prostiednictvim MAPK modult se uplatiiuje pti vnimani riznych
strestl, ptiCemz u kazdého se mohou aktivovat jiné MAPK moduly (Sihna a kol., 2011).
Regulace hormonti a dynamiky cytoskeletu reprezentujici dal$i primarni reakce na
signalizaci  extracelularnich signdlli, a zpétnd modulace hormondlni aktivity
a cytoskeletarni dynamiky se podili na zvySovani tolerance rostlin vii¢i abiotickym strestim

(Conde a kol., 2011; Liuet a kol., 2012).
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2. 6. 1. Osmoticky a solny stres

Solny stres (zasoleni pidy) vzniké pii odpafovani, srazeni a zvétravani hornin. Ma
neptiznivé UCinky na rist a vyvoj rostlin a zvlasté ma obrovské disledky na vynosy plodin.
Je zpiisoben hlavné vysokou koncentraci Na* ionti (Smékalova a kol., 2013). Tento stres
zpusobuje také radidlni zvétSeni bune€k vnéjSich vrstev tkani a inhibuje celkovou elongaci
(Dinnery a kol., 2008). Vysoka koncentrace soli zdsadnim zptisobem ovliviiuje dalezité
d&je v rostlinach. Je to snizena dostupnost vody a K' iontd zpidy pro kofeny, diky
vysokému pladnimu osmotickému tlaku. Vznikd 1 iontové napéti diky nerovnovaze
rozpusténych latek, coz zvysuje hladinu Na* a CI" v cytosolu a méni se pomér Na'/K" ionttl
(Conde a kol., 2011). Rostliny se pted tim chrani tak, Ze odstrafiuji Na* z bun&k pies SOS1
Na'/H" antiporter, ktery udrzuje intraceluldarni pomér Na'/K" iontd (Smékalova a kol.,
2013). Tyto ionty se také transportuji do vakuol, kde se akumuluji. Solny stres ma dale
toxicky vliv na hlavni enzymy, integritu bunécnych membran, ziskédvani zivin, ale i na
fotosyntetické mechanismy. Generuji se vysoké hladiny ROS, které¢ jsou samy o sob¢
pfi¢inou riznych poskozeni rostlin pfi solném a osmotickém stresu, 1 kdyz v pfiméteném
mnozstvi ovliviiuji fadu mechanismt pozitivné (zminéno vyse; Conde a kol., 2011). ROS
jsou béhem stresu syntetizovany v chloroplastech, peroxisomech, mitochondriich

a v apoplastu (Liuet a kol., 2012).

Hyperosmoticky stres muize zhorSit toxicitu sodikovych iontl, protoze se diky
nému opét zvySuje mnozstvi soli (Smékalova a kol., 2013). V peroxisomech se pii
osmotickém stresu akumuluje oxid dusnaty, ktery by mohl byt vhodnym kandiddtem na
prostfedek tolerance vici tomuto stresu (Wimalasekera a kol., 2011). Pii signalizaci
osmotického stresu se jako prvni uplatiuje osmoticky senzor ATHKI, ktery pak dale
posila signal na MAPK kaskadu (Conde a kol., 2011). Osmoticky a solny stres aktivuji
MPK3, MPK4 a MPKG6. Pravé MPK6 hraje centralni roli v ranych stadiich detoxifikace
sodikového stresu, protoze rychle fosforyluje SOSI Na'/H* antiporter a indukuje
vyluovani Na® iontli ven zbunék na ukor cytosolové acidifikace (Smékalova a kol.,

2013).

2. 6. 2. Chladovy stres

Chladovy stres zplsobuje, ze plazmatickd membrana je méné fluidni (Smékalova
a kol., 2013), dochazi k depolymerizaci aktinu a stimuluje se pfiliv Ca®" jontd do bungk

(Liuet a kol., 2012). Ca** hraje dileZitou roli v signalizaci tohoto stresu (Conde a kol.,
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2011). Chladovy stres vyvolava fyziologické odpovédi, které v kone¢ném dusledku, ptes
druhé posly, zpisobuji zmény v genové expresi. To je zprostfedkovano aktivaci MAPK
a od véapniku zavislych protein kinas (CDK). Chladovy stres mtize mit ale efekt i na rtizné
post-transkripéni procesy. Hlavni MAPK, které v signalizaci chladového stresu hraji roli,
jsou MPK4 a MPK6. Mohou se aktivovat uz béhem 2 minut po vystaveni stresovym
podminkam (Smékalova a kol., 2013).

2. 6. 3. Oxidativni stres

Tento stres je spojen s intoxikaci téZkymi kovy, otravou ozdénem, osmotickym
stresem a dal$imi abiotickymi stresy (Smékalova a kol., 2013). Dulezitou roli zde hraji
ROS, které jsou podobné¢ jako u solného a osmotického stresu indukovany i u stresu
oxidativniho. Jsou rozkladdny antioxidativnimi enzymy (katalaza, superperoxid
dismutéza), které chrani buiiky pfed akumulaci peroxidu vodiku (H20,). Avsak nez k tomu
dojde, ovliviuji aktivaci MAPK kaskad (Capone a kol., 2004). Je znamo, ze ROS aktivuji
MPK3 a MPK6, které maji vliv na expresu genu OXI1 (OXIDATIVE SIGNAL —
INDUCIBLE). Tedy pii vysoké koncentraci ROS se indukuje transkripce OXI1 genu.
Ukazalo se, ze korespondujici protein OXI1 ma velky rozsah funkci, véetné¢ udrzovani

normalniho ristu kofenovych vlasku pfi stresovych podminkach (Smékalova a kol., 2013).
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3. CIL PRACE

Teoreticka ¢ast

1. Zpracovani literarni reSerze se zaméiénam na problematiku a) struktury,
morfologie, vyvinu a genetiky kofene rostlin, b) biologie kotfenovych vlaska
a fenotypové projevy mutaci genii zahrnutych ve vyvinu kofenovych vlasku,
c) reakce kofene na abioticky stres z prostfedi na molekularni a bunécné urovni, se

zietelem na obranné reakce a vyvojové adaptace rostlin.
Prakticka cast

1. Otestovani a nastaveni optimalnich kultiva¢nich podminek in vitro na neinvazivni
pozorovani vyvinu a rustu kotfenovych vlaskt, k fizené aplikaci stresovych faktorti
a k naslednému vyhodnocovani reakci rostlin na organové, pletivové a bun&cné
urovni.

2. Charakteristika fenotypovych zmén kontrolnich rostlin kultivovanych ve
stresovych podminkéach, kvalitativni a kvantitativni vyhodnocovani rtstovych
parametra kofene a kofenovych vlaski.

3. Mikroskopickd dokumentace dynamickych procesii v rostoucich kotfenovych
vlascich vybranych mutantti po plisobeni teplotniho, solného a osmotického stresu.

4. Stanoveni miry rezistence k vybranym abiotickym stresim u mutantti s kofenovymi

vlasky neschopnych ristu.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. MATERIAL

4.1.1.

4.1.2.

Pouzité chemikalie

M¢édium (Murashige and Skoog medium, DUCHEFA)
Sacharoza (SIGMA-ALDRICH)

Phytagel (SIGMA-ALDRICH)

Destilovana voda

NaCl (SIGMA-ALDRICH)

KCI (SIGMA-ALDRICH)

Paraquat (SIGMA-ALDRICH)

Sorbitol (DUCHEFA-Biochemie)

70 % a 96 % etanol (PENTA)

Hypochlorid sodny (SIGMA-ALDRICH)

Tween 20 (SIGMA-ALDRICH)

FM 4-64, N-(3-triethylammoniumpropyl)-4-(8-(4-
(diethylamino)fenyl)hexytrienyl)pyridinium dibromid (Life Technologies)

Pouzité pristroje

Analytické vahy (XA 110/2X, RADWAG, Waga Elektroniczen)

Laboratorni ptedvazky (S1502, BEL-Engineering)

Elektromagneticka michacka (MSH-420, BOECO, Germany)

pH metr stolni (TEMP RS232, PL-600 pH/mV/Temp Meter, EZODO)

Parni sterilizator (Sterivap, BMT MMM Group Medical Technology)

Laminarni box biohazard (Faster, FERRARA TItaly)

Skener (Image Scanner I11)

Mikrovinna trouba (MGE21, HITACHI)

Stereomikroskop (binokuldrni mikroskop, Leica M165FC, opera¢ni program LAS
V 4.0, Leica)

Epifluorescencni mikroskop (Axio Imager M2, ZEISS, operacni program ZEN
Blue 2012)
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e Konfokalni mikroskop (LSM 710, Axio Imager Z2, ZEISS, operacni program ZEN
Black 2012)

e Laserovy mikroskop pro live cell imaging (Spinning disk, Axio Observer Z1,
ZEISS, operacni program ZEN Blue 2012)

e Lightsheet mikroskop (Lightsheet Z. 1, ZEISS, opera¢ni program ZEN Blue 2012)

e Kultiva¢ni komora (AR-41L2lI, Percival)

e Fytotron (WEISS Gallenkamp)

e Chladnicka laboratorni (Electrolux, Space Plus, ERB 34633W)

4. 1. 3. PouZité roztoky a média

Steriliza¢ni roztok na povrchovou sterilizaci semen
1% hypochlorid sodny, 0,05% Tween 20
10 ml 10 % hypochlorid sodny
90 ml dH,0
Doplnéno do 100 ml s piidavkem par kapek Tween 20

Pevné kultivacni %2 MS médium

2,29l Murashige and Skoog médium (M0221)
10 g.I* sachar6za
6g.l™ phytagel

dH,0, pH 5,8, sterilizovano autoklavovanim

Tekuté kultivac¢ni %2 MS médium
2,29l Murashige and Skoog médium (M0221)
10 g.I" sachardoza

dH,0, pH 5,8, sterilizovano autoklavovanim

Pevné kultivaéni ¥ MS médium s obsahem 100 mmol.I* NaCl

2,2g.l" Murashige and Skoog médium (M0221)
10 g.I" sachardza
6g.1" phytagel

5844 g.l"  NaCl

dH,0, pH 5,8, sterilizovano autoklavovanim

26



Pevné kultivaéni ¥ MS médium s obsahem 200 mmol.I? sorbitolu

2,2g.l" Murashige and Skoog médium (M0221)
10 g.I" sachardza
6g.l" phytagel

36,44 g.I"  sorbitol

dH.0, pH 5,8, sterilizovano autoklavovanim

Pevné Kultivaéni % MS médium s obsahem 0,1 pmol.I”* PQ

2,29l Murashige and Skoog médium (M0221)
10 g.I" sachardza
6g.l™ phytagel

dH,0, pH 5,8, sterilizovano autoklavovanim

100 pl paraquat

Pevné kultivaéni % MS médium s obsahem 0,2 pmol.1* PQ

2,2g.l" Murashige and Skoog médium (M0221)
10 g.I" sachardza
6g." phytagel

dH0, pH 5,8, sterilizovano autoklavovanim

200 pl paraquat

Pevné Kultivaéni % MS médium s obsahem 0,5 pmol.I* PQ

2,29l Murashige and Skoog médium (M0221)
10 g.I" sachardoza
6g.l™ phytagel

dH,0, pH 5,8, sterilizovano autoklavovanim

500 pl paraquat

4. 1. 4. Rostlinny material

Arabidopsis thaliana divoky typ, ekotyp Columbia (Col-0).

Arabidopsis thaliana mutant rhd2 (root hair defective 2), u kterého kofenové vlasky nejsou
schopny vrcholového rustu. Mutant je deficientni v aktivit¢ NADPH oxidasy AtRBOH C
(Takeda a kol., 2008).
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Arabidopsis thaliana mutant tip1-1 (tip growth defective 1), u kterého se ze Siroké baze

vytvareji dva, tfi nebo Ctyfi kofenové vlasky. Mutant ma neaktivni S-acyl transferasy
(Hemsley a kol., 2005).

Arabidopsis thaliana mutant der1-3 (deformed root hairsl), u kterého se rast kofenovych

vlaska zastavuje kratce po jejich zalozeni. Mutace inaktivuje gen kodujici ACTIN2,

hlavni aktin v rostlinnych pletivech (Ringli a kol., 2002).

4.2. METODY

4. 2. 1. Priprava médii pro kultivaci Arabidopsis v in vitro podminkach

Pro kultivaci rostlin in vitro se v laboratornich podminkach vyuziva jako zdroj
makro a mikro elementi komerc¢né¢ dostupné kompletni médium. V piipadé
Arabidopsis se ovSem jeho koncentrace pfizplisobuje narokim tohoto druhu,
a proto se pouziva v poloviéni koncentraci. Dalsi slozkou média je sacharoza jako
zdroj uhliku, béZné uzZivand v koncentraci 1 % (10 g/l). Médium je zpevnéno
Phytagelem, coZ je synteticka latka, kterd se pouziva jako ndhrada agaru. Pouzili
jsme koncentraci 0,6 % (6 g/l). Médium je fedéno destilovanou vodou. V naSich
experimentech toto kultivacni médium neobsahovalo vitaminy.

Média byla bézné piipravovana Vv objemu 250 ml (0,55 g MS médium, 2,5 g
sachardzy, 1,5 g Phytagelu). Tato smés byla v piipravené kadince s magnetickym
michadlem doplnéna destilovanou vodou do objemu 200 ml. Po upravé pH na
hodnotu 5,8 pomoci 0,1 mol.I™ KCI byl roztok kvantitativné pfemistén do
autoklavovatelné sklenéné nadoby a doplnén destilovanou vodou na objem 250 ml.
Takto pfipravené médium bylo sterilizovano v autoklavu.

Vliv abiotickych stresovych faktorti na rostliny byl testovan kultivaci rostlin na
pevnych mediich s obsahem urcité koncentrace ucinné latky. Solny a osmoticky
stres byl indukovan ptidavkem KCl a NaCl do kultivaéniho média, osmoticky stres
byl indukovan ptidavkem sorbitolu a oxidativni stres ptidavkem paraquatu (PQ) do

kultivacniho média. Detaily ptipravy médii jsou uvedeny v Tab. 1.
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Typ stresu Koncentrace pouzité Hmotnost ¢i objem
latky na 250 ml média

solny a 75 mmol.I" KClI 1,3978 g
osmoticky 100 mmol ITKCl 1,86375g
solny a 75 mmol.I" NaCl 1,09575 g
osmoticky 100 mmol.I"NaCl 1,461 g
osmoticky 200 mmol.I"* sorbitol 911¢g

0,1 umolL.I" PQ 25 ul
oxidativni 0,2 umol.I" PQ 50 ul

0,5 umol.I'" PQ 125 ul

Tab. 1 Hmotnost a objemy jednotlivych stresovych komponentl v kultivaénim médiu pro

ovlivnéni rostlin abiotickymi stresy

KCI, NaCl a sorbitol byly do média ptidany pted autoklavovanim, PQ byl do média piidan

az po autoklavovani. Po snizeni teploty média pod 65°C byl ptfidan stanoveny objem PQ

pro dosazeni dané koncentrace.

4.2.2.

Aplikace chladového stresu: semena testovanych linii Arabidopsis byly po
povrchové sterilizaci stabilizovany na Petriho miskach 48 h ve tmé pii 4°C. Posléze
byly Petriho misky se semeny pielozeny do kultivaéni komory s nastavenymi
podminkami 16 hodin svétlo, 8 hodin tma, 70 % relativni vzdu$na vlhkost a 4 °C.
Alternativné chladovy stres byl aplikovan na tfi denni rostliny, které¢ byly
kultivovany ve fytotronu pii standartnich podminkach, a nésledné pieloZzeny do
kultivaéni komory s nastavenymi podminkami 16 hodin svétlo, 8 hodin tma, 70 %

relativni vzdu$na vlhkost a 4 °C.

Povrchova sterilizace semen

Semena divého typu a mutantnich linii Arabidopsis byly pfipraveny

v mikrozkumavkéach Eppendorf.
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4.2.3.

V laminidrnim boxu byl k seminkdm pfiddn 1 ml 70 % etanolu a za obcasn¢ho
protfepavani se nechal ptsobit 2 min.

Nésledné byla polovina objemu etanolu odebrana a byla pfidana smés 1 ml 1 %
hypochloridu sodného a 0,05 % Tween 20. Semena byla vtomto roztoku
sterilizovana 8 min za neustalého protfepavani.

Po sterilizaci byla seminka postupné promyta 3 x 2 min sterilni vodou. Po
poslednim promyti byla seminka ponechana v mikrozkumavkach s polovi¢nim
objemem vody k pienosu na Petriho misky.

Vrchol plastové Spicky pro automatické pipety (objem 2-20 ul) byl sefiznut, aby
velikost otvoru odpovidal velikosti semen.

Pomoci mikropipety byly seminka nasaty do Spicky a jednotlivé ulozeny na
kultivaéni médium v Petriho miskéch.

Petriho misky se semeny byly uzavieny Parafilmem a ulozeny na 1-2 dny
Vv lednicce pii 4 °C. Imbibice pii 4 °C je dileZzita, aby se vSechny seminka dostala
do priblizné stejné faze pred klicenim, které je nasledné po prenosu do laboratorni

teploty synchronizovano.

Stanoveni kli¢ivosti semen a pieklad rostlin na média pro indukci stresi

Po chladové synchronizaci kli¢i seminka ve fytotronu v prab¢hu 24-48 h. Kli¢ivost
semen byla stanovena vyhodnocenim poméru vyklicenych semen k celkovému
poctu semen. Vysledek klicivosti semen byl pak vyjadien v procentech.

Po vyklic¢eni byly 3 denni rostliny pteloZeny ve sterilnim boxu na média s ur¢itou
koncentraci chemickych latek, vyvolavajicich abioticky stres.

Pfenos rostlin byl proveden sterilni jemnou pinzetou opatrnou manipulaci. Rostliny
byly na testovanych médiich stabilné umistnéné a stabilizovany pomoci adheze.
Petriho misky s pfelozenymi rostlinami byly uzavieny Parafilmem a opét ulozeny

ve fytotronu. Rist rostlin a jejich fenotyp byl pak pravidelné sledovan.

4. 2. 4. Dokumentace a vyhodnocovani morfologie rostlin, rustovych parametrii

a fenotypu korenovych vlasku

Ihned po ptekladu rostlin na testovaci média a pak kazdy nasledujici den, byly

rostliny pfimo na Petritho miskdch skenovany skenerem. Elektronické snimky
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4.2.5.

S internim méfitkem byly pouzity na méfeni kvantitativnich parametri rostlin
(délky kotentt) v programu ImageJ.

Vyvojové zmény testovanych rostlin a zmény ve fenotypu mezi kontrolou
a mutanty po vlivu abiotickych strestt byly dokumentovany na stereomikroskopu.
Fotografie rostlin a jejich casti byly pofizovany piimo v Petriho miskéch.
Zdokumentovan byl fenotyp celych rostlin v raném stadiu vyvoje, kotfeni a detailné

i fenotyp kotenovych vlaska.

Piiprava celych rostlin pro vitalni mikroskopické pozorovani

Rostliny byly stabilizovany a nasledné studovany v mikroskopickych komurkach
(Ovecka a kol., 2005). Komurky byly vytvoieny z mikroskopickych podloznich
a krycich skel, které¢ musely byt dokonale ¢isté, odmasténé a sterilni. Nejprve byla
podlozni mikroskopicka skla umyta vodou a saponatem. Po oplachnuti byla ¢iSténa
96 % etanolem a nakonec oplachnuta destilovanou vodou. Nedostatecné odmasténi
by mohlo zptisobovat problémy pfi pouziti lipofilnich barev.

Vycisténa podlozni a kryci mikroskopicka skla byla nasledné v kyveté sterilizovana
96 % etanolem ve sterilnim boxu 20 minut.

Na vysuSena sterilni podlozni mikroskopicka skla byly pfipevnény tenké pasky
Parafilmu v délce umérné krycim skliim. Prostor od spodni hrany skla k paskam
Parafilmu by mél byt asi 2-3 mm. Do prostoru mezi pasky Parafilmu bylo

napipetovano 10 pl tekutého kultiva¢niho média (Obr. 11).

kofen pFilkF,rt krycim sklem

podlozni sklo

10 pl média X

kryci sklo parafilm

Obr. 11 Navod na ptipravu rostlin pro vitalni mikroskopické pozorovani

Do média byla Setrnym zpisobem pielozena rostlina z Petriho misky (jedna rostlina

na preparat). VEk rostlin byl 2-3 dny po vykliceni.
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Pod uhlem asi 45° bylo v oblasti hypokotylu rostliny pfilozeno kryci sklo, které
bylo po doteku s médiem opatrné ptilozeno k paskam Parafilmu.

Takto pfipraveny preparat byl vlozen do piipravené kyvety s tekutym kultivaCnim
médiem (pfiblizné 25 ml na jednu kyvetu). Kyveta ptikryta vickem byla dana do
fytotronu.

Po 24 h stabilizaci byly preparaty ovlivnény riznymi stresy, barveny a pozorovany

v mikroskopu.

4. 2. 6. Znaceni membran a endocytézy v buiikach korene rostlin v mikroskopickych

sklech

4.2.17.

Pracovni roztok FM4-64 v koncentraci 4 pmol.I" byl pfipraven ze zasobniho
roztoku FM4-64 1,6 mmol.I" (fedéni 1:400). Pracovni roztok byl pfipraven v % MS
médiu, ve kterém byly rostlin stabilizovany po dobu 24 h. Zasobni roztok FM4-64
musi byt uchovavan pfti -20°C, pracovni roztok pak v alobalu, protoze je citlivy na
svétlo.

Do mikroskopické komtirky, piimo k rostlin€, byl perfuznim zpisobem aplikovan
pracovni roztok FM4-64. Celkovy objem 100 pl byl aplikovan postupné pomalou
aplikaci po 10 pl na okraj kryciho skla (bez doteku $pi¢ky pipety o sklo). Jedna
10 ul aplikace by méla trvat piiblizn€é 1 min a méla by byt plynuld, aby
nedochazelo ke stresovani rostliny.

Po prvni aplikaci (10 pl) byl pfiloZzen na protéjsi stranu kryciho skla maly a tenky
pasek filtra¢niho papiru o velikosti zvolené tak, aby rychlost odsavani média
z prostoru komiirky korespondovala s rychlosti aplikace. Filtracni papir byl ménén
pfiblizné po kazdé druhé aplikaci.

Po aplikaci pisobil roztok FM4-64 na kofen rostliny 15 min. Preparaty byly
nasledné umistnéné do mikroskopu, kde byla intenzita znaCeni membran a asovy

prubéh endocytdzy zaznamendvan.

Vyhodnoceni vysledkii
Parametry prodluzovani kofene rostlin byly vyhodnocovany =z obrazkl

skenovanych rostlin pomoci programu EpsonScan a méfeni délky kotent bylo

provadéno v programu Image J (http://imagej.nih.gov/ij/).
Statistické vyhodnoceni vysledk bylo zpracovano v programu Stastica a Excel
(Microsoft).
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5. VYSLEDKY

Vysledky dosazené v této bakalaiské praci jsou prezentovany ve Ctyfech samostatnych
Castech. Prvni Cast se zabyva efektivitou kli¢eni vybranych linii Arabidopsis Col-0, derl1-3,
rhd2-1 a tipl-1 v kontrolnich podminkach a pfi solném, osmotickém a oxidativnim stresu.
Dokumentovany jsou zmény v délce kofene a v prirtstku kotene za 24 h. Dalsi Cast se
vénuje sledovani citlivosti linii po ptelozeni kontrolnich 2-3 dennich rostlin na média
s obsahem zminénych stresovych faktort. Tieti ¢ast se zabyva detailnéji zménami fenotypu

kotenovych vlaski a posledni dynamikou kofenovych vlask.

5. 1. Kli¢ivost linii Col-0, derl-3, rhd2-1 a tipl-1 v podminkach solného, osmotického

a oxidativniho stresu

Test klicivosti, ktery byl proveden ve tfech biologickych replikach, spoc¢ival ve vysazeni
semen testovanych linii na /2 MS médium bez vitamind, které obsahovalo chemické latky,
vyvolavajici solny, osmoticky a oxidativni stres. Efektivita kliceni byla zaznamenéana
v pravidelnych 24 h intervalech po vyloZeni semen na Petriho miskdch do fytotronu.

Experiment probihal az do té doby, nez vSechny semena v kultuie vyklicily.

V kontrolnich podminkach nebyla efektivita kli¢eni mutantnich linii uniformni.
Piedevsim linie rhd2-1 a derl-3 kli¢ili o poznani pomaleji. Kli¢eni linie derl-3 bylo na
kontrolnim médiu v pribéhu prvnich 24 h vyrazn€ pomalejsi (Obr. 12A). Solny
a osmoticky stres vyvolany ptitomnosti NaCl mirné snizil efektivitu kliceni Col-0, rhd2-1
a tipl-1, pficemz mezi témito liniemi zadny rozdil zaznamenan nebyl. Kli¢eni linie derl-3
bylo ale vtéchto podminkach vyrazné zpomaleno (Obr. 12B). Osmoticky stres za
pfitomnosti sorbitolu téZ snizil efektivitu kli¢eni vSech linii, tu v8ak uz byly rozdily mezi
liniemi Col-0, rhd2-1 a tipl-1 vétsi. Kliceni linie derl-3 bylo opét vyrazné zpomaleno
(Obr. 12C). Detaily kli¢icich rostlin dokumentované 48 h po zacatku experimentu jasné
dokumentuji, do jaké miry byla efektivita kliceni mutantni linie derl-3 solnym
a osmotickym stresem snizena (Obr. 13). Viditelné rozdily ve vyvoji a v morfologii rostlin
se v jednotlivych stresovych situacich projevily i po vykliceni. V porovnani s kontrolou
(Obr. 3A), rostliny ovlivnéné solnym stresem byly mensi, vyvoj nadzemni ¢ast rostlin byl
u nekterych linii zastaven a doSlo k redukci chlorofylu. Kofenovy systém byl také
redukovan (Obr. 14B). Linie Col-0 a tipl-1 méli nejnizsi pocet zezloutlych listi

(Obr. 14B). V podminkach osmotického stresu testované linie prospivaji 1épe, listy rostlin
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nevykazovali zezloutnuti, méli spiSe fialové zbarveni a linie byly mezi sebou vice
porovnatelné (Obr. 14C).

Po aplikaci oxidativniho stresu nebyly zaznamenany vyraznéj$i rozdily mezi
jednotlivymi koncentracemi PQ a kontrolou. Typickym znakem bylo to, ze kliceni linie
derl-3 bylo opét vyrazné zpomaleno (Obr. 15). Semena vSeobecné vykli¢ily mnohem
rychleji v porovnani se solnym a osmotickym stresem. Cely experiment do kompletniho
vykliceni v§ech semen tak trval u oxidativniho stresu o jeden den méné¢. Detailni pohled na
kli¢ici rostliny, zdokumentovan 48 h po zacatku experimentu, ukazuje mensi miru

ovlivnéni procesu kli¢eni, jak tomu bylo u solného a osmotického stresu (Obr. 16).

A kontrola B 100 mmol.I* NaCl
120 - 120 -
100 - 100 :
o a
(2] i
;_5"80 i H 80
R ®
=60 - = 60 -
Z —4—Col0 3 =+=Col0
540 - thd2-1 g 40 - rhd2-1
= = —d—der1-3
20 - —#—der1-3 20 4 -
—tip1-1 =—==tipl-1
0 - T ] [0 — .
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
den po kliéeni den po kli¢eni
c 200 mmol.I" sorbitol
120
100 -
=80 -
(7]
A,
00 - ——Colo
a2
g a0 - rhd2-1
IS —h—der1-3
=20 -
—==tipl-1
0 S E—
a
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Obr. 12 Porovnani kli¢ivosti semen linii Col-0, derl-3, rhd2-1 a tipl-1 v podminkach
solného a osmotického stresu. Pocet vykli¢enych semen byl stanovovan v pribéhu 4 dni od
za&atku experimentu na kontrolnim médiu (A), na médiu s obsahem 100 mmol.I™* NaCl (B)

a 200 mmol.I™* sorbitolu (C). Data reprezentuji pramér + SD ze 3 biologickych replik po
dobu 4 dnd.
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Obr. 13 Detaily kli¢icich rostlin linii Col-0, der1-3, rhd2-1 a tipl-1 na kontrolnim médiu
(A), na médiu s obsahem 100 mmol.I"* NaCl (B) a 200 mmol.I* sorbitolu (C). Seminka
byly fotografovany 48 h po zacatku experimentu. Métitko 500 um.

35



Obr. 14 Rostliny 11 dni po kli¢eni na kontrolnim médiu (A), na médiu s obsahem
100 mmol.I"* NaCl (B) a 200 mmol.I"* sorbitolu (C).
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Obr. 15 Porovnani kli¢ivosti semen linii Col-0, derl-3, rhd2-1 a tipl-1 v podminkach

oxidativniho stresu. Pocet vykli¢enych semen byl stanovovan v priitbéhu 3 dni od zacatku

experimentu na kontrolnim médiu (A), na médiu s obsahem 0,1 |,Lmol.l'1 PQ (B),

0,2 umol.I™ PQ (C) a 0,5 pumoll® PQ (D). Data reprezentuji pramér + SD ze

3 biologickych replik po dobu 3 dnt.
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Obr. 16 Detaily kli¢icich rostlin linii Col-0, derl-3, rhd2-1 a tipl-1 na kontrolnim médiu
(A), na médiu s obsahem 0,1 pmol.I* PQ (B), 0,2 umol.I* PQ (C) a 0,5 pmol.I"* PQ (D).
Seminka byly fotografovany 48 h po zacatku experimentu. Métitko 200 um.
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Vyvoj rostlin po vykliceni v podminkéch oxidativniho stresu byl ale zieteln¢ ovlivnén.
Projevily se viditelné rozdily v morfologii rostlin i pfi porovnani jednotlivych koncentraci
PQ. V porovnani s kontrolou (Obr. 17A), oxidativni stres u vSech koncentraci PQ silné
redukoval vyvoj jak nadzemni ¢asti, tak i kofenového systému. Vyssi koncentrace PQ méli
silngjsi efekt. Rostliny linie derl-3 vykazovaly jiny typ zbarveni listd v porovnani
s ostatnimi liniemi (Obr. 17B, C, D).

Pti testu kli¢ivosti v podminkach chladu bylo zjisténo, Ze semena testovanych linii
vystavené chladovému stresu pii 4°C nevykli€ili ani po uplynuti 4 dnli. Vysledky z tohoto

stresu tudizZ nejsou prezentovany.

rhd2-1| Col-0 rhd2-1| Col-0 rhd2-1| Col-0

tipl-1 | der1-3 tip1-1| der1-3 tip1-1 |der1-3

Obr. 17 Rostliny 11 dni po kli¢eni na kontrolnim médiu (A), na médiu s obsahem
0,1 pmol.I* PQ (B), 0,2 pmol.I" PQ (C) a 0,5 pmol.I"* PQ (D).
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5. 2. Riist kofene ve stresovych podminkach

5. 2. 1. Rist korene rostlin, které Kkli¢ily pod vlivem solného, osmotického

a oxidativniho stresu

5.2.1. 1. Solny a osmoticky stres

Seminka linii Col-0, derl-3, rhd2-1 a tipl-1 byla vysazena na kontrolni 2 médium bez
vitaminii a na % média bez vitamind s obsahem 100 mmol.I"* NaCl a 200 mmol.I"*
sorbitolu. Rostliny byly pozorovany a skenovany kazdy den po vykli¢eni po dobu 5-6 dnt
a byla vyhodnocena délka primarniho kofene a priristek kofene za 24 h. V kontrolnich
podminkach nebyly mezi liniemi Col-0, rhd2-1 a tipl-1 zasadni rozdily v délce koiene,
linie derl-3 vsak méla kotfen v kontrolnich podminkach kratsi (Obr. 18A).
Z porovnavanych linii nejlépe rostla pii solném a osmotickém stresu linie rhd2-1, ktera
méla pfi solném stresu nejdelsi koteny (Obr. 18B). Pti osmotickém stresu byla linie rhd2-1
porovnatelna s Col-0. Rust kofentu linii rhd2-1 a tipl-1 byl porovnatelny pii solném
a osmotickém stresu, nejkratsi kofeny mela linie der1-3 (Obr. 18B, C).

Hodnoty pfirGstkii primarniho kofene za 24 h ukazaly, ze linie derl-3 rostla
Vv kontrolnich podminkach nejpomaleji (Obr. 19A). I kdyz linie rhd2-1 vykazovala na
médiu s obsahem 100 mmol.I* NaCl nejlepsi rist, méla nejdelsi kofeny (Obr. 19B),
statistické vyhodnoceni hodnot pomoci ANOVA a naslednych LSD testl potvrdilo, ze
piirustek byl u vSech linii porovnatelny bez statisticky vyznamnych rozdili (Obr. 19B).
Statistické vyhodnoceni pfirtistkil kofene za 24 h pfi osmotickém stresu ukéazalo, ze kromé
linie derl-3 jsou pfiristky ostatnich linii porovnatelné bez statisticky vyznamnych rozdilt
(Obr. 19C). V tabulce 2 jsou zaznamenany hodnoty redukce délky kotfend porovnavanych
linii ve stresovych podminkach. Ukazalo se, ze linie derl-3 vykazuje na solném
a osmotickém stresu nejmensi koeficient redukce. Dokazuje to, ze rychlost ristu kotene,
ktera je typickd pro urcitou linii, pravdépodobné ovliviiuje 1 jeji citlivost na testované
stresy. Morfologie rostlin 19 dni po zacatku experimentu dokumentuje, Ze NaCl nejvice
redukuje vyvoj linii derl-3 atipl-1 (Obr. 20A, B). Sorbitol nezptsobil vyraznéjsi rozdily
v morfologii a rustu linii Col-0, rhd2-1 a tipl-1, linie derl-3 me¢la ale pii tomto
osmotickém stresu nejdelsi kofeny (Obr. 20C). Pfi solném stresu dochdzelo ke zloutnuti

listti a pti osmotickém stresu listy ziskavali fialovou barvu (Obr. 20).
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Obr. 18 Pramérny rist kofend linii Col-0, derl-3, rhd2-1 a tipl-1, které Kklicily

v podminkach solného a osmotického stresu. Rostliny byly sledovany po dobu 6 dnt po

vyklideni na kontrolnim médiu (A), na médiu s obsahem 100 mmol.I* NaCl (B)

a 200 mmol.I"* sorbitolu (C). Data reprezentuji praimér + SD z 6 biologickych replik.
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Obr. 19 Prirastek kofent za 24 h linii Col-0, derl-3, rhd2-1 a tipl-1, které klicily
Vv podminkach solné¢ho a osmotického stresu. Rostliny byly sledovany po dobu 6 dnil po
vykligeni na kontrolnim médiu (A), na médiu s obsahem 100 mmol.I* NaCl (B)
a 200 mmol.I"* (C). Data reprezentuji primér = SD z 6 biologickych replik. Indexy nad

sloupci vyjadiuji statisticky signifikantni rozdily (p < 0,05) mezi aplikovanymi stresy

a kontrolou, uré¢ené pomoci ANOVA a nasledného LSD testu.
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.Linie | Solny stres | Osmoticky stres
Col-0 5,25 1,75
rhd2-1 3,18 2
derl-3 2,9 1,7
tipl-1 4,3 1,8

Tab. 2 Hodnoty redukci délek kofend linii Col-0, derl-3, rhd2-1 a tipl-1 ve stresovych
podminkdch v porovnani s kontrolnimi podminkami. Hodnoty byly ziskany pomérem

délek kotenti na kontrolnich podminkéch vi€i délkam kotenti na stresovych podminkach.

derl-3 Col-0 tipl-1 rhd2-1

LTy ¥ s nhesn WEW i Ty

B ICERABULTTELY 4 Watalinoch 3040 I
't >3 ki g :<4va‘."‘ N
L%k @btk 1 a3 akesa BXw 3 Yaana
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B ) (SR Lsxa ¥AN aan

Obr. 20 Morfologie rostlin linii Col-0, derl-3, rhd2-1 a tipl-1 19 dni po vykli¢eni na
kontrolnim médiu (A), na médiu s obsahem 100 mmol.I* NaCl (B) a 200 mmol.I"*

sorbitolu (C).
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5. 2. 1. 2. Oxidativni stres

Porovnani délky kotfent testovanych linii Col-0, rhd2-1, derl-3 a tipl-1, sledovanych po
dobu 5 dnt po vykli¢eni prokazalo, ze v kontrolnich podminkach rostly kofeny linii Col-0
a rhd2-1 1épe v porovnani s liniemi derl-3 a tipl-1 (Obr. 10A). Rostliny ovlivnéné PQ
u vSech pouzitych koncentraci nevykazovaly vyrazny rozdil v ristu kotene (Obr. 21B, C,
D). Tendence, ze linie Col-0 a rhd2-1 maji kofeny delsi nez linie derl-3 a tipl-1
naznaovala kultivace na 0,1 pumoll™ PQ (Obr. 22A). U rostlin kultivovanych na
0,2 umol.l'1 a0,5 umol.l'1 PQ byla délka kotenii jednotlivych linii srovnatelnd (Obr. 22B,
C).

Lepsi rust kotfene linii Col-0 a rhd2-1 v kontrolnich podminkach byl v porovnani
s liniemi derl-3 a tipl-1 prokazan v priristku kofenti za 24 h. Rozdily byly statisticky
vyznamné (Obr. 23A). U rostlin kultivovanych na 0,1 pmol.I™* a 0,2 pmol.I"* PQ nebyly
ptirtstky kofene za 24 h statisticky rozdilné (Obr. 23B, C, 24A, B). Pii kultivaci rostlin na
médiu s obsahem 0,5 pmol.I* PQ byl pfiristek kofend linie rhd2-1 statisticky prikazné
mensi, nez u ostatnich testovanych linii (Obr. 23D, 24C). V tabulce 2 je prezentovana
redukce délek kotentl u pouzitych koncentraci PQ. Vysledky ukazuji, Ze nejmensi redukce
v délce kofent u vSech koncentraci byla u linii der1-3 a tip1-1 (Tab. 3). Rostliny vystaveny
oxidativnimu stresu po dobu 9 dni od vykliceni mély vyrazné¢ redukovany kotfenovy

systém, vyrazné redukovany byl ale i celkovy vyvoj rostlin (Obr. 25).
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Obr. 21 Pramérny rist kofend linii Col-0, derl-3, rhd2-1 a tipl-1, které Kklicily
v podminkach oxidativniho stresu. Rostliny byly sledovany po dobu 5 dni po vykli¢eni na
kontrolnim médiu (A), na médiu s obsahem 0,1 pmol.I* PQ (B), 0,2 pumoll™ PQ (C)
a0,5 umol.l'1 PQ (D). Data reprezentuji pramér + SD z 10 biologickych replik.
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Obr. 22 Detailngjsi pohled na primérny rust kotent linii Col-0, derl-3, rhd2-1 a tipl-1,
které kli¢ily v podminkach oxidativniho stresu. Rostliny byly sledovany po dobu 5 dni po
vyklideni na médiu s obsahem 0,1 pmol.I* PQ (A), 0,2 umol.I* PQ (B) a 0,5 pmol.I* PQ
(C). Data reprezentuji pramér + SD z 10 biologickych replik.
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Obr. 23 Piirtstek kofent za 24 h u linii Col-0, derl-3, rhd2-1 a tipl-1, které kli¢ily
vV podminkach oxidativniho stresu. Rostliny byly sledovany po dobu 5 dni po vykli¢eni na
kontrolnim médiu (A), na médiu s obsahem 0,1 umol.I* PQ (B), 0,2 pumoll™ PQ (C)
20,5 pmol.I"* PQ (D). Data reprezentuji primér = SD z 10 biologickych replik. Indexy nad
sloupci vyjadiuji statisticky signifikantni rozdily (p < 0,05) mezi aplikovanymi stresy
a kontrolou, uréené pomoci ANOVA a nasledného LSD testu.
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Linie [0,1 pM PQ [0,2 pM PQ [ 0,5 pM PQ
Col-0 10 12,5 50
rhd2-1 9,2 15,3 51,1
der1-3 46 7.7 11,5
tipl-1 6,7 7.4 10

Tab. 3 Hodnoty redukci délek kotent linii Col-0, derl-3, rhd2-1 a tipl-1 ve stresovych
podminkach v porovnéni s kontrolnimi podminkami. Hodnoty byly ziskany pomérem

délek kotenti na kontrolnich podminkéch vici délkam kotenti na stresovych podminkach.
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Obr. 24 Detailngjsi pohled na pfirtstek kofenti za 24 h u linii Col-0, derl-3, rhd2-1
a tipl-1, které kli¢ily v podminkach oxidativniho stresu. Rostliny byly sledovany po dobu
5 dni po vyklieni na médiu s obsahem 0,1 pmoll™ PQ (A), 0,2 umoll* PQ (B)
20,5 pmol.I"* PQ (C). Data reprezentuji primér = SD z 10 biologickych replik. Indexy nad
sloupci vyjadiuji statisticky signifikantni rozdily (p < 0,05) mezi aplikovanymi stresy
a kontrolou, uré¢ené pomoci ANOVA a nasledného LSD testu.
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Obr. 25 Morfologie rostlin linii Col-0 (A, Al), derl-3 (B, B1), rhd2-1 (C, C1) a tipl-1
(D, D1) 9 dni po vykligeni na kontrolnim médiu, na médiu s obsahem 0,1 pmol.I"* PQ,

0,2 pmol.I" PQ a 0,5 umol.1™* PQ.
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5. 2. 2. Riist korene rostlin, které byly na média S indukci solného, osmotického,

oxidativniho a chladového stresu preloZeny

5.2.2. 1. Solny a osmoticky stres

Seminka linii Col-0, derl-3, rhd2-1 a tip1-1 byla vysazena na kontrolni /2 MS médium bez
vitamint a kli¢eni bylo synchronizovdno 1 den pii 4°C. Vykli¢ené rostliny 3 dny staré
byly pteloZeny na % média bez vitamind s obsahem 100 mmol.I"* NaCl a 200 mmol.I*
sorbitolu. Kultury byly nasledné dokumentovany kazdy den po dobu 4 dnii. Délky kotend
testovanych linii v kontrolnich podminkach vykazovaly tendenci nejlepsiho ristu
linii Col-0 a rhd2-1 a nejpomalejsiho rastu linie derl-3 (Obr. 26A). V podminkach
solného (Obr. 26B) a osmotického (Obr. 26C) stresu byl tento trend podobny, jenom
rozdily mezi liniemi byly mensi (Obr. 26B, C).

Priristek kofene za 24 h na kontrolnim médiu byl u linii Col-0 a rhd2-1
porovnatelny, linie derl-3 a tipl-1 méli piirustek kofene prikazné nizsi, ptic¢emz i rozdily
mezi témito liniemi byly statisticky prikazné (Obr. 27A). Pfi solném stresu Se projevil
prikazné nizsi piirustek kofene u linie derl-3 (Obr. 27B). Pti osmotickém stresu byl
nejvyssi prirdstek kofene u linie tipl-1, ¢emu se vyrovnal jen pfirGstek kofene
u linie rhd2-1. U ostatnich linii byl pfirtustek kotfene statisticky niz§i (Obr. 27C).
Vyhodnoceni redukce délky kotfenli po aplikovanych stresech vii¢i kontrole naznacuje, ze
tato redukce byla nejmensi u linie derl-3 (Tab. 4), i kdyz absolutni délka kofene pfi
solném a osmotickém stresu ukazuje produkci nejkratSich kofend u této linie (Obr. 26,
27). Morfologické rozdily u rostlin 19 dni starych, které se vyvijeli v podminkach solného
a osmotického stresu 16 dni, byly zfetelné. Solny stres redukoval vyvoj kotenového
systému piedevsim u linie derl-3 (Obr. 28A, B). Naopak, pii osmotickém stresu méla linie
derl-3 spoleéné slinii tipl-1 nejdelsi kofenovy systém (Obr. 28C). V porovnani
s kofenovym systémem je ovSem vyvoj nadzemni casti siln¢ redukovan v porovnani

s kontrolou, a to u vSech testovanych linii (Obr. 28).
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Obr. 26 Primérny rast kofend linii Col-0, derl-3, rhd2-1 a tipl-1, pfenesenych na
kontrolni médium (A), a na média s obsahem 100 mmol.I"* NaCl (B) a 200 mmol.I*
sorbitolu (C). Rostliny byly sledovany po dobu 4 dni od pienosu. Data reprezentuji pramér
+ SD z 6 biologickych replik.
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Obr. 27 Prirtstek kofenti za 24 h u linii Col-0, derl-3, rhd2-1 a tipl-1, pfenesenych na
kontrolni médium (A), a na média s obsahem 100 mmol.I"* NaCl (B) a 200 mmol.I*
sorbitolu (C). Rostliny byly sledovany po dobu 4 dni od ptenosu. Data reprezentuji praimér
+ SD z 6 biologickych replik. Indexy nad sloupci vyjadiuji statisticky signifikantni rozdily

(p < 0,05) mezi aplikovanymi stresy a kontrolou, uréené pomoci ANOVA a nasledného
LSD testu.
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Linie | Solny stres | Osmoticky stres
Col-0 2,2 2,4
rhd2-1 2,5 2,1
derl-3 1,75 1,4
tipl-1 2,2 1,5

Tab. 4 Hodnoty redukci délek kofend linii Col-0, derl-3, rhd2-1 a tipl-1 ve stresovych
podminkach v porovnéni s kontrolnimi podminkami. Hodnoty byly ziskdny pomérem

délek kotenll na kontrolnich podminkéch vii¢i délkam kotent na stresovych podminkach.
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Obr. 28 Morfologie rostlin linii Col-0, der1-3, rhd2-1 a tipl-1 19 dni po vykliceni, které
rostly 16 dni na kontrolnim médiu (A), na médiu s obsahem 100 mmol.I"* NaCl (B)
a 200 mmol.I™* sorbitolu (C).
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5. 2. 2. 2. Oxidativni stres

Seminka linii Col-0, derl-3, rhd2-1 a tip1-1 byla nasazena na kontrolni > MS médium bez
vitaminl a synchronizovéana 1 den pfi 4°C. Vyklicené rostliny 3 dny staré byly pifelozeny
na '%» média bez vitamini s obsahem s obsahem 0,1 pmol.l'1 PQ, 0,2 umol.l‘1 PQ
20,5 pmol.I"* PQ a rostliny byly nasledn& dokumentovany kazdy den po dobu 3 dni.

Délka kotent v kontrolnich podminkach jasné naznacila, ze linie Col-0 a rhd2-1
rostly viditeln¢ 1épe v porovnani s liniemi derl-3 a tipl-1 (Obr. 29A). Tato tendence byla
patrna i na vSech tfech koncentracich PQ pii indukci oxidativniho stresu (Obr. 29B, C, D).
Mg¢feni piirustki kofene za 24 h tento trend potvrdilo. V kontrolnich podminkach byl
ptirastek kofend za 24 h pro linie Col-0 a rhd2-1 prikazné vétsi, nez tomu bylo u linii
derl-3 atipl-1 (Obr. 30A). V podminkach oxidativniho stresu byly ptirtstky kofene u linii
derl-3 a tipl-1 vzdy statisticky prikazné¢ mensi nez u Col-0 (Obr. 30B) a u koncentrace
0,2 pmol.I"* PQ (Obr. 30C) a 0,5 pmol.I"* PQ (Obr. 30D) byly piirtistky u téchto linii mensi
i vporovnani s linii rhd2-1. Na médiu s obsahem 0,5 pmol.I* PQ méla linie rhd2-1
nejvetsi prirastek (Obr. 30D).

Vypocet redukce délky kotfenti po aplikaci abiotického stresu ukézal, ze u linie
der1-3 je redukce nejmensi na médiu s obsahem 0,1 pmol1™ a 0,5 pmol1™ PQ, vyssi je
u linie tip1-1 a nejvyssi u linii Col-0 a rhd2-1. Na médiu s obsahem 0,2 pmol.I* PQ
rozdily mezi jednotlivymi liniemi pozorovany nebyly (Tab. 5). Rostliny ovlivnény
oxidativnim stresem byly morfologicky porovnany ve véku 12 dni, tedy kdyz rostly pii
stresovych podminkach 9 dni. Velikost nadzemnich ¢asti rostlin i kofenovych systémi byla
u pozorovanych linii redukovana v porovnatelné mite. NejlepSi vyvoj byl zaznamenan

u linif Col-0 a rhd2-1 (Obr. 31).
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Obr. 29 Primé&rny rast kofent linii Col-0, derl-3, rhd2-1 a tipl-1, pienesenych na
kontrolni médium (A), a na média s obsahem 0,1 umol.l'l PQ (B), 0,2 umol.l'l PQ (C)
ao0,5 umol.l'1 PQ (D). Rostliny byly sledovany po dobu 3 dnl od ptfenosu. Data
reprezentuji primér = SD z 10 biologickych replik.
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Obr. 30 Piirtstek kofenti za 24 h u linii Col-0, derl-3, rhd2-1 a tipl-1, ptenesenych na
kontrolni médium (A), a na média s obsahem 0,1 pmol.I* PQ (B), 0,2 umol.I* PQ (C)
ao0,5 urnol.l'l PQ (D). Rostliny byly sledovany po dobu 3 dnii od pfenosu. Data
reprezentuji primér + SD z 10 biologickych replik. Indexy nad sloupci vyjadiuji statisticky
signifikantni rozdily (p < 0,05) mezi aplikovanymi stresy a kontrolou, ur¢ené pomoci
ANOVA a nasledného LSD testu.
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Linie | 0,1 uM PQ | 0,2 uM PQ | 0,5 utM PQ
Col-0

4,3 4,6 6,6
rhd2-1

4,3 4,6 5,3
derl-3

3,1 4,6 4,6
tipl-1

3,9 4,3 5,2

Tab. 5 Hodnoty redukci délek kotent linii Col-0, derl-3, rhd2-1 a tipl-1 ve stresovych
podminkach v porovndni s kontrolnimi podminkami. Hodnoty byly ziskdny pomérem

délek kotfenli na kontrolnich podminkéch vii¢i délkam kotent na stresovych podminkéch.
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Obr. 31 Morfologie rostlin linii Col-0 (A, Al), derl-3 (B, B1), rhd2-1 (C, C1) a tip1-1 (D,
D1) 12 dni po vykliceni, které rostly 9 dni na kontrolnim médiu, na médiu s obsahem

0,1 umol.I" PQ, 0,2 pmol.I" PQ a 0,5 pmol.I" PQ.
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5.2.2. 3. Chladovy stres

Seminka linii Col-0, derl-3, rhd2-1 a tip1-1 byla nasazena na kontrolni /2 MS médium bez
vitamind a synchronizovana 1 den pfi 4°C. Rostliny 3 dny staré byly pieneseny na nové
72 MS médium a kultura byla kultivovana pii 4 °C v kultivaéni komote. Rostliny byly
dokumentovany kazdy den po dobu 3 dnd.

V kontrolnich podminkach byl nejlepsi rist zaznamenan u linii Col-0 a rhd2-1.
Zteteln¢ pomaleji pak rostly linie derl-3 a tipl-1 (Obr. 32A). Pii chladovém stresu byl rtst
kofenti vyrazné zpomaleny u vSech linii (Obr. 32B). Pfirastek kofenti za 24 h v kontrolnich
podminkach byl nejvétsi u linii Col-0 a rhd2-1, Prikazn¢ zpomalen pfirastek byl
zaznamenan U linie tipl-1 a téz u linie derl-3. I mezi témito liniemi byly hodnoty
prirustku statisticky odlisné (Obr. 33A). Pii chladovém stresu byl rist kofen vyrazné
a porovnatelné postizen (Obr. 32B), ale i tak byly rozdily v pfirtstku kofend linii Col-0
a rhd2-1 pfi porovnani s liniemi derl-3 a tip1-1 statisticky odlisné (Obr. 33B, C).

Vypocet redukce délky kofent pii chladovém stresu vici kontrole odhalil, Ze
nejmensi redukce byla zaznamenana u linie derl-3, vyssi byla u linii rhd2-1 a Col-0
anejvétsi redukce délky kofene méla linie tipl-1 (Tab. 6). Morfologie byla
zdokumentovana u 9 dni starych rostlin, které rostly v chladovych podminkach po dobu
6 dni. Redukce velikosti a ristu nadzemnich ¢asti jako i kofent byla u pozorovanych linii

zna¢na a srovnatelna (Obr. 34).
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Obr. 32 Pramérny rast kofent linii Col-0, derl-3, rhd2-1 a tipl-1, pfenesenych na nova
média, které byly nasledné kultivovany Vv kontrolnich podminkach (A), a pii 4°C (B).
Rostliny byly sledovany po dobu 3 dnl od pienosu. Data reprezentuji primér = SD

z 6 biologickych replik u kontroly a z 12 biologickych replik u chladu.
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Obr. 33 Piirtstek kofent za 24 h u linii Col-0, der1-3, rhd2-1 a tipl-1 pfenesenych na nova

média, které byly nasledn¢ kultivovany Vv kontrolnich podminkach (A), a pii 4°C (B, C).

Rostliny byly sledovany po dobu 3 dnli od pfenosu. Data reprezentuji primér + SD

z 6 biologickych replik u kontroly a z 12 biologickych replik u chladu. Indexy nad sloupci

vyjadiuji statisticky signifikantni rozdily (p < 0,05) mezi aplikovanymi stresy a kontrolou,

uréené pomoci ANOVA a nasledného LSD testu.

Col0

rhd2-1

derl-3

tipl

21

18,75

17,9

23

Tab. 6 Hodnoty redukci délek kotend linii Col-0, derl-3, rhd2-1 a tipl-1 ve stresovych

podminkach v porovndni s kontrolnimi podminkami. Hodnoty byly ziskdny pomérem

délek kotenli na kontrolnich podminkéch vii€i délkam kotent na stresovych podminkach.
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Obr. 34 Morfologie rostlin linii Col-0, derl-3, rhd2-1 a tipl-1 9 dni po vykli¢eni, které
rostly 6 dni v kontrolnich podminkach (A) a pii 4°C (B).

61



5. 3. Zmény fenotypu kofene a korenovych vlaski indukované solnym, osmotickym,

oxidativnim a chladovym stresem

V této casti prace bude podrobnéji charakterizovan fenotyp kofenovych vlaski
jednotlivych linii a jeho zmény vyvolané stresovymi podminkami. Nejdiive budou
sumarizovany experimenty z kliceni rostlin pfimo pod vlivem stresi a nasledné
experimenty po piekladu 3 dennich kontrolnich rostlin do stresovych podminek.
V kontrolnich podminkach vytvaii linie Col-0 dlouhé vlasky bez vétveni (Obr. 24A, E).
Linie derl-3 ma kratké kofenové vlasky, které zastavuji svij rist ve stadiu ,,bulge®. Rust
kofene u této linie neni striktn¢ pozitivné gravitropicky (Obr. 24B, F). Linie rhd2-1 tvoii
kratké kotenové vlasky, neschopné rychlého apikalniho rastu, které jsou ale ponékud delsi
nez u linii derl-3 a tipl-1 (Obr. 24C, G). Linie tipl-1 tvoii sice kratsi kofenové vlasky,
typickym znakem je ovSem jejich vétveni (Obr. 24D, H).

Obr. 35 Fenotyp kofene a kofenovych vlasku linii Col-0 (A, E), derl-3 (B, F), rhd2-1 (C,
G) a tipl-1 (D, H). Sipky ukazuji typicky fenotyp kofenovych vlaski u jednotlivych linii.
Meéritko 500 pm (A, B, C, D) a 100 um (E, F, G, H).
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5. 3. 1. Koi'enové vlasky pri kli¢eni testovanych linii pod vlivem solného, osmotického

a oxidativniho stresu

5. 3. 1. 1. Solny a osmoticky stres

Kofenovy systém rostlin, 6 dni starych, byl tvofen primarnim kofenem a nékolika bo¢nimi
kofeny. Plati to i u linie derl-3, i kdyz byla celkova délka primarniho kofene podstatné
kratsi (Obr. 36A). Solny stres kofenovy systém vsech linii siln¢ redukoval, nedochazelo
ani k tvorbé bocnich kotent (Obr. 36B). Pti osmotickém stresu byl rist primarniho kofene
opét redukovan, vcetné tvorby bo¢nich kofent. Celkova délka primarniho kofene byla ale
vétsi nez v pripadé solného stresu (Obr. 36C).

Odpovéd’ ve vyvoji kofenovych vlaski na solny stres u vSech linii byla mirné
rozdilna ve zralé ¢asti kofene a v zon¢ jejich diferenciace blizko kotfenové Spicky. Ve zralé
Casti koftene, ktera byla solnim stresem zasazena spis, byly kotenové vlasky linie Col-0
kratké a abnormalné rozsifené (Obr. 37A, E). Podobné kratké a rozsifené vlasky byly
i ulinie der1-3 (Obr. 37B, F). U linie rhd2-1 doslo kromé rozsifovani i k rozvétvovani
kotfenovych vlaska (Obr. 37C, G). Kofenové vlasky linie tipl-1 byly rozsifené predevsim
na bazi, vétvily se ovSem jenom ziidka (Obr. 37D, H). U mladsich kofenovych vlaski
a Vv zoné jejich diferenciace bylo u vSech linii rozsifovani po solném stresu uz méné Casté.
Kotenové vlasky linie Col-0 byly ale velmi kratké, nahromadéné a deformované
(Obr. 38A, E). U linie derl1-3 byly pozorovany kofenové vlasky s jejich charakteristickym
fenotypem (Obr. 38B, F). U linie rhd2-1 byly kofenové vlasky v porovnani se svym
typickym kontrolnim fenotypem prodlouzené (Obr. 38C, G). U linie tipl-1 méli kofenové
vlasky standartni délku, ale nerozvétvovali se (Obr. 38D, H). Osmoticky stres vyvolaval
u linie Col-0 vétveni kofenovych vlaska (Obr. 39A, E). U linie derl-3 nedoslo k zasadni
zméné fenotypu (Obr. 39B, F). U linie rhd2-1 byly kotfenové vlasky delsi a ¢asto se vétvili
(Obr. 39C, G). Linie tipl-1 mé&la kofenové vlasky kratsi nez na kontrolnim médium, ale

typicky fenotyp byl zachovan (Obr. 39D, H).
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Obr. 36 Morfologie rostlin 6 dennich rostlin linii Col-0, der1-3, rhd2-1 a tipl-1, kli¢icich

pfimo na kontrolnim médiu (A), na médiu sobsahem 100 mmol.I* NaCl (B)
a 200 mmol.I™ sorbitolu (C).
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Obr. 37 Fenotyp kofene a kotenovych vlaski 6 dennich rostlin linii Col-0 (A, E), derl-3
(B, F), rhd2-1 (C, G) a tip1-1 (D, H), kligicich pfimo na médiich s obsahem 100 mmol.I*
NaCl. Sipky ukazuji typicky fenotyp kofenovych vlaskt u jednotlivych linii. Mgfitko
250 um (A, B, C, D) a 100 um (E, F, G, H).
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Obr. 38 Fenotyp kofene a kotenovych vlaski 6 dennich rostlin linii Col-0 (A, E), derl-3
(B, F), rhd2-1 (C, G) a tip1-1 (D, H), kli¢icich pfimo na médiich s obsahem 100 mmol.I*
NaCl. Sipky ukazuji typicky fenotyp kofenovych vlaskt u jednotlivych linii. Mgfitko
250 um (A, B, C, D) a 100 um (E, F, G, H).
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Obr. 39 Fenotyp kofene a kotenovych vlaski 6 dennich rostlin linii Col-0 (A, E), derl-3
(B, F), rhd2-1 (C, G) a tip1-1 (D, H), kli¢icich pfimo na médiich s obsahem 200 mmol.I*
sorbitolu. Sipky ukazuji typicky fenotyp kofenovych vlaskt u jednotlivych linii. Méfitko
250 um (A, B, C, D) a 100 um (E, F, G, H).
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5. 3. 1. 2. Oxidativni stres

Morfologie rostlin a kofenového systému u 9 dennich rostlin, které ptimo kli¢ili na
médiich s riznymi koncentracemi PQ, byla vyrazné ovlivnéna. Kofenovy systém u vSech
linii byl silné redukovany, a to 1 v po¢tu bo¢nich kotenli. Se zvySujici se koncentraci jsou
rostliny mensi a tento trend se opakuje u viech linii (Obr. 40). Koncentrace 0,1 pmol.I"* PQ
indukovala u vSech linii krouceni primarniho kotfene s redukci vyvoje kotenovych vlaski.
U linie derl-3 bylo formovani kofenovych vlaski na této koncentraci PQ vyrazné
zredukovano (Obr. 41). Redukce tvorby kofenovych vlaskti byla na médiu s obsahem
0,2 umol.l'1 PQ jesté vyraznéjsi (Obr. 42). Pti koncentraci 0,5 umol.l'1 PQ byla u vsech
linii diferenciace kotfenovych vlaskl blizko rostouciho vrcholu zastavena. Vlasky byly
vytvoreny jenom na bazi kotene. Tyto kofenové vlasky si sviij fenotyp, typicky pro kazdou

linii, zachovavaly (Obr. 43).
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Obr. 41 Fenotyp kotfene a kotenovych vlaski 9 dennich rostlin linii Col-0 (A, E), derl-3
(B, F), rhd2-1 (C, G) a tip1-1 (D, H), kligicich ptimo na médiu s obsahem 0,1 pmol.1™* PQ.
Sipka ukazuje zénu kofene bez kotenovych vlaski u linie derl-3. Méfitko 250 um (A, B,
C,D)a 100 um (E, F, G, H).
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Obr. 42 Fenotyp kotfene a kotenovych vlaski 9 dennich rostlin linii Col-0 (A, E), derl-3
(B, F), rhd2-1 (C, G) a tip1-1 (D, H), kli¢icich pfimo na médiu s obsahem 0,2 pmol.I* PQ.

Sipky ukazuji zonu s diferenciaci kofenovych vlaskt. Méfitko 250 pm (A, B, C, D)
a 100 um (E, F, G, H).



Obr. 43 Fenotyp kofene a kotenovych vlaski 9 dennich rostlin linii Col-0 (A, E), derl-3
(B, F), rhd2-1 (C, G) a tip1-1 (D, H), kli¢icich pfimo na médiu s obsahem 0,5 pmol.I"* PQ.
Meéritko 250 pm (A, B, C, D) a 100 um (E, F, G, H).
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5. 3. 2. Korenové vlasky po preloZeni testovanych linii do podminek solného,

osmotického, oxidativniho a chladového stresu

5. 3. 2. 1. Solny a osmoticky stres

Morfologie rostlin a kofenového systém, U rostlin 6 dni starych, je porovnatelna
u linii Col-0, rhd2-1 a tipl-1. Linie derl-3 ma kofenovy systém podstatné krat$i a méné
vyvinuty (Obr. 44A). U rostlin 6 dni starych, které rostly 3 dny ve stresovych podminkach,
je kotenovy systém siln¢ redukovany a tvorba bocnich kofen siln¢ potlacena
Vv podminkach solného stresu (Obr. 44B). Podobna situace byla zaznamenana
i v podminkach osmotického stresu, kde byla ale délka kofenti vétsi nez v piipadé solného
stresu (Obr. 44C).

Solny stres vedl u kontrolni linie Col-0 k redukci ristu kofenovych vlaskd, které
byly kratsi a ¢aste¢né deformované (Obr. 45A, E). Linie derl-3 si v podminkach solného
stresu normalni fenotyp kofenovych vlaski zachovavala (Obr. 45B, F). U linie rhd2-1
dochazelo k tomu, ze se kofenové vlasky rozsifovali a bylo zaznamenano i jejich vétveni
(Obr. 45C, G). Kofenové vlasky linie tipl-1 dortstali do normalni délky, ale jenom ziidka
se vétvili (Obr. 45D, H). Zmény morfologie kofenovych vlaski v podminkéch
osmotického stresu méli ¢astecné jiny charakter. U kontrolni linie Col-0 byly kotenové
vlasky kratké a Casto dochazelo k jejich vétveni (Obr. 46A, E). U linie derl-3 nebyl
typicky fenotyp kotenovych vlaskt zménén (Obr. 46B, F). U linie rhd2-1 byly kofenové
vlasky delsi a vétvili se (Obr. 46C, G). Linie tipl-1 méla kotenové vlasky krat$i nez na

kontrolnim médiu, ale jejich fenotyp byl zachovan (Obr. 46D, H).
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Obr. 44 Morfologie 6 dennich rostlin linii Col-0, derl1-3, rhd2-1 a tip1-1, které rostly 3 dny
na kontrolnim médiu (A), na médiu s obsahem 100 mmol.I"* NaCl (B) a 200 mmol.I*

sorbitolu (C).
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I I
Obr. 45 Fenotyp kofene a kotenovych vlask 6 dennich rostlin linii Col-0 (A, E), derl-3
(B, F), rhd2-1 (C, G) a tipl-1 (D, H), které rostli 3 d na médiu s obsahem 100 mmol.I*

NaCl. Sipky ukazuji fenotyp kotenovych vlaskt u jednotlivych linii. Méfitko 250 pum (A,
B,C,D)a 100 um (E, F, G, H).
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Obr. 46 Fenotyp kofene a kotenovych vlaski 6 dennich rostlin linii Col-0 (A, E), derl-3
(B, F), rhd2-1 (C, G) a tipl-1 (D, H), které rostli 3 d na médiu s obsahem 200 mmol.I*
sorbitolu. Sipky ukazuji fenotyp kotenovych vlaskt u jednotlivych linii. Méfitko 250 pm
(A, B, C, D) a 100 um (E, F, G, H).
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5. 3. 2. 2. Oxidativni stres

Morfologie rostlin a kofenového systém 7 dennich rostlin, které byly pielozené na média
s obsahem PQ, na kterych rostly dalsi 4 dny, byla oxidativnim stresem postiZzena, i kdyz ne
do také miry, jako v piipadé kliCeni v podminkach tohoto stresu. V piipad¢ vSech
pouzitych koncentraci PQ byl kofenovy systém u vSech linii redukovany, vcetné
schopnosti tvofit bo¢ni koteny. Se zvysujici se koncentraci PQ byly rostliny mensi a tento
trend se opakoval u vSech testovanych linii (Obr. 47). Oxidativni stres vyvolaval u vSech
testovanych linii mirné zakrouceni ristu primarniho kotfene. Pti koncentraci 0,1 umol.l’1
PQ u linie Col-0 dochazelo k obCasnému vétveni kofenovych vlaskd, jinak byl typicky
fenotyp kotfenovych vlaskii u mutantnich linii zachovan (Obr. 48). Koncentrace
0,2 pumolI® PQ opét vyvolavala u Col-0 vétveni n&kterych kofenovych vlaski. U linie
rhd2-1 vykazovali kofenové vlasky zlepSeny rust v porovnani s kontrolnim fenotypem této
linie. U linie tip1-1 byly kotfenové vlasky kratsi a nedochazelo k jejich vétveni (Obr. 49).
Koncentrace 0,5 pmol.I"* PQ nevedla k prohloubeni zmén ve fenotypu kofenovych vlaski.
Ten byl porovnatelny s efektem 0,1 pmoll™ PQ. Rozdil byl pozorovan jenom
u linie rhd2-1, ukteré byly kofenové vlasky pod vlivem 0,5 pmol.I* PQ trochu delsi
(Obr. 50).
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Obr. 47 Morfologie 7 dennich rostlin linii Col-0 (A), derl-3 (B), rhd2-1 (C) a tip1-1 (D),

které rostly 3 dny na kontrolnim médiu, a na médiich s obsahem 0,1 umol.l'1 PQ,

0,2 pmol.I* PQ a 0,5 umol.I™* PQ.
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Obr. 48 Fenotyp kofene a kotenovych vlaski 7 dennich rostlin linii Col-0 (A, E), derl-3
(B, F), rhd2-1 (C, G) a tip1-1 (D, H), které rostly 3 dny na médiu s obsahem 0,1 pmol.I™
PQ. Sipky ukazuji zmény fenotypu kotenovych vlaski. Méfitko 500 um (A, B, C, D)
a 100 um (E, F, G, H).
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Obr. 49 Fenotyp kofene a kofenovych vlask 7 dennich rostlin linii Col-0 (A, E), derl-3
(B, F), rhd2-1 (C, G) a tip1-1 (D, H), které rostly 3 dny na médiu s obsahem 0,2 pmol.I™
PQ. Sipky ukazuji zmény fenotypu kotenovych vlaski. Méfitko 500 um (A, B, C, D)
a100 um (E, F, G, H).
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Obr. 50 Fenotyp kofene a kotenovych vlaski 7 dennich rostlin linii Col-0 (A, E), derl-3
(B, F), rhd2-1 (C, G) a tip1-1 (D, H), které rostly 3 dny na médiu s obsahem 0,5 pmol.I™

PQ. Sipky ukazuji zmény fenotypu kotenovych vlaski. Méfitko 500 um (A, B, C, D)
a 100 um (E, F, G, H).



5. 3. 2. 3. Chladovy stres

Vyvoj kotfenového systém 5 dennich rostlin, které byly ptelozené do teploty 4°C na 2 dny

byl silné redukovany, primarni kotfen byl kratky a nedochazelo k tvorbé boc¢nich kotfent

(Obr. 51). Jednotlivé linie reagovaly pii vyvoji kofenovych vlaskd na chladovy stres rizné.

Linie Col-0 vytvarela kotfenové vlasky kratsi nez v kontrolnich podminkach (Obr. 52A, E),

u linie derl-3 dochazelo k rozsitovani kratkych kofenovych vlaskd, které se i vétvily

(Obr. 52B, F). U linii rhd2-1 a tipl-1 nebyla zména ve fenotypu kofenovych vlaskt

zaznamenana (Obr. 52C,

A K
:

D, G, H).
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Obr. 51 Morfologie 5 dennich rostlin linii Col-0, derl1-3, rhd2-1 a tip1-1, které rostly 2 dny

na kontrolnim médiu (A), a na kontrolnim médiu pti 4°C (B).
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Obr. 52 Fenotyp kofene a kotenovych vlaski 5 dennich rostlin linii Col-0 (A, E), derl-3
(B, F), rhd2-1 (C, G) a tipl-1 (D, H), které rostly 2 dny v podminkach chladového stresu
pti 4°C. Sipky ukazuji zmény fenotypu kofenovych vlaski. Méfitko 250 um (A, B, C, D)
a 150 um (E, F, G, H).
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5. 4 Dynamika ristu korenovych vlaski a porovnani jednotlivych linii

Tato ¢ast znazornuje dynamiku kotfenovych vlaskti vSech pouzitych linii Col-0, derl-3,
rhd2-1 a tipl-1 a to pii kontrolnich podminkach a po aplikaci solného stresu. Rostliny,
které¢ mély 3 dny, byly Setrné€ pieneseny na podlozni skla s pfidanim tekutého kultiva¢niho
média, pfikryté krycim sklem a stabilizovany 24 hodin v kyveté ve fytotronu. Druhy den
byly pozorovany v epifluorescenénim mikroskopu. Na obr. 53 vidime kontrolni fenotypy
vSech zminénych linii, kdy u Col-0 a derl-3 jsou zachyceny i jednotliva vyvojova stadia
kotenovych vlaski. Obr. 54 ukazuje dynamiku vakuoly a pohyby jadra béhem rastu
kotenovych vlaski u linie Col-0 pfi kontrolnich podminkach. Vidime, Ze vakuola ve Spicce
se velice dynamicky méni a jadro se béhem riistu pohybuje smérem do vlasku. Dynamika
vakuoly ve $pi¢kach vlasku linii derl-3, rhd2-1 a tipl-1 je zachycena na obr. 55, kdy
u linie derl-3 je zachyceno i jadro (Obr. 55A, B, C, D). U Col-0 byly zmény o mnoho
vyrazngjsi, protoze linie derl-3 a rhd2-1 maji kratké vlasky a na obrazcich uz jde vidét, ze
dale nerostou. Linie tipl-1 bohuzel pfi téchto experimentech nevykazovala svij kontrolni
fenotyp. Dynamika riistu kofenovych vlasku byla zaznamenana i pii solném stresu, kde

vidime, Ze se u rhd2-1 se zna¢né zménila a vlasky dortstaly vétsich délek (Obr. 56G, H, I,

J).

84



Obr. 53 Fenotypy kotenovych vlasku pfi kontrolnich podminkach linii Col-0 (A, B, C, D),
derl-3 (E, F, G), rhd2-1 (H) a tip1-1 (I). Mé&fitko 50 um (D), 20 um (A, B, C, E, F, G, )
a5 pum (H).

599,99 5

Obr. 54 Dynamika rastu kotenovych vlaska linie Col-0, pohyb vakuoly (A, B, C, D, E)
a pohyb jadra (F, G, H, I, J). Hvézdi¢ky znazortiuji polohu vakuoly a jadra. Casovy pribéh

pozorovani je znazornén v S. Métitko 20 pum.
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Obr. 55 Dynamika vakuoly a jadra béhem ristu kotenovych vlaska linii derl-3 (A, B, C,
D), rhd2-1 (E, F, G, H) a tipl-1 (I, J, K, L). Bilé hvézdi¢ky znazoriuji polohu vakuoly,
ervené hvézdi¢ky polohu jadra. Casovy pribéh pozorovani je znazornén v s. Méfitko 20

um (A, B, C, D, I,J, K, L) a5 um (E, F, G, H).
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Obr. 56 Dynamika riistu kofenovych vlaski po aplikaci 100 mmol.I™* NaCl linii Col-0 (A,
B, C, D), derl1-3 (E, F), rhd2-1 (G, H, I, J) a tip1-1 (K, L). Hvézdi¢ky znazoriuji zmény
v poloze vakuoly. Casovy priib&h pozorovani je zndzornén v s. Méfitko 20 um (A, B, C, D,
E,F,K,L)a5um (G, H, I,J).
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6. DISKUZE

V této praci byla stanovena senzitivita vybranych mutantli kofenového vlaseni Arabidopsis
na abiotické stresy. K testim byly vybrany mutantni linie, u kterych bylo v dosavadni
literatufe dostupnych dostatek informaci. Fenotyp mutanta derl-3 (deformed root hairl)
byl v nasich experimentech potvrzen za kontrolnich podminek tak, jak byl v literatufe
charakterizovan. DER1 lokus tvoii sekvenci v genu kodujicim ACTIN2 (ACT2), coz je
s derl-2, piedstavuji silngjsi alelické mutace ACTIN2 genu v porovnani s mutaci derl-1.
Kofenové vlasky jsou proto kratké a zastavuji se v prechodu do faze rychlého ristu
a nemuzou se plné rozvinout (Ringli a kol., 2005). Délka kofenového systému mutantu
der1-3 je celkové redukovana vic¢i Col-0 (divoky typ) a kofen roste mirné agravitropicky.
Po aplikaci jednotlivych stresovych faktorti se ukazalo, ze pfi solném a osmotickém stresu
maji semena derl-3 problém v kliceni, ale pfi oxidativnim stresu se vuci kontrolnim
podminkam tento rozdil neprojevil. Mizeme to vysvétlit tak, ze u oxidativniho stresu se
produkuje vice ROS, které vSeobecné zaujimaji dilleZitou roli pfi riistu bun€k. Mimo jiné
stimuluji transportni kanaly v plazmatické membrané, které zabezpecuji piijem Ca®* do
bun¢k (Takeda a kol., 2008), coz je dalsi nezbytny faktor v ristu buncék. Ale nadmérna
koncentrace ROS je uz pro buriky toxicka a tim padem po delSim ptsobeni se rostliny
nemohou normdalné vyvijet a zlstdvaji zakrnélé. Vysledky s aplikaci tfi rGznych
koncentraci PQ pfi kliceni rostlin tuto tendenci potvrdily. U solného a osmotického stresu,
které navzajem spolu souvisi, dochazi k ovlivnéni iontovych transportérti a ATPasy, ktera
pumpuje H* ionty ven z buiiky a udrzuje tak elektrochemicky potencial buiiky, aby se
usnadnil pfijem nutrientl (Serrano a kol., 1999; Xiong a Zhu, 2002). To vysvétluje, pro¢
maji rostliny v t€chto podminkéch problém s kli¢enim. Po del$i dobé plisobeni se pomoci
specidlni ATP-asy uloZené v membrané vakuoly akumuluji ionty, které jsou diky solnému
stresu v buiice v nadmérném mnoZstvi a vyrovnava se tak elektrochemicky potencial uvnitf
bunky. Rostliny maji tudiz v omezené mife moznost dale rust, ale i tak jsou stale o mnoho
mensi nez pii kontrolnich podminkach (Gaxiola a kol., 2001). Prospivaji ale 1épe nez po
pasobeni oxidativniho stresu. U der1-3 mutantl se fenotyp kofenovych vlaskl po aplikaci
stresovych faktorti skoro viibec nezménil, coz muze byt vysvétlovano defekty v aktinovém
cytoskeletu, ktery zabezpecuje mnoho dé&ju, jako je transport dilezitych komponent
amolekul pro specifické odpovédi na stresové podminky. Dochéazelo jen k tomu, Ze

vzdélenosti mezi kofenovymi vlasky se zkratily, coz bylo zplisobeno redukci elongace
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bungk, a pii kliceni na solném stresu se v pfechodu mezi hypokotylem a kofenem kotenové
vlasky mirné rozsitovali, coz poukazuje na vyssi citlivost k nerovnovaze iont. Nebyly to
ale rapidni zmény. Zména ale nastala pii vystaveni mutanta chladovému stresu, kdy vlasky
sice nerostly do delSich rozmérii (coz by naznacovalo mozné zvraceni fenotypu), ale
dochazelo k jejich rozdvojovani. Miize to souviset s tim, ze chladovy stres snizuje fluiditu
membrany a rostlina se proti tomu brani pomoci syntézy vice nenasycenych mastnych
kyselin, které jsou soucasti membranovych lipidi a zvySuji tak jeji fluiditu. Tyto mastné
kyseliny se syntetizuji v plastidech a nasledné se prodluzuji v endoplazmatickém retikulu
(Chen a Thelen, 2013). Mutant derl-3 ma problémy s organizaci aktinového cytoskeletu,
existuje tudiz moznost, ze se nemizou tyto produkty korektné transportovat do membrany
a derl-3 tim miZze byt na tento stresovy faktor citlivéjsi. Ringli a kol. (2005) ovlivnili der
mutanty hormony etylenem a auxinem a zjistili, ze vét§ina z nich nevykazovala Zadnou
specifickou odpoveéd’ pii rustu kofenovych vlasku (tedy i nas pouzivany derl-3 mutant)
a pouze dva z nich, der8 a der9 méli vétsi mnozstvi kotenovych vlaska, které byly delsi.

Doslo tak k potlaceni plivodniho fenotypu.

Mutant rhd2-1 méa problém v Ca®* gradientu, tudiZ kofenové vlasky mutanta rhd2-1
jsou kratké a zakrslé. U tohoto mutanta byl charakterizovan problém s vytvarenim
gradientu Ca** ve vrcholu kofenovych vlaski. Protoze Ca?* ionty jsou nezbytné pro
vrcholovy rust kofenovych vlaskl, u tohoto mutanta nejsou proto schopny prodluzovani
(Wymer a kol., 1997). RHD2 (root hair defective2) kéduje protein z rodiny NADPH-
oxidas, presné AtRBOH C (Arabidopsis thaliana respiratory burst oxidase homolog C),
ktera pfenasi elektrony z NADPH na akceptory, které jsou zodpovédné za tvorbu ROS.
ROS reguluji bunécné prodluzovani, protoze aktivuji transportni kanaly pro Ca®* ionty,
které ovlivnuji aktinovy cytoskelet, jeho dynamiku a dalsi déje dualezité pro rist bunék
(Foreman a kol., 2003). NADPH-oxidasa je dale regulovana malymi Rop (Rho of plants)
GTPasami (small guanosine triphosphatase) (Jones a kol., 2007). V rustu kofenovych
vlaskti jsou dualezit¢ ROP2 GTPasy, které dale ovliviiuji dynamiku aktinovych
mikrofilament (Jones a kol. 2002). Fenotyp kofenovych vlaskl tohoto mutanta, jak byl
Vv literatufe charakterizovan, se pii kontrolnich podminkach v naSich experimentech
potvrdil (Schifelbein a Somerville, 1990). Rostliny rhd2-1 mutanta, kli¢ici na oxidativnim
stresu, nemé&li problém a dokonce kli¢ily o né€co rychleji neZ pti kontrolnich podminkéach,
protoze pii oxidativnim stresu se produkuji ROS, kterych ma tento mutant malo. Muze se

tak kompenzovat jejich nedostatek, tudiz mize byt rdst tohoto mutanta pii mirném
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oxidativnim stresu podporovan. Fenotyp vlaskli se pfi téchto podminkich zasadné
nezménil. V urcitych pfipadech byly ale kofenové vlasky delsi nez v kontrolnich
podminkach, coz by podobné jako pii kli¢eni pod vlivem oxidativniho stresu, mohlo byt
vysvétlovano zvysenou produkci ROS (Carol a Dolan, 2006). Oxidativni stres muize
kompenzovat nizky obsah ROS u rhd2-1 mutanta a vlasky tak mohou v omezené mife rust,
protoze ROS jsou regulatory bunécného ristu. Pii extrémni aplikaci H,O, byly u rostlin
generovany hydroxylové radikaly (OH') a ukazalo se, ze se v ,,bulges* kotenovych vlaska
rhd2-1 mutanta rychle zvysila koncentrace Ca** iontd (Foreman a kol., 2003). To miZe
slouzit jako dal$i dikaz pro lepsi kli¢eni rhd2-1 mutanta na oxidativnim stresu nez pii
kontrolnich podminkéach. AvSak delsi pisobeni hydroxylovych radikald je toxické, tudiz
rostliny se nemohly dale vyvijet a byly zakrslé, coz nase vysledky u riznych koncentraci
PQ ukazaly. Kliceni na osmotickém a solném stresu bylo o hodné pomalejsi nez pfi
kontrolnich podminkach, coz nasvédcuje tomu, Ze pii téchto podminkach dochazi ke
zméndm elektrochemického gradientu, ktery je udrzovan ATP-asou. To zasadnim
zpusobem ovliviiyje transportéry iontl a piijem nutrientd (Serrano a kol., 1999; Xiong
a Zhu, 2002). U rhd2-1 mutanta byla zaznamenana stejna sensitivita v kliceni pfi téchto
dvou stresovych podminkach jako u Col-0 (divoky typ), coz potvrdilo, Ze regulace piijmu
a koncentrace hlavnich ionti je dilezita. Fenotyp kofenovych vlaskt rhd2-1 mutanta na
osmotickém a solném stresu se radikdln¢ zménil. Kofenové vlasky byly delsi a rozvétvené.
Je znamo, ze vlaskovy fenotyp mutanta rhd2-1 je mozné zvratit zvySenim pH v médiu nad
hodnotu 6 (Monshausen a kol., (2007). U osmotického a solného stresu dochézi
k nerovnovaze H' iontdl, coz miize vést ke zvyseni extraceluldarniho pH a vlasky mohou
rust. Po delsi dob& akumulace a ovlivnéni iontovych transportérii ale vlasky prestavaji rst
a vétvi se, protoze dochdzi k vétsim vykyvim pH, ovliviiujici nasledné i dalSi procesy
Vv buiice. Extracelularni pH a ROS a jejich oscilace béhem riistu kofenovych vlaskl spolu
uzce souviseji (Monshausen a kol., 2007). Pii chladovém stresu byl fenotyp vlaski
zachovan, protoze u tohoto mutanta nebyly zaznamenany defekty v aktinovém cytoskeletu,
ktery zabezpeCuje transport nové syntetizovanych nenasycenych mastnych kyselin pro
zvySeni fluidity membrany, coz je ochrana pti chladovych podminkach (Chen a Thelen,
2013). Bates a Lynch (2000) aplikovali riizné koncentrace fosforu a zjistili, ze rhd2 se od
Col-0 v délce koiene ani v mnozstvi fosforu, obsazeného v koieni, nelisi. Délka kofene
I mnozstvi fosforu v kotfenech se ze zvysujici koncentraci aplikovaného fosforu taktéz

zvysovala, a to jak u rhd2, tak i u Col-0.
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Mutant tipl (tip growth defectivel) ma defekt v aktivité S-acyl transferasy, ktera je
znama 1 jako palmitoyl transefarasa. S-acylace je reversibilni hydrofobni modifikace
proteinti, ktera ovliviiuje vztah proteinti s membranami, transdukci signali a vezikularni
transport uvnitt bunky (Hemsley a kol., 2005). Vlasky jsou krat$i nez u kontrolni rostliny
(Col-0) a v oblasti baze se rozvétvuji (Schiefelbein a kol., 1993). Tento fenotyp byl
Vv nasich experimentech potvrzen. Pfi oxidativnim stresu linie tipl kli¢ila o néco rychleji
nez na kontrolnich podminkach, coz ukazuje, ze kratkodobé zvySeni ROS je pro rostliny
nesSkodné, ptipadné i prospésné, protoze jsou dulezité pro rast bunck (Takeda a kol., 2008).
Avsak delsi ptisobeni ROS je pro bunky toxické, tudiz rostliny piestavaly rast, byly
zakrslé. NaSe vysledky to potvrdily u vSech aplikovanych koncentraci PQ. Se zvySujici se
koncentraci byly rostliny vzdy mensi. Fenotyp vlaskil na oxidativnim stresu nebyl zménén,
jen pii prekladu kontrolnich rostlin do stresovych podminek se kotenové vlasky obcas
nevétvily. To se ale objevovalo jen ziidka. Na osmotickém a solném stresu rostliny tipl-1
kli¢ily pomaleji nez pfti kontrolnich podminkéch, ale rozdil nebyl tak vyrazny, jako pfi
obdobné situaci u kontrolni linie Col-0. Aktivita S-acyl transferasy, ktera u mutantu chybi,
ovliviiyje 1 pfenos signdlli (Hemsley a kol., 2005), tudiz pii solném stresu miize dochazet
Umutanta k pomalejsi signalizaci pfi zvySeném mnozstvi solnych iontd nebo pii
nerovnovaze H' iontl. Plisobenim solného stresu dochézelo na bazi kotene k rozsifovani
kofenovych vlaski, které byly ale stale rozvétvené. V mladSich castech kofene byly
kotenové vlasky bez typického fenotypu, tedy nerozvétvené. To naznacuje, Zze v ranych
fazich rustu doslo k indukci zmény ve fenotypu, jeho trvald zména nastala az v pozdéjSich
fazich. Mohlo to byt zpiisobeno tim, Ze zvySené mnozstvi solnych iontd indukuje zvysenou
koncentraci Ca?* ionti, které funguji také jako signalni molekula (Miedema a kol., 2008).
U osmotického stresu zlstaly kofenové vlasky rozvétvené, ale byly kratSi nez pii
kontrolnich podminkach, coz naznaGuje, Ze nerovnovaha v H® gradientu mize efekt
deficience TIP1 proteinu podporovat. Chladovy stres nemél vliv na fenotyp kotfenovych
vlasku linie tipl. Nedoslo tak pravdépodobné k zadnému postiZeni transportnich procest,
které zajistuji dopravu nov€ syntetizovanych nenasycenych mastnych kyselin
z endoplazmatického retikula a Golgiho aparatu do plasmatické membrany. Tyto mastné
kyseliny se mohou podilet na ochran¢ pfed chladem a zvySuji tekutost membrany (Chen
a Thelen, 2013). Hemsley a kol. (2005) aplikovali na kontrolni rostliny Col-0 a na mutanty
tipl-2 latku 2-bromopalmitat (analog palmitatu), coz je inhibitor aktivity S-acyl

transferasy. Ukazalo se, ze u rostlin tipl-2 nedoslo k zddnym zménam, ale u Col-0 byl
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indukovan stejny fenotyp, jaky ma linie tipl-2. Potvrdili tim, ze TIP1 protein je S-acyl

transferasa.

Vysledky predlozené prace ukazaly, ze linie derl-3 byla nejvice rezistentni
u solného, osmotického a oxidativniho stresu, protoze se jeji fenotyp skoro nezménil.
Vykazala i nejmensi redukci v délce kofenti a v prirastku délky kofeni za 24 hodin.
U chladového stresu se derl-3 ukazala jako nejcitlivéjsi, protoze jako u jediné linie
z testovanych doslo ke zméné fenotypu. Z diivodu zmén ve funk¢nosti aktinového
cytoskeletu mohlo dojit k problémiim v transportu noveé syntetizovanych nenasycenych
mastnych kyselin, které zvySuji fluiditu membrany a diky nim se rostlina pfizptsobuje
chladovym podminkam. Nejvétsi zmény ve fenotypu byly zaznamenany u linie rhd2-1,
a to na solném a osmotickém stresu, kdy vlasky dortstaly vétSich délek nez pii kontrolnich
podminkach a asto se i vétvily. Délka kotenil této linie na solném stresu byla ze vSech
linii nejvétsi. Linie tipl-1 na oxidativnim stresu prospivala podobné jako linie derl-3, kde
redukce délky kofeni byly porovnatelné s derl-3. Jako nejvice rezistentni na solny

a osmoticky stres, a porovnatelna s kontrolni Col-0 linii, byla vyhodnocena linie rhd2-1.
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7. ZAVER

V literarnim piehledu byly shrnuty poznatky o modelovém druhu Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh a 0 jejim vyuziti ve védeckém vyzkumu. Detailné byla popsana anatomie kofenu
a kotenovych vlaska, princip a dynamika béhem vrcholového rustu kofenovych vlaska
a byly charakterizovany geny, které se regulace tohoto procesu ucastni. Nasledné se
teoreticka ¢ast zabyvala vybranymi mutanty rhd2-1, derl-3 a tipl-1, kteti maji rdznym
zpusobem rast kotfenovych vlaskli pozménény. Detailn¢ byl popsan 1 vliv vybranych
abiotickych faktord a stresu na rostliny, se zfetelem na ty stresy, se kterymi se pracovalo
I v praktické ¢asti prace.

V experimentalni ¢asti byla provedena fenotypova analyza mutant rhd2-1, derl-3
a tip1-1 za kontrolnich podminek a pfi pisobeni solného (100 mmol.I™* NaC), osmotického
(200 mmol.I" sorbitol), chladového (4 °C) a oxidativniho (0,1 pmol.I?, 0,2 pmol.l™
20,5 pmol.I"* PQ) stresu. Bylo pozorovano a popsano mnoho zmén pii aplikaci tdchto
abiotickych stresi, a to kli¢ivost, délka kotene, prirastek kotfene, fenotyp vlaskd,
anasledn¢ i dynamika rustu kofenovych vlaskt. Tyto efekty byly porovnany s reakci
divokého typu, Col-0.

U solného a osmotického stresu nejlépe prospival mutant derl-3, protoze m¢l
nejmensi zmény ve fenotypu a meél nejmensi redukci délek kotenti vicéi kontrolnim
podminkam. Mutant rhd2-1 projevoval nejvyraznéjsi fenotypové zmény kotenovych
vlaskl,, pfi kterych kofenové vlasky dorastaly delSich délek nez pii kontrolnich
podminkach a vétvily se, coZ je charakteristické spiSe pro mutanta tipl-1. Mutant tip1-1 pii
solném stresu ztratil svilj fenotyp kotenovych vlaski, které nebyly rozvétvené. Na
osmotickém stresu dochazelo k rozvétvovani kotfenovych vlaski, jen doristali do kratSich
rozmé&ri. Nejrapidngjsi zmény v délkach kofenti nastaly u vsech mutantt i u kontrolni linie
Col-0 pfi chladovém stresu. Fenotyp vlaskt byl ale zachovam, kromé linie derl-3, u které
se kofenové vlasky abnormalné rozsifovali. To ukazuje na mozny defekt na aktinovy
cytoskelet, ktery je potfebny pro transport nové syntetizovanych nenasycenych mastnych
kyselin, které jsou dulezité pro adaptaci na tento stres. U oxidativniho stresu byly délky
kotenll vSech testovanych linii taky hodné redukovany, ale fenotyp kofenovych vlaskl byl
u vsech linii vétsinou zachovan. Abnormality se sporadicky vyskytovaly, ale nebyly Casté.
U rostlin, které pii téchto stresovych podminkach klicily, se vlasky vétSinou ani
nevyvinuly, protoze rostliny byly hodné zakrslé a se zvySujici se koncentraci stresovych

faktora se rozmér rostlin zmensSoval.
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Sledovani dynamiky rostoucich kotenovych vlaski dovoluje monitorovat, jak se
Vv rostoucim vrcholu kofenovych vlaskid rychle méni mnozstvi a pozice endozomu a poloha
vakuoly. V rostoucich kotfenovych vlascich linie Col-0 byla zachycena i poloha jadra, které
se behem rtstu vlaskli pohybuje a s rostoucim vrcholem vlasku udrzuje urcitou vzdalenost.
V stresovych podminkach se ukazalo, ze dynamika endozomii a vakuoly se rapidné
nezménila. Zmény byly dokumentovany hlavné¢ u mutanta rhd2-1, u kterého kofenové
vlasky pfi solném stresu rostou, a dynamika procesu v kofenovém vlasku je tudiz dobie

pozorovatelna.
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9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

A. thaliana
ACT2,7,8
ADP
AP180
ARFs
ATHK1
ATP
ATRBOH C
AXR2
BST1

Ca2+

CDK
CEN1,3
CO,

Col-0
cow1
DAAC
ETR1
GTP

ot

H,0;
HAAC
K*

KJIK
MAPK
MAPKK
MAPKKK
MS-médium
Na2+

NaCl
NADPH
NSCC

Arabidopsis thaliana

aktin 2,7,8

adenindifosfat

adaptorovy protein
ADP-ribosyla¢ni faktory

ATH histidinkinasa
adenosintrifosfat

drun NADPH oxidasy

,,auxin resistant 2

,,bristled 1

vapenaty iont

,»calcium dependent kinase*
»centipede 1,3

oxid uhlicity

Columbia-0

,,can of worms 1
,depolarization-activated Ca?* channel*
»ethylen receptor 1
guanosintrifosfat

vodikovy iont

peroxid vodiku
,hyperpolarization-activated Ca?* channel“
draslikovy iont

»kojak*

mitogen-aktivované protein kinasy
MAP kinasy kinasy

MAP kinasy kinasy kinasy
Murashige and Skoog médium
sodny iont

chlorid sodny
nikotinamidadenindinukleoridfosfat

,,nonselective cation channels*
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O,

Obr.

OXI1

PQ
Ptdins(3)P
RabA4b
RHD1,2,3,6
RHL
Rop2

ROS
SCN1
SHV1,2,3
SOS1

Tab.

TGN

TIP1
TRH1

kyslik
obrazek
,oxidative signal-inducible 1
paraquat
fosfatidylinositol-3-fosfat
maléd GTPasa

,,yoot hair defective 1,2,3,6*
,,root hair less*

maléd GTPasa

reaktivni formy kysliku
,supercentipede 1°
,»Shaven 1,2,3°

,,salinity overly sensitive 1
tabulka

trans-Golgiho sit’

,»tip growth defektive 1%

,tiny root hair 1%
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