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Abstrakt:

V soucasné dob¢ zvysena koncentrace soli v ptidé vazné omezuje rust a produktivitu
dalezitych druhti plodin. Je znamo, ze solny stres indukovany NaCl vyvolava u rostlin
akumulaci reaktivnich kyslikovych radikéald, a jejich koncentrace musi byt piisné
regulovdna pomoci enzymatickych anebo neenzymatickych  antioxidanti.
Superoxiddismutasa FSD1 je antioxidac¢ni enzym dilezity pro regulaci hladin jednoho z
kyslikovych radikald, superoxidu, v chloroplastech, cytosolu a jadfe. Jeji abundance
zdvisi na  expresi signidlniho proteinu MITOGENEM AKTIVOVANA
PROTEINKINASA 3 (MPK3). Cilem této prace bylo zjistit, vliv chyb&jici exprese FSD1
a MPK3 na tvorbu kyslikovych radikalti v mutantech Arabidopsis thaliana fsd1 a mpk3-

1 béhem zasoleni. Kvantitativni fluorescen¢ni stereomikroskopie pomoci fluorescencni

mutanttl v porovnani s divokym typem Col-0, coz koresponduje s jejich citlivosti na solny
stres. Dynamika akumulace ROS se nelisila jenom mezi divokym typem a mutanty,
zaznamenali jsme také odliSnosti mezi mutanty. Pozorovani pomoci konfokalni
mikroskopie s rotujicim diskem potvrdilo vyss§i akumulaci ROS v mutantech a ukézalo
také urcité zmény v subcelularni distribuci ROS mezi mutanty. Akumulace ROS v
teCkovitych, vezikulam podobnych strukturach byla vyraznéj$i u mutanta fsdl-1 v
porovnani s mpk3-1. Nase pozorovani tedy ukazali, ze MPK3 a FSD1 jsou dilezité pro
rani faze odpovédi rostlin na tvorbu ROS indukovanou NaCl. MPK3 pravdépodobné
hraje roli v hromadéni ROS ve vezikulam podobnych strukturach. Pozorovani odhaluji
moznou roli FSD1 v toleranci rostlin vi¢i hypoxii a také pfinadSeji dikazy o mozném

propojeni MKP3 a FSD1.
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Currently, the increased concentration of salt in soil seriously restricts the growth and
productivity of many important crop species. It is well known, that salt stress induced by
NaCl, evokes the accumulation of reactive oxygen radicals (ROS) in plants, and their
levels have to be strictly regulated by enzymatic and non-enzymatic antioxidants.
Superoxide dismutase FSD1 is an antioxidant enzyme important for regulation of ROS
called superoxide in chloroplasts, cytosol and nucleus. FSD1 abundance depends on the
expression of a signaling protein MITOGEN ACTIVATED PROTEIN KINASE 3
(MPK3). This bachelor thesis aimed to examine the influence of the missing expression
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ROS labeling using a fluorescent dye CM-H2DCFDA showed much earlier accumulation
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structures. The observations reveal the possible role of FSD1 in the plant tolerance to
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Cile prace

1. Vypracovani literarni reSerSe na téma: Reaktivni kyslikové radikaly (ROS) a jejich
role u rostlin; tvorba ROS béhem osmotického stresu; antioxida¢ni obrana s dirazem

na superoxiddismutasy, mikroskopické metody detekce ROS.

2. Ziskani dovednosti s praci s rostlinami v in vitro podminkach a ve fluorescen¢ni

mikroskopii

3. Kvantitativni vyhodnoceni tvorby ROS v rostlinaich divého typu Arabidopsis
a mutantech v genu pro vybranou isoformu superoxiddismutds pomoci fluorescencni

mikroskopie béhem osmotického stresu



UvVoD

Stres ze zasoleni patii v souCasnosti k vyznamnym faktortim, které omezuji rist a
produktivitu rostlin. Ke zdrojim soli v ptidé patii nejéast&ji anionty, jako jsou: SO4>, CI-
, CO3 a kationty: Ca?*, Mg?*, K*, Na*" a v kyselych ptdach také AI**, Fe**. V reakci na
signaly solného stresu se tedy rostliny ptizptsobili prostfednictvim rdznych mechanismt,
vcetné regulace iontové homeostazy, aktivace signdlnich drah osmotického stresu,
rostlinnych hormont, regulace dynamiky cytoskeletu a slozeni bunécéné stény. Zpiisoby
obrany rostlin vii¢i zasoleni nejsou Uplné€ prostudovany.

Béhem stresu ze zasoleni dochazi K produkci tzv. reaktivnich kyslikovych radikala
(ROS). Tyto vysoce reaktivni molekuly maji dileZité signalni role, ale pfi nadmérnych
koncentracich mohou zpusobovat ireverzibilni oxidace biomolekul jako proteiny,
sacharidy nebo lipidy. Jejich koncentrace musi byt, proto ptisné regulovana pomoci
enzymatickych anebo neenzymatickych antioxidanta.

Superoxiddismutasy (SODs; EC 1.15.1.1) jsou jedny z klicovych antioxida¢nich
enzym, které katalyzuji dismutaci Oz~ na H202 a molekularni kyslik. Tento enzym
vyzaduje ke své aktivité¢ kov jako kofaktor. Superoxiddismutdsy FeSOD a Cu/ZnSOD
jsou isoenzymmy nachézejici se v chloroplastech vysSich rostlin. Tyto enzymy jsou
zodpovédné za ucinné odstraniovani superoxidu vzniklého béhem fotosyntetického
transportu elektront a funguji v metabolismu ROS.

Je znamo, ¢ MITOGENEM AKTIVOVANE PROTEINKINASY (MAPK) jsou
dialezitymi signalnimi proteiny, které se zicastiuji aktivace obrannych mechanismi také
béhem zasoleni. Mimo jinych funkci mohou pfispivat k regulaci antioxidacni obrany.
Nedavné proteomické studie odhalili moZnou regulaci FeSOD1 pomoci MPK3.

Cilem predkladané prace bylo zjistit, vliv chybéjici exprese FSD1 a MPK3 na tvorbu

kyslikovych radikalt v mutantech fsd1 a mpk3-1 béhem zasoleni.



1 TEORETICKA CAST

1.1 Reaktivni formy kysliku (ROS)

ROS jsou vedlejsimi produkty aerobniho metabolismu (Das & Roychoudhury, 2014).
Maji dulezitou roli v signalnich drahach (Finkel, 2011). Na druhé stran¢é ve vysokych
koncentracich mohou mit destruktivni ucinky na biomolekuly, jako jsou nukleové
kyseliny, proteiny a lipidy, coz muze vést az k buné¢né smrti (Bhattacharyya et al., 2014;
Hussain et al., 2016). ROS jsou radikaly kysliku, které jsou schopny nezavislé existence,
pricemz obsahuji jeden nebo vice neparovych elektroni. Mezi ROS se také tadi reaktivni
slou€eniny kysliku bez nepéarovych elektront, jako je peroxid vodiku (H203) a singletovy
kyslik (*O2; Handa et al., 2016). ROS maji vyssi chemickou reaktivitu nez vzdusny kyslik
(O2; Freinbichler et al., 2011). Spotieba a vyuziti Oz v riznych fyziologickych procesech
vede ke vzniku ROS, kterd se zintenzivituje pfi nepfiznivych podminkéch zivotniho
prostiedi. Nadmérna akumulace ROS je regulovana rostlinnymi antioxidacnimi systémy.
KdyZz koncentrace ROS ptekro¢i schopnost je neutralizovat a eliminovat, dochazi
k oxida¢nimu stresu (Handa et al., 2016). Existuje spousta forem ROS, ale v rostlinach
jsou hlavnimi formami O, H2Oz, superoxidovy anion (O2") a hydroxylovy radikal (HO-;
Mittler et al., 2004).

ROS také maji roli v regulaci a signalizaci pii vyvoji rostlin (Mittler, 2017; Mhamdi
and Van Breusegem, 2018). Podili se na prodluzovani bun¢k (Liszkay et al., 2003), tvorbé
kotfenovych vlaska (Foreman et al., 2003), regulaci bunééného cyklu (Fehér et al., 2008),
kliceni semen (Oracz et al., 2009), embryogenezi (Rodriguez Serrano et al., 2012),
prodluzovani kotene (Schopfer et al., 2002), gravitropismu (Joo et al., 2005) a také na
tvorb¢ lateralnich kotenti (Orman-Ligeza et al., 2016).

1.1.1 Hydroxvylovy radikal (HO-)

HO- patii mezi nejsilngj$i oxidaéni ¢inidla, ktera jsou schopny reagovat neselektivné
a témeét okamzité s okolnimi molekulami. HO- radikaly v biologickych systémech kromé
negativnich roli, také ovliviiuji imunitni metabolismus a fadu signdlnich reakci
(Gligorovski et al., 2015).

Pii velmi nizkém pH se HO- pfeméiiuje na svou konjugovanou bazi oxidového
radikalu (pKa(HO-/O ") = 11,9), ktery je méné reaktivni. Reakce HO- radikald s vétSinou
substratii jsou difuzné ftizené, jako napi. s deoxyribonukleovou kyselinou (DNA),

aromatickymi aminokyselinami, albuminem, hemoglobinem, linoleatem, popf.
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askorbatem (Asc). HO- radikaly se tedy ucastni rychlych reakci s aktivacni energii
blizkou nule, coz znamen4, ze nejsou schopny difundovat. Maji velmi kratkou zivotnost
(nékolik 107 s) a jsou slabé selektivni vii¢i molekularnim cilam (Collins, 2019).

Jednim z hlavnich mechanizmi vzniku HO- je tzv. Fentonova reakce, kdy H.O>
reaguje s zeleznatym iontem (Fe?*), za vzniku HO-.

Fentonova reakce:

0, +Fe**—10,+Fe?

2072+ 2H*"—0,+H,0,Fe®*

Fe?*+H,0,+Fe** —Fe**+OH +HO-

(Halliwell B., 2006)

Ma schopnost poSkozovat rtizné bunécné slozky peroxidaci lipidd, poSkozenim
proteini a destrukci membran. Nadmérné hromadéni HO- zpiisobuje bunécnou smrt

(Pinto et al., 2003).
1.1.2 Singletovy kyslik (*O,)

'0; je nevyhnutelnym vedlej$im produktem fotosyntézy. Vznika pii reakcich prenosu
energie z excitovan¢ho tripletového stavu molekul chlorofylu nebo jejich prekurzort
na O,. '0; je vysoce reaktivni a snadno reaguje s fadou biomolekul, zejména s témi, které
obsahuji dvojné vazby, coz vede ke snizeni Ui€innosti fotosyntézy, a nakonec k bunécné
smrti (Triantaphylidés & Havaux, 2009). 1Oz je povazovan za hlavni radikal produkovany
v chloroplastech pfi stresu a nadbytku svétla (Triantaphylides et al., 2008). Rostliny
vyvinuly rizné systémy, aby se chranily pfed toxickymi ucinky 'O,. Zasadni roli pfi
zhaseni 'O, hraji neenzymatické antioxidanty jako karotenoidy, tokoferoly
a plastochinony, které jsou pfitomné v thylakoidnich membranach (Krieger-Liszkay et
al., 2008; Triantaphylidés & Havaux, 2009).

Zatimco intracelularni signaliza¢ni funkce H2O> a jeho implikace v regulaci bunééné
smrti byly jiz n€jakou dobu stanoveny (Thordal-Christensen et al., 1997), podobna funkce
pro O, byla v rostlinach rozpoznana pozdgji (Camp et al., 2003; Wagner et al., 2004).
Tyto opoZdéné poznatky prameni ze skuteCnosti, Ze studium specifické biologické
aktivity 'O, v rostlinach je ztizeno zaprvé vysokou reaktivitou a kratkou zivotnosti 0,5-1
us v rostlinnych buiikach a za druhé soucasnou produkcei jinych ROS pfi fotooxidaénim
stresu (Telfer, 2014). Nicméné pochopeni bunécnych odpovédi na 'O, v rostlinach
pokrocilo, a to diky pouziti mutanti Arabidopsis thaliana s podminénou akumulaci 'O, v

chloroplastu. Tento mutantni pfistup odhalil, Ze krom¢& své piimé toxicity muze 'O
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fungovat také jako signalni molekula dualezita pro indukci programované bunécné smrti

a aklimaci na vysoké ozareni (Zhang et al., 2014).

1.1.3 Peroxid vodiku (H»05)

H20- je jedna z nejznaméjsich ROS. Je znamo, ze hraje dilezitou roli v rostlinach pii
pusobeni biotického i abiotického stresu (Dat et al., 2000). Podili se na mnoha
mechanismech rezistence rostlin vi¢i témto stresim, vcetné posileni bunécné stény
rostlin a produkce fytoalexinu (Petrov & Van Breusegem, 2012). Plsobi také jako klicovy
regulator v Siroké Skale fyziologickych procest, jako je senescence (Peng et al., 2005),
fotorespirace a fotosyntéza (Noctor & Foyer, 1998), pohyby priduchd (Bright et al.,
2006), bunécny cyklus (Mittler et al., 2004), rist a vyvoj (Foreman et al., 2003).

Nadmérna akumulace H202 mize vést k oxida¢nimu stresu v rostlinach, ktery pak
spousti bunécnou smrt (Arora et al., 2002). Hromadéni H2O2 je pro bunku vysoce
toxické, protoze H20: je jedinym radikalem, ktery mtize projit biologickymi membranami
a napadnout dalsi subcelularni kompartmenty. Dale mtze H2O> také vést k produkci
vysoce reaktivnich HO- v pfitomnosti dvojmocnych kationti.

Udrzovani koncentrace H202 ve vhodné trovni miize podpofit vyvoj rostlin a posilit
odolnost vici environmentalnim stresorim. H20: ovliviluje expresi ruznych gent
dalezitych pro stresové odpovédi, metabolismus, transport proteini a bunécnou
organizaci (Desikan et al. 2001). Dalsi studie ukazaly, ze H20, aktivuje signalni drahy
mnoho dalsich diileZitych signalnich molekul jako vapnik (Ca®*; Wurzinger et al. 2011),
kyselina salicylova (SA; Yuan& Lin 2008), kyselina abscisovd (ABA), kyselina
jasmonova (JA; Wang & Wu, 2013), ethylen (Vandenabeele et al., 2003) a oxid dusnaty
(NO; Wang et al., 2014). Tyto signalni molekuly funguji spole¢né a hraji komplexni roli
v signdlni transdukci, jako odpovédi na rezistenci, rist a vyvoj rostlin. Ve srovnani s -OH
je H202 slabsi oxida¢ni ¢inidlo. Za normalnich podminek je polocas rozpadu H20-
pravdépodobné 1 ms a poloCasy ostatnich forem ROS jsou mnohem kratsi, asi 2—4 pus

(Bhattacharjee, 2005).

1.1.4 Superoxidovy anion (O2")

02" je vysoce reaktivni nukleofilni radikal s polo¢asem rozpadu piiblizné 1 us, ktery se
tvofi hlavné ve fotosystému I (PSI) béhem necyklického elektronového transportniho
fetézce (ETR). Obvykle se jednd o prvni formu ROS, ktera se v organismu vytvoii. Z ni
se pak mohou tvofit dalsi ROS, piedev§im H202 a HO-. Oba tyto ROS maji potencial byt
toxiCtéjSi a zpiusobovat peroxidaci membranovych lipidd. O~ prednostné reaguje
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Vv thylakoidnich membranéch s jinymi radikalovymi slou¢eninami, v¢éetné¢ NO a sloZkami
bilkovin obsahujicich hemova i nehemova Zelezna centra (Halliwell, 2006). Reaktivita
02~ nevede vzdy ke Skodlivému ucinku na biomolekuly (Mufioz-Rugeles et al., 2018).
Jeho vyznam na druhé stran¢ zvysSuje fakt, ze je zdrojem dulezité signalni ROS, H20>

(Grace, 2005).

ONOO*
T NO
Singlet oxygen Dioxygen Superoxide radical Peroxide ion
1 af— E-—p D- -_ L‘, -
Dz Dz 2 Di

EH'l
Fe?*
H,0, ——> OH'

Hydrogen peroxide I Hydroxyl radical

H,0, + Fe?*=—3=0H"+ OH" + Fe¥

Obrazek 1 Prehled forem ROS a jedné z reaktivnich forem dusiku a jejich vznik. Zdroj: (Mittler, 2017).

1.2 Tvorba ROS

1.2.1 Chloroplast
Hlavnim mistem tvorby ROS v tylakoidech chloroplastd jsou reakéni centra PSI

a fotosystému II (PSII). Fotosyntetické §tépeni molekul vody (H20) na molekularni O je
zasadni proces pro veskery aerobni zivot na Zemi. Svétlem fizena oxidace H20 se
vyskytuje v pigment-proteinovém komplexu PSII v tylakoidni membrané rostlin, fas
asinic. Transport elektronli pfes thylakoidni membranu ukonceny tvorbou
nikotinamidadenindinukleotidfosfitem (NADPH) a adenosintrifosfat (ATP) je spojen
s tvorbou ROS, jako je pfedevsim O2". Tvorba Oz~ probiha hlavné na PSI. Za urcitych
okolnosti vSak PSII ptispivd k celkové tvorbé ROS v thylakoidni membrané.
Za omezeného transportu elektronti mezi obéma fotosystémy, dochdzi k fotoredukci O2
redukujici stranou PSII a generuje se O2". Nasledné dochazi k jeho dismutaci na H202
a muze nastat tvorba HO-. Na stran¢ elektronového donoru PSII je ¢astecné nebo tplna
inhibice enzymatické aktivity komplexu manganu Stépiciho H2O spojena s netuplnou

oxidaci H20 na H202 (Pospisil, 2009).



Fotoprodukce ROS je do zna¢né miry ovlivnéna fyziologickymi a environmentalnimi
faktory a jeji rychlost se zvySuje za podminek, kdy intenzita fotonli pfevysuje intenzitu
potiebnou pro asimilaci oxid uhli¢ity (CO2; Asada, 2006).

Methylviologen (MV) je herbicid, ktery se v experimentech vyuziva jako induktor
tvorby Oz na akceptorové strané PSI (Hiyama et al., 1993). U izolovanych thylakoidt
MYV zplsoboval nejvétsi poSkozeni na trovni aktivity Stépeni H,O v PSII, zatimco PSI
nebyl tvoficim se Oz" témét ovlivnény. MV snizil kvantovy vytézek PSII. Tato data
ukazuji, Zze PSII je citlivéjsi na Oz nez PSI (Krieger-Liszkay et al., 2011).

02 " 1ze detekovat mimo thylakoidni membranu, ale neni znamo, jak daleko je schopny
transportu in vivo a zda dosahne PSII jako O2~ nebo spise jako H2O> (Tjus et al., 2001).

Chloroplasty pasobi nejen jako organely odpovédné za fotosyntézu, ale také jako
senzory environmentalnich stresi, jako je vysoka intenzita osvétleni, UV zéfeni, teplo,
chlad nebo sucho. Za stresovych podminek se transport elektronii opird o jinou drahu,
ato o Mehlerovu reakci (Roach and Krieger-Liszkay, 2014). V Mehlerové draze jsou
elektrony transportovany z ferredoxinu na Oz, spiSe nez na NADP" a produkuji O2".

Kromé O2 " se v chloroplastech tvoii také 'O, a to pfenosem elektronu z excitovaného
chlorofylu, ktery ptechazi do zakladniho stavu (Apel and Hirt, 2004).

Fyziologické procesy v chloroplastech tUzce souviseji s generaci ROS
vV mitochondriich (Cui et al., 2019).

Produkce ROS v chloroplastech je zasadni pro toleranci vici suchu a zasoleni u rostlin
(Tseng, Liu & Yiu 2007). Naproti tomu nedostatek mechanismu vychytavani ROS zvysil
citlivost na stres, a to jak na slanost, tak na sucho (Serrato et al., 2004; Wang et al., 2005).

1.2.2 Peroxisomy

Rostlinné peroxisomy jsou mistem mnoha klicovych metabolickych drah, jako je
naptiklad B-oxidace mastnych kyselin, fotorespirace, metabolismus ureidi a detoxikace
xenobiotik. Zna¢né mnoZstvi ROS je produkovano v peroxizomalnich reakénich drahéch.
Peroxisomy proto patii mezi hlavni intracelularni zdroje rostlinnych ROS, hlavné H202
(del Rio and Lépez-Huertas, 2016). V peroxizomalni membrané se nachazi kratky ETR
obsahujici cytochrom b a NADH-dependentni zelezity chelat. V tomto fetézci dochazi na
cytochromu b k tvorbé O2". Xanthinoxidasa (XO, EC 1.17.3.2) pfispiva k tvorbé ROS v
peroxisomech. Tvoii se Oz vznikly béhem oxidace xanthinu nebo hypoxantinu
na kyselinu mocovou (Jank et al., 2019). O~ produkovany v peroxisomech je

dismutovany Cu/ZnSOD, ¢imz se v peroxisomech tvoii H20,.
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Béhem fotorespirace vznika H2O2 v peroxisomech jako vysledek aktivity glykolat
oxidasy (GOX, EC 1.1.3.15), ktera navazuje na oxygenacni aktivitu ribulosy-1,5-
bisfosfat-oxygenasy (RuBisCO, EC 4.1.1.39) v chloroplastech (Fahnenstic et al., 2008).
H202 mize byt produkovan také aktivitami nékolika flavinoxidas (EC 1.14.13.8). Kromé
toho jsou v peroxisomech také pritomny enzymy tcastnici se katabolismu H203, jako je
katalasa (CAT, EC 1.11.1.6) nebo monodehydroaskorbatreduktasa (MDAR, EC 1.6.5.4;
Corpas et al., 2001).

1.2.3 Mitochondrie
Mitochondrie v porovnani s peroxisomy a chloroplasty produkuji u rostlin mensi
mnoZstvi ROS. Ty se v mitochondriich tvofi v ETR v komplexu I a komplexu III.
Ubisemichinonovy meziprodukt vytvoteny v komplexu I a III odevzda elektrony O2
a generuje Oz, ktery je redukovan na H.O> (Raha & Robinson 2000; Rhoads et al., 2006).
K tvorbé Oz~ dochazi ptimou redukci Oz na Oz~ ve flavoproteinové oblasti segmentu
NADH dehydrogenasy (EC 1.6.99.3; komplex I) dychaciho fetézce (Arora et al., 2002).
KdyzZ jsou substraty vazané na NAD" pro komplex I omezené, miZze dojit k transportu
elektront z komplexu II do komplexu I (reverzni tok elektrontl). Ukézalo se, Ze tento
proces zvySuje produkci ROS na komplexu I a je regulovan hydrolyzou ATP (Turrens,
2003). Ubichinon-cytochromova oblast (komplex III) ETR také produkuje Oz .
Piedpoklada se, Ze plné redukovany ubichinon daruje elektron cytochromu Cl1
a zanechava nestabilni vysoce redukujici ubichinonovy radikal, ktery je ptiznivy pro tnik
elektrond na Oz, a tim i pro tvorbu O~ (Murphy, 2009). ROS muze produkovat nékolik
enzymu pfitomnych v mitochondridlni matrix. Nékteré z nich produkuji ROS piimo,
napiiklad akonitasa (akonitat hydratasa, EC 4.2.1.3), zatimco jiné, jako 1-galaktono-y-
laktondehydrogenasa (GAL, EC 1.3.2.3), jsou schopny dodavat elektrony do ETR a tim
generovat tvorbu O2~ (Andreyev et al., 2005; Rasmusson et al., 2008).

1.2.4 Apoplast

Apoplastické ROS jsou produkovany hlavné NADPH oxiddsami (EC 1.6.3.1)
lokalizovanymi v plazmatické membrané€, peroxiddsami (EC 1.11.1.7) bunécné stény
a aminooxidasami (EC 1.4.3.2; Kadota et al., 2015). NADPH oxidasy u rostlin, znamé
také jako respiratory burst oxidase homologues (RBOH), jsou transmembranové
flavoproteiny, které oxiduji cytoplazmatickou NADPH, translokuji elektrony pies
plazmatickou membranu a redukuji extraceluldrni okolni kyslik (triplet) za vzniku Oz~
v apoplastu. O2" neni diky svému naboji schopen pasivné prochéazet lipidovou
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dvojvrstvou a ziistava v apoplastu, kde se rychle pfeménuje na H.O,, bud’ spontanné,
nebo v reakci katalyzované SOD (Browning et al., 2012). Funkce rostlinnych NADPH
oxidas presahuji stresové reakce a zahrnuji role i ve vyvoji (Takeda et al., 2008),
Vv transportu sodiku v xylémové mize (Jiang et al., 2012) a také v dalkové (,,systémové®)
signalizaci ROS (Miller et al., 2009).

Rostlinné RBOH maji cytosolové flavinadenindinukleotidy (FADs) a NADPH"
vazebné domény v C-termindlni oblasti a transmembranové domény, které odpovidaji
tém v savcich NADPH oxidasach (Suzuki et al., 2011). Rostlinné RBOH maji navic
cytosolické N-terminalni rozsifeni, které obsahuje regulacni oblasti, jako jsou EF-hand
domény vazajici vapnik a fosforylacni cilovd mista, kterd jsou dilezitd pro funkci
a regulaci rostlinnych NADPH oxidas (Oda et al., 2010; Suzuki et al., 2011). Stale vice
vyzkumt prokazalo, ze NADPH oxidésy jsou kli¢ovymi signalnimi uzly, které¢ integruji
cetné signalni transduk¢ni drahy se signalizaci ROS a zprosttedkovévaji fadu dileZitych
biologickych procesi, véetné bunééného ristu, vyvoje rostlin, reakce a adaptace
na abioticky stres (Suzuki et al., 2011; Marino et al., 2012).

NADPH oxidasy se ucastni signaliza¢niho procesu zvaného vlna ROS (,,ROS wave”).
V ramci ni dochazi k snimani oxida¢niho vzplanuti sousednimi buitkami. Ty ho mohou
prevést na cytosolickou signalizaci. Apoplasticka produkce ROS neni omezena pouze na
obranu proti patogentm, ale také se podili na uzavieni priduchti indukovaném ABA (X.
Zhang et al., 2001) a signalizaci v reakci na abiotické stresy (Suzuki et al., 2011).

Apoplastické peroxidasy tiidy III hraji kli¢ovou roli v reakci rostlin na infekci
patogeny a abiotické stresy. Mechanické poskozeni rostliny obvykle okamzité vyvola
rychlou aktivaci apoplastickych peroxidas a oxidativni vzplanuti, nasledované zvySenou
expresi genti kddujicich peroxidasy. Studie naznacuji, ze pocatecni oxidacni vzplanuti
vznikd z komplexni souhry peroxidés s jinymi apoplastickymi enzymy. Pozd¢jsi reakce
po poranéni zahrnuji rizné formy hojeni tkang, napiiklad prostfednictvim suberinizace
zavislé na peroxiddse nebo bunécné smrti. Omezené udaje naznacuji, Ze signalizace smrti
zprostiedkovana ROS béhem reakce na poranéni miize zahrnovat peroxidasovou sit’ spolu
s dal$imi redoxnimi molekulami. Zavérem lze fici, Ze schopnost peroxidads je jak

generovat, tak vychytavat ROS (Minibayeva et al., 2015).



Tabulka 1. Souhrn vlastnosti jednotlivych ROS.

ROS tie Migraéni | ReZim akce Misto Zpisob
vzdalenost vzniku odbourani
Superoxid 1-4 us 30 nm Reaguje s Fe-S | Apoplast, SOD,
proteiny, chloroplast, | askorbat,
dismutuje  na | mitochodni, | flavonoidy
H202 peroxizomy
Hydroxylovy 1ns 1nm Extrémné zavisi  na | Prolin,
radikal reaktivni se | pfitomnosti | cukry,
vSemi zeleza a | askorbat,
biomolekulami | H20> flavonoidy
Peroxid >1 ms >1 um reaguje s | Apoplast, APX, CAT,
vodiku proteiny chloroplas, | GPX, PER,
napadanim mitochodni, | PRX,
cysteinovych a | peroxizom, | askorbat
methioninovych | cytosol
zbytkl
Singletovy 1-4 ps 30 nm oxiduje lipidy, | Jadra, Karotenoidy
kyslik proteiny a DNA | membrany,
chloroplast

Zdroj: (Mittler, 2017)

1.3 Antioxida¢ni obrana u rostlin

Nadmérna oxidace a redukce bunéénych slozek je stejné Skodlivé, takZze udrZzeni redoxni
homeostazy je klicové pro zakladni metabolické funkce (Foyer & Shigeoka, 2011). Z
tohoto diivodu jsou rostliny extrémné bohaté na slouceniny s antioxidacni aktivitou
(Wachter et al., 2005). Antioxidanty jsou molekuly schopné inhibovat nebo uhasit reakce
volnych radikalti a oddalit nebo zabranit poskozeni bun¢k (Nimse & Pal, 2015).

Hladina ROS je pfisné kontrolovana systémem enzymatickych a neenzymatickych
antioxidantli, které podléhaji pfisné kompartmentalizaci (Foyer a Noctor, 2020).
Neenzymatické antioxidacni obrana je zprostfedkovana pfedev§sim nizkomolekuldrnimi
metabolity, jako Asc, glutathion (GSH), a-tokoferol, karotenoidy a flavonoidy (Smirnoff,
2018; Zechmann, 2018; Mufioz a Munné-Bosch 2019; Foyer a Noctor, 2020). Mezi
hlavni antioxida¢ni enzymy patii SOD, CAT, askorbatperoxidasy (APX, EC 1.11.1.11),
dehydroaskorbatreduktasy (DHAR, EC 1.8.5.1), MDAR a glutathionreduktasy (GRs, EC
1.8.1.7). Kromé toho maji antioxidacni aktivitu také glutathionperoxidasy (GPXs, EC
1.11.1.12), peroxidasy a thio-, gluta- a peroxiredoxiny (Prxs; EC 1.11.1.25; EC 1.11.1.26;
Dietz, 2011; Kang et al., 2019; Foyer a Noctor, 2020).



Antioxidanty s nizkou relativni molekulovou hmotnosti odstraiiuji ROS nepiimo
I pfimo. Nepfimym mechanismem je napiiklad chelace pfechodnych kovu, ktera brani
ucasti na Haber-Weissové nebo Fentonové reakci, zatimco ptimy mechanismus zahrnuje
odevzdani nebo pfijimani elektronti, vychytavani radikall a nasledné zabranéni jejich
reakci s biologickymi molekulami (Kehrer, 2000). Vyhodou neenzymatickych
antioxidantli oproti enzymatickym antioxidantim je jejich malad velikost, kterd jim
umoziuje difundovat pres bunééné membrany a mohou se tak nachézet v blizkosti
biologickych molekul, které jsou potencialnimi cili ROS (Kohen & Nyska, 2002).

Nejvyznamnéj$im  rostlinnym  antioxidantem, pfitomnym v milimolarnich
koncentracich v chloroplastech, je Asc, nasledovany GSH, ktery je pfitomen v 1000krat
niz8i koncentraci nez Asc, ale je také zivotné dilezity (Noctor et al., 2018). Nejenze tyto
antioxidanty vychytavaji ROS oddélené, ale také spolupracuji v ramci takzvaného cyklu
voda-voda (Asada, 1999) a Asc-GSH (Foyer & Halliwell, 1976), aby metabolizovaly
H202 a udrzovaly dostate¢nou excitacni energii v chloroplastech (Foyer & Shigeoka,
2011).

1.3.1 Superoxiddismutdsy (SOD)

SOD jsou klicové antioxidacni enzymy, které katalyzuji dismutaci O na H20>
a molekularni O, (Sheng et al., 2014). Tento enzym vyzaduje ke své aktivité kov jako
kofaktor, proto se fadi mezi metaloeznymy (Dringen et al., 2005). SOD mohou vyuzivat
kovové ionty jako je Zelezo (Fe), zinek (Zn), méd’ (Cu) a mangan (Mn). Podle typu kovu
tak rozeznavame FeSOD (u prokaryot a rostlin zejména v chloroplastech), Cu/Zn SOD
(exprimovana predevsim u eukaryot, a to v cytosolu a chloroplastech), MnSOD (ptevlada
v prokaryotech a v mitochondriich eukaryot) (Kliebenstein et al., 1998). U Arabidopsis
jou exprimovany tfi geny pro Cu/ZnSOD (CSD1, CSD2, CSD3), jeden pro MnSOD
(MSD1) a tii pro FeSOD (FSD1, FSD2, FSD3) (Pilon et al., 2011). Geny koédujici SOD
jsou citlivé na environmentalni stresory a zvySena aktivita obvykle koreluje se zvySenou
toleranci rostlin vic¢i environmentalnimu stresu (Sharma et al., 2012).

Subcelularni lokalizace jednotlivych SOD souvisi s pozadavky na detoxikaci
(Kliebenstein et al., 1998). FSD2 je védzdna na tylakoidni membranu chloroplasti,
zatimco FSD3 je kolokalizovana s chloroplastovymi nukleoidy a chrani je pied Oz~
prostfednictvim tvorby heterodimerniho proteinového komplexu s FSD2 (Myouga et al.,
2008). Cytosolicka lokalizace je uvadéna pro FSD1 (Kliebenstein et al., 1998). Kromé¢

toho fuze s GFP naznacuji, ze se FSDI1 muze také lokalizovat v chloroplastech a jadie
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(Kuo etal., 2013; Dvorak et al., 2021a). Delece 11 amino-koncovych nukleotidl sekvence
cDNA FSDI1 omezila tento protein na cytosol (Kuo et al., 2013). VSechny izoformy FSD
Arabidopsis jsou tedy lokalizovany v chloroplastu, zatimco FSDI1 vykazuje také
lokalizaci v cytosolu a jadie. Za podminek solné¢ho stresu se FSD1 akumulovala v
Hechtovych fetézcich a retikulu, které spojuji protoplast s bunécnou sténou
plazmolyzovanych bun¢k. Kromé toho produkce ROS indukovand soli korelovala s
lokalizaci FSD1 v kofenech a byla zvySena u rostlin mutanti fsd1 (Dvorak et al., 2021a).

Hlavnim faktorem ovliviiujicim expresi FSD1 je dostupnost médi v kultivaénim
médiu, a tuto zavislost exprese FSD1 reguluje transkripéni faktor SQUAMOSA
promoter-binding-like protein 7 (SPL7; Yamasaki et al., 2009). Pfi nedostatku médi se
SPL7 pfimo vaze na motivy GTAC v promotoru FSD1, ¢imz spousti jeji expresi. SPL7
také zaroven zprostiedkovava snizeni hladiny mRNA CSD pomoci miR398 (Yamasaki
etal., 2009). Toto pozorovani naznacuje, Ze aktivita a exprese CSD je pii nedostatku médi
nahrazena FSD1, zatimco pfi nizké dostupnosti zeleza byl zjistén opacny trend (Waters
et al., 2012). Exprese genti SPL7 a FSD1 je také regulovana cirkadialnimi a diurnalnimi
rytmy (Perea-Garcia et al., 2016). Kromé¢ toho je aktivita FSD1 zprostfedkovana piimou
interakci s chloroplastovym chaperoninem 20 (CNP20; Kuo et al., 2013) a tak¢ MAPK
(Takac et al., 2014; Dvorak et al., 2021b). Bioinformaticka analyza na zaklad¢ koexprese
a analyze fosforylac¢nich mist ukazala, ze FSD1 muze byt regulovana pomoci MPK 3
(Dvorak et al., 2021b).

Mutanty fsd1 vykazuji precitlivélost na oxidativni stres vyvolany MV (Dvoték et al.,
2021a). V souladu se znamou regulaci exprese, abundance a aktivity FSD1 u Arabidopsis
thaliana zjisténi prokazala, ze antioxida¢ni funkce FSD1 zavisi na dostupnosti Cu®* v
ristovém médiu. Mutanty Arabidopsis fsd1 vykazovaly nizsi schopnost rozkladat O2 pfi
nizkych koncentracich Cu?* v médiu. Prodlouzena expozice MV vedla ke sniZeni hladin
Asc a vyssi karbonylaci proteinu v mutantech fsdl a transgennich rostlinach
postradajicich plastidovy FSD1 “pool” ve srovnani s divokym typem. MV vyvolal rychly
naruast aktivity FSD1, nasledovany poklesem po 4 hodinach dlouhé expozice. Genetické
naruseni FSDI1 negativné ovlivnilo APX rozkladajici H20. v mutantech fsdl.
Chloroplastickd lokalizace FSD1 je zéasadni pro udrzeni redoxni homeostazy.
Proteomicka analyza ukazala, Ze citlivost mutantd fsd1 na MV se shodovala se snizenym
mnozstvim ferredoxinu a PSII svétlosbérnych komplexnich proteinti. (Melicher et al.,

2022).
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1.3.2 Katalasa (CAT)

CAT je homotetramerni protein obsahujici Zelezo, ktery katalyzuje rozklad H2O2 na H20

a Oz a hraje ustfedni roli v antioxidaéni metabolické siti prokaryotickych
a eukaryotickych bunék (Kirkman & Gaetani,2007). CAT diky svym kinetickym
vlastnostem udrzuje hladiny H>O> pod ur¢itymi limity, a proto je povazovana za jeden
Z hlavnich antioxida¢nich enzymi s kli¢ovou roli ve vyvojovych procesech a stresovych
podminkach (Nandi et al., 2019). Vezmeme-li v Gvahu bunétnou kompartmentalizaci,
CAT lze nalézt ve velkém mnozstvi v peroxisomech, zatimco tento enzym nebyl nalezen
v chloroplastech. Zachycuje H202 wvznikajici v peroxisomech bé&hem procesu
fotorespirace a B-oxidace mastnych kyselin. CATs obsahuji ¢tyii hemové podjednotky
s Fe?" ionty, které prochéazeji oxidaci a katalyzuji disociaci dvou molekul H20 a O, (Arora
etal., 2002). CAT vychytava také H.O> generovany béhem mitochondrialniho transportu
elektront (Scandalios et al., 1997). V rostlin¢ Arabidopsis thaliana byly popsany tfi geny
CATs (CAT1, CAT2 a CAT3) (Du et al., 2008). CAT1 je exprimovan hlavné v pylu a
semenech, CAT2 ve fotosyntetickych tkanich, ale také v kofenech a semenech. CAT3 je
poté spojen s vaskularnimi tkanémi a také se senescentnimi listy ( Mhamdi et al., 2010;

Suetal., 2018).
1.3.3 Askorbat-glutathionovy (Asc-GSH) cyklus

[ 24

rostlin. Dulezitost této drahy lze posoudit ze skutecnosti, Ze je pritomna v cytosolu,
chloroplastech, mitochondriich a peroxisomech (Jimenez a Hernandez, 1997).
Detoxifikace ROS prostiednictvim Asc-GSH cyklu zptsobuje ptechodné zmény hladin
vetSiny meziproduktl této drahy (Foyer a Shigeoka, 2011). Centralnim enzymem Asc-
GSH cyklu je APX.

APX patii do rodiny peroxidas obsahujicich hem, které¢ katalyzuji odbouravani H20>
zavislé na Asc. Je pfitomna v Sirokém spektru rostlinné fiSe a hraje klicovou roli
v regulaci ristu. APX se 1i8i od ostatnich peroxidas ve své zavislosti na Asc jako zdroji
redukéni sily a v jeho nepfitomnosti se stavad nestabilni (Shigeoka et al., 2002).
U Arabidopsis thaliana bylo identifikovano osm ¢lenti rodiny genti AtAPX, které koduji
tfi cytosolové (AtAPX1, -2 a -6), tfi peroxizomalni (AtAPX3, -4 a -5) a dva chloroplastické
(AtsAPX a AttAPX ) proteiny (Narendra et al., 2006), z nichz AtSAPX se vaze jak na
chloroplastovou matrici, tak na mitochondrie (Chew et al.,2003). APX, které jsou

12



Klasifikovany na zakladé jejich subcelularni lokalizace, vykazuji rtzné strukturni
a kinetické vlastnosti, vcetn¢ ptitomnosti specifickych konzervovanych domén
a signalnich peptidd. Uvadi se, ze thylakoidalni isoforma je prvni, kterd zachycuje
molekulu H20,, protoze se nachazi v blizkosti akceptoru PSI (Huseynova et al., 2014).
Protoze APX jsou oxidoreduktasy zavislé na hemu, je Zelezo kritické pro katalytickou
aktivitu a nedostatek Zeleza jeho aktivitu snizuje. Bylo zjisténo, ze aktivita APX se
zvySuje v pritomnosti dalSich antioxida¢nich enzymd, jako je SOD a GR, coz ukazuje na
funk¢ni propojeni mezi riznymi antioxida¢nimi enzymy. APX neni schopna vychytavat
hydroperoxidy lipidi a je inhibovan kyanidem, azidem a thiolovymi modifikatory (Zhang
et al.,, 2014). Isoformy APX jsou dulezité pro toleranci rostlin na stres, ale také pro
vyvojové procesy (Shigeoka et al., 2002). APX jsou aktivné exprimovany pii biotickych
stresech (napadeni patogeny, herbivory, fyzické poSkozeni) i1 pii abiotickych stresech
(stl, sucho, teplo, chlad, UV zafeni, oxidacni stres atd.). Rozsah exprese APX piimo

koreluje s délkou trvani a intenzitou pusobiciho stresu (Shigeoka et al., 2002).

NADPH NADP*

GSSG GSH

DHA

NAD- NADH

MDA

ASC

H,0, H,0
Obrazek 2 Schéma askorbat-glutathionového cyklu  (zkratky: APX, askorbdt peroxiddasa, MDAR,
monodehydroaskorbat reduktasa;, DHAR, dehydroaskorbat reduktisa;, GR, glutathion reduktasa; MDA,

monodehydroaskorbat; DHA, dehydroaskorbat ; GHS, redukovany glutathion; a GSSG, glutathion disulfid.). Zdroj:
(Trchounian et al., 2016)

APX detoxikuje H20», pticemz dochazi k oxidaci dvou molekul Asc, ktery slouzi jako
specificky donor elektronti. Soucasné dochazi k tvorbé radikélu s kratkou Zivotnosti,
monodehydroaskorbatu (MDA"), ktery mtize byt spontdnné pieménén na Asc a

dehydroaskorbat (DHA) nebo muze byt rychle redukovan na Asc pomoci NAD(P)H-
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zavislé MDAR (Foyer & Shigeoka, 2011). Na rozdil od Asc, DHA postrada antioxida¢ni
schopnost a je pfeménén zpét na Asc pridanim dvou elektroni z GSH pomoci DHAR
(Nimse & Pal, 2015). GSH se regeneruje ze svého oxidovaného stavu,
glutathiondisulfidu, pasobenim GR pomoci elektrontt z NAD(P)H, ¢imZ se uzavira
regeneracni cyklus Asc a GSH (Noctor & Foyer, 1998).

Rostlinné GPXs jsou pfitomny v riiznych rostlinnych tkanich a vyvojovych stadiich
(Yang et al., 2005, 2006). U rostlin mize byt GSH-dependentni peroxidasova aktivita
spojena s izoenzymy glutathion transferasy (GST, EC 2.5.1.18). Jejich role pii detoxikaci
lipidovych hydroperoxid a dalSich reaktivnich molekul byla prokdzana u rtiznych druhti
a za ruznych stresovych podminek (Dixon & Edwards, 2009). Rostlinné GPX obsahuji
ve svém aktivnim misté cystein namisto selenocysteinu, coz mize byt divodem jejich
niz8i aktivity ve srovnani s jejich savéimi protéjsSky (Navrot et al., 2006). U nckterych
rostlinnych GPX bylo prokdzano, ze maji jak GSH, tak thioredoxin peroxidasu, ale
thioredoxinovy regeneracni systém je mnohem ucinné€jsi nez GSH systém (Herbette et
al., 2002).

CAT vykazuji nizkou aktivitu proti organickym peroxidim. Ve srovnani
s peroxidasami maji vyssi specifitu pro H202, proto by peroxidasy mohly odstranit H2O,
1 kdyz jsou pfitomny v nizkych koncentracich (Sharma et al., 2012). Na druhou stranu
reakce fizené peroxiddsami vyuzivaji antioxidanty s nizkou relativni molekulovou
hmotnosti. Tudiz odstranéni H202 pomoci této cesty muze byt pro bunku velmi
energeticky naro¢né, jelikoz vyuziva dilezité molekuly z bunééného prostiedi, a to
konkrétn¢ dvé molekuly GSH, které jsou potfeba na odstranéni jedné molekuly H20O>
(Kohen & Nyska, 2002).

1.4 Tvorba ROS a antioxida¢ni obrana béhem solného stresu u rostlin

ZvySeny obsah soli v pudé€ je velmi nepfiznivym environmentdlnim faktorem, ktery
ovlivituje kli¢eni semen, rtst plodin a produktivitu. Vice nez 800 milionti hektarti ptdy
(cca 6 % celkové svétové rozlohy) je zasazeno nadmérnou koncentraci soli (Munns
& Tester, 2008) a tento problém se stale zhorsuje.

Solny stres je bézné zpusoben vysokymi koncentracemi sodnych (Na*) a chloridovych
(CI") iontd v pudé (Ismail et al., 2014). Vysoké koncentrace soli v ptidé vyvolavaji u
rostlin kromé iontového stresu také osmoticky stres. Nadbytek rozpustnych soli v ptidé
snizuje vodni potencial (to znamena, Ze snizuje dostupnost H2O pro rostlinu) na povrchu

kofene, ¢imz snizuji piijem H20 rostlinou (Hasegawa et al., 2000). To vede k deficitu
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H20 u rostlin a osmotickému stresu. Iontovy stres je disledkem toxického ucinku iontt
soli uvnitf rostlinnych bunék. Soli absorbované koteny prochéazeji transpiraénim proudem
na velkou vzdalenost k vyhonkiim, a nakonec se hromadi v listech (Munns & Tester,
2008). Vysoké koncentrace Na* v cytoplazmé narusuji piijem dalich iontd do rostlinnych
bunék, coz ma nepiiznivé G¢inky na mnoho metabolickych drah. Napiiklad draslik (K*)
je dilezity pro katalytické aktivity mnoha enzymu (Fu & Luan, 1998; Lazof & Bernstein,
1999). Osmoticky a iontovy stres muze zpusobit sekundarni stres v rostlinach, véetné
hromadéni toxickych sloucenin a naruseni rovnovahy zivin. ROS, jako jsou HO", H,0; a
0", se hromadi v rostlinnych bunikach pfi stresu ze soli (Li et al., 2015).

Klicovym hra¢em v signalizaci ROS pfi solnim stresu u rostlin je NADPH oxidasa
(Demidchik & Shabala, 2018). NADPH oxidasa je enzymovy komplex vazany
na plazmatickou membréanu z rodiny NOX (Lambeth & Neish, 2014). NADPH oxidésa,
kodovana geny RBOH, produkuje po aktivaci extracelularni Oz~ (Foreman et al., 2003).
Vétsina rostlinnych druhd ma vice isoforem RBOH (napt. deset RBOH v Arabidopsis;
Sagi & Fluhr, 2006). NADPH oxidasy jsou aktivovany solnym stresem, a to jak
na transkrip¢ni, tak na funkéni Grovni (Ma et al., 2012).

Jednou z prvnich projevii solného stresu v rostlinnych buiikéch je zvySeni koncentrace
volného Ca®* v cytosolu (Wang et al., 2019). NADPH oxid4sa ma dvé vazebna mista pro
Ca?" (tzv. doména ,, EF-hand*) na N-konci (Marino et al., 2012). Vazba Ca?* na EF-hand
doménu nasledné spousti konformacni zménu, kterd ma za nasledek aktivaci prenosu
elektrontt (Milleret al., 2010). Generovany O2~ je pak rychle pfeménén na H202 v
apoplasté pomoci SOD, coz vede k aktivaci ROS-senzitivnich Ca?* permeabilnich kanali
(Demidchik et al., 2018). Zvyseny prichod Ca?* pies plazmatickou membranu ma za
nasledek dal§i aktivaci NADPH oxidasy (Demidchik & Shabala, 2018). Tento
samoamplifikacni mechanismus muize prodlouzit trvani a amplitudu slabych signald a
pievést je do Siroké Skaly reakei, od transkripcnich zmén v hladinach exprese klicovych
genti (Hu et al., 2016; Nath et al., 2019), az po zmény v aktivité (Shabala & Shabala,
2017) a intracelularni distribuci klicovych membranovych transportérti (Martiniere et al.,
2019). Takovy samoamplifika¢ni mechanismus je spojen vyhradné s NADPH oxidasami
(Liu et al., 2020).

Jak uz bylo zminéno, tak genom Arabidopsis obsahuje 10 genti kodujicich NADPH
oxidasy, oznacenych AtRbohA az J, které vykazuji rizny priubéh exprese béhem vyvoje

rostliny a reakci na faktory prostfedi (Fluhr, 2009; Marino et al., 2012). Napiiklad
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AtRbohA, B a C jsou exprimovany pouze v kofenech, zejména v elongaéni zoné.
AtRbohC byl specificky identifikovan jako protein, ktery hraje roli ve vyvoji kofenovych
vlaskt (Foreman et al., 2003). Uvadi se, ze AtRbohH a J jsou exprimovany pouze v pylu.
AtRbohD i AtRbohF jsou exprimovany ve vSech rostlinnych organech a jsou hlavnimi
isoformami zapojenymi do obrannych reakci patogenti (Torres et al., 2002), ABA-
indukovaného zavirani pruduchti (Kwak et al., 2003), signalizace JA (Maruta et al., 2011)
a ROS-dependentni regulace homeostizy Na*/K" pii solném stresu (Ma et al., 2012). Bylo
prokazano, ze mirny solny stres zptisobuje rychlou a pfechodnou akumulaci ROS v A.
thaliana (maximum po 1 hodin€) nasledovany druhym oxidativnim vzplanutim (po 6
hodinach) (Xie et al., 2011). HY1 hemoxygenasa (EC 1.14.99.3) hraje dilezitou roli v
signalizaci béhem solného stresu a vyzaduje tcast ROS tvotfenych pomoci AtRbohD.
Bylo také zjisténo, ze AtRbohF plni klicovou roli pfi ochrané bunék vyhonkl pted
akumulaci Na* (Jiang et al., 2012).

K piekonani osmotického stresu se v rostlinach akumuluji osmoticky aktivni latky
(osmolyty), které podporuji piijem a udrzeni H>O v pletivech (Chen & Jiang, 2010).
Akumulace organickych osmolytl,, jako je prolin, glycinbetain, cukerné alkoholy,
polyaminy a proteiny (napi. ,Late embryogenesis abundant“ (LEA) proteiny)
V cytoplazmé vyrovnava osmotické potencidly a udrzuje nizky intracelularni vodni
potencial rostlin. Vzhledem ke své kompatibilni povaze tyto osmolyty ptisobi proti
Skodlivym G¢inkiim osmotického a iontového stresu (Verslues et al., 2006). Prolin patii
mezi nejbéznéjsi volné aminokyseliny, které se akumuluji v rostlinach vystavenych stresu
z nedostatku H>O. Prolin ma vSak vice roli, které se nemusi tykat jenom osmotické
rovnovahy. Muze totiz stabilizovat proteinové komplexy, zachycovat volné radikaly a byt
zdrojem uhliku a dusiku pro riist po ulevé od stresu (Szabados & Savouré, 2010).

Vyznamnou signalni roli pfi solném stresu zastavaji také MAPK. MAPK jsou signalni
bilkoviny uspofadany do kaskad, které zprosttedkovavaji indukci obrannych mechanismu
rostlin po vystaveni stresu, ptes fosforylaci transkripcnich faktori, nebo jinych dalezitych
proteint (Komis et al., 2018).

U Arabidopsis byly identifikovany dvé signalni drahy indukované NaCl: MEKK1-
MKK2-MPK4/MPK6 a MKK9-MPK3/MPKG6 (Teige et al., 2004; Xu et al., 2008).
MPKG6, jako posledni MAPK v kaskade se vaze s e signalnim fosfolipidem kyselinou
fosfatidovou, ktera stimuluje jeji aktivitu. MPK6 fosforyluje a aktivuje SOS1 (salt overly

sensitive 1), coz je antiporter Na*/H" (Yu et al., 2010). Pozd&jsi prace ukazala, ze MPK3,
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ktera je casteCné redundantni ke MPK®6, interaguje s fosfolipazou D alfa 1, kterd
katalyzuje reakci vedouci ke tvorb¢ kyseliny fosfatidové. Tato interakce je dilezita pro
odolnost vic¢i solnému stresu a také ABA signalizaci (Vadovic et al., 2019). TDNA
inser¢ni mutant s chybéjici expresi MPK3 vykazuje senzitivitu na solny stres (Persak &
Pitzschke, 2013; Pitzschke et al., 2014). MAPK také reguluji expresi antioxidacnich
enzymu béhem solného stresu. Exprese MKKS5, kterd je fosforylovana pomoci MEKK1 a
sama fosforyluje MPK6, je nevyhnutnd pro expresi chloroplastovych FSD2 a FSD3
behem solného stresu (Xing et al., 2015). Exprese CAT je aktivovana pomoci MKK1
Vv téchto podminkach (Xing et al., 2007).

1.5 Fluorescenéni metody detekce ROS

Objasnéni bunécnych funkci regulovanych redoxnimi zménami a rovnovahou mezi ROS
a antioxidanty ziskéavaji stale vétsi pozornost. Je proto nezbytné detekovat, lokalizovat a
identifikovat specifické radikaly produkované v buiice, pochopit jejich roli v regulaci
rostlinnych procesti. ROS vsak vykazuji komplexni prostorovou a ¢asovou dynamiku,
maji omezenou Zivotnost a jsou vystaveny aktivité¢ bunécného antioxida¢niho systému.
Tyto komplikace ¢ini in vivo monitorovani ROS naro¢nym ukolem v rostlinnych bunikach
(Suzuki et al., 2012).

Fluorescen¢ni metody jsou obecné citlivéjsi, nez jsou metody kolorimetrické. Jejich
hodnoceni je také rychlejsi neZ u chemiluminiscen¢nich metod a obvykle vyZaduje niZsi
koncentrace sondy kvili velmi pfiznivému poméru signalu k Sumu (Stockert & Blazquez-
Castro, 2017). Fluorescenéni metody méné zasahuji do biologickych procesii oproti
kolorimetrickym a chemiluminiscenénim metoddm, coz umoZnuje jednodu$si a
selektivnéjsi detekci ROS in vivo v bunikach a intaktnich tkanich (Gomes et al., 2005).
Vysoké mnozstvi endogennich fluorescencnich sloucenin ¢ini zobrazovani ROS v
rostlinnych bunikach ndroénym (Talamond et al., 2015). V pletivech je hlavnim
prispevatelem k autofluorescenci chlorofyl, 1 kdyZ vyznamna interference pochazi také
ze sloZzek bunécné stény, jako je napt. celuldza a lignin. K autofluorescenci také piispivaji
dalsi barevné molekuly a pigmenty (napt. karoteny, xantofyly, flavonoidy, antokyany a
alkaloidy; Roshchina, 2012). Vsechny tyto slouc¢eniny maji odlisna excitacni a emisni
spektra, ktera se mohou ptekryvat s exogennimi fluorescencnimi markery a branit jejich

S 24

mikroskopickych technik, které jsou zalozeny na spektralnim zobrazovani, jako je
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konfokalni a dvoufotonova mikroskopie, mize pomoci vyiesit problém autofluorescence
(Mylle et al., 2013; Mizuta et al., 2015).

Fluorescenc¢ni barviva (sondy) jsou chemicky cCisté syntetizované molekuly, které 1ze
pouzit pro detekci redoxniho potencidlu nebo ROS v rostlinach. V idealnim ptipad¢ by
takové sondy mély byt netoxické, vykazovat zanedbatelnou fotochemii, nizkou emisi na
propustné. Fluorescen¢ni barviva by také méla byt specificka, vysoce reaktivni pii
nizkych koncentracich, produkovat stabilni a kvantifikovatelné nedifuzni produkty, mit
rychlou a reverzibilni kinetiku s vysokym pomérem signédlu k Sumu a nesmi reagovat s

bunécnymi antioxidanty (Wang et al., 2008).
1.5.1 2'-7' -Dichlorodihydrofluorescein diacetat (DCFH-DA)

DCFH-DA je jednim z nej¢astéji pouzivanych barviv pii kvantifikaci a detekci ROS a
oxidac¢niho stresu v rostlinnych bunkach. Patii do rodiny barviv s redukovanym
fluoresceinem (dihydrofluorescein), ve které pfidani diacetatového esteru usnadiiuje
pronikdni do bun€k pfes plasmatickou membranu, coz umoziuje lepsi barveni
(Wiederschain, 2011). Oxidace DCFH se jevi jako dvoustupnova reakce. Nejprve se po
ztraté jednoho elektronu vytvoii radikdl DCF~, a poté probéhne druh4 jednoelektronova
oxidace, jejimz vysledkem je 2,7- dichlorfluorescein (DCF; Wardman, 2007), ktery je
zadrzen v bufice, coz umoziuje vizualizaci fluorescenéni mikroskopii a pritokovou
cytometrii (Li & Xing, 2011).

Aby se zabranilo pasivnimu Uniku DCFH-DA pfes plazmatickou membranu,
coz zkracuje dobu, po kterou lze toto barvivo zaznamenat, byly vyvinuty varianty DCFH-
DA. Pro chlormethyl DCFH-DA derivat (CM-DCFH-DA) je zadrzeni oxidovaného
fluorescenéniho produktu v Zivych bunkach zvySeno, kvili kovalentni vazbé vytvotrené
mezi chlormethylovou skupinou a intracelularnimi thiolovymi skupinami (Cristina

Ortega-Villasante et al., 2018).
15.2 CM-H2DCFDA (5-(a-6)-chlormethyl-2' 7'-dichlordihydrofluorescein diacetét,

acetylester)
CM-H2DCFDA je chlormethylovy derivat HZDCFDA. CM-H2DCFDA se Casto vyuziva

na detekci H202 v neporusenych bunkach. Specificita pro ROS u této sondy je vsak
mnohem §ir§i. CMH2DCFDA volné pronika plazmatickou membréanou a je hydrolyzovan
v cytosolu za vzniku DCFH karboxylatového aniontu (Kalyanaraman et al., 2012).

Oxidace mé za nasledek tvorbu fluorescen¢niho DCF, ktery je excitovan pii 495 nm a
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emituje pii 520 nm (Kalyanaraman et al.,, 2012). Oxidace H2DCF miize byt
zprostfedkovan riznymi druhy radikdlt: HO-, uhli¢itanovym radikdlem a oxidem
dusi¢itym, stejné jako thiylovymi radikaly, které jsou vysledkem oxidace thiolu
(Halliwell & Whiteman, 2004; Kalyanaraman et al., 2012; Winterbourn, 2014). H>0>
nereaguje s H2DCF piimo, ale vyzaduje pfitomnost peroxidds nebo jinych enzymu
obsahujicich pfechodné kovy (Winterbourn, 2014).

Barveni pomoci CM-H2DCFDA je pomérné snadné a lze ho pouzit u vétSiny typt
bunék. Pokud je fluorescence kvantifikovana pomoci spektrofluorometru nebo pomoci
konfokalniho skenovaciho mikroskopu, je dobré, aby intenzita excitacniho svétla byla co
nejnizsi, protoze tak se minimalizuje fotooxidace (Koopman et al., 2006). Ve srovnani s
H2DCFDA oxidace CM varianty indukuje tvorbu fluorescen¢niho CM-DCEF, ktery
vykazuje niZsi pasivni Gnik z buriky (Forkink et al., 2010).

1.5.3 Zeleny fluorescenéni protein (GFP)

GFP se casto pouziva jako fluorescencni znacka pro genovou expresi a pro znaceni
proteintl jak v prokaryotickych, tak i v eukaryotickych bunikach (M. Ormo et al., 1996).
GFP nevyzaduje dodavku exogennich substrati nebo kofaktort. Byly vytvofeny
modifikované verze proteinu, které nabizeji jedine¢né excitacni a emisni charakteristiky,
umoziujici koexpresi a soucasnou detekci modifikovanych FP proteinli s odliSnymi
barvami (Shaner et al., 2005; Stepanenko et al., 2011).

Reportérové molekuly ROS na bazi FP v rostlinaich mohou nabizet n€kolik vyhod
oproti fluorescenénim sondam na bazi barviva (Pouvreau, 2014). Jelikoz FP nevyZzaduji
permeaci substratd, tak 1ze k monitorovani metabolického procesu in vivo po akumulaci
ROS pouzit neinvazivni techniky. Podle zvolené strategie ROS bud’ ovlivni hladinu nebo
lokalizaci pouZitého FP, nebo zméni jeho fluorescencni vlastnosti, aby se vytvofil signal,
ktery koreluje s mnoZstvim ROS. Geny kodujici FP mohou byt exprimovany
Vv rostlinnych buiikdach, bud’ po stabilni integraci do genomu rostlinné buiiky,
nebo prechodné pomoci expresnich vektorti (Quatresous et al., 2012)

Autofluorescence rostlinnych bunék vSak miize do zna¢né miry brénit vizualizaci FP
exprimovanych ve specifickych typech bun¢k (Misra et al., 2012). V zelenych tkanich je
chlorofyl hlavnim pfispévatelem k autofluorescenci s uc¢innou absorbanci v modrém
spektru do 500 nm a fluorescenci od 600 do 800 nm. Ackoli vétSina fluorescencnich

reportérovych proteinii ma emisni maxima pod 600 nm, obrovské mnozstvi chlorofylu
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a dalsich pigmenta v zelenych bunikach mize podstatné rusit detekci FP (Shaner et al.,
2005; Stepanenko et al., 2011).

Druhd generace redox-citlivych FP sond patii do tiidy GPF (roGFP) citlivych
na redukci. Tyto sondy vykazuji dva odli$né excitatni maxima (405 nm pro neutralni stav
a 488 nm pro aniontovou formu), jejichz relativni amplitudy zavisi na redoxnim stavu
fluoroforu (Choi etl al., 2012). Tento postupny posun v excitacnim spektru podstatné
zlepsuje  kvantifikaci  fluorescence, protoze umoznuje pomeérovou analyzu
(488exc/405exc), kterd umoziuje presnéjsi kvantifikaci bunécného redoxniho stavu
(Hanson et al., 2004). Bylo vytvofeno a charakterizovano n¢kolik variant roGFP,
nejcasteji pouzivané jsou roGFP1 a roGFP2. Kromé& mutacnich zmén provedenych
ve varianté roGFP1 (C48S, S147C a Q204C) obsahuje roGFP2 dalsi mutaci (S65T), ktera
generuje mirny posun v maximalnim excitacnim spektru, coz umoziuje vétsi dynamicky
pomér mezi oxidovanymi a redukovanymi formami (Dooley et al., 2004). Piestoze je
roGFP1 méné citlivy na pH nez roGFP2, vétsi dynamicky rozsah roGFP2 poskytuje
vyhodu, pfi jeho pouziti v konfokalni laserové skenovaci mikroskopii (Ortega-Villasante

etal., 2016).
1.5.4 HyPer

H20. senzor HyPer je zaloZen na inzerci cpYFP do redox-aktivni regulacni domény
OxyR proteinu Escherichia coli (Belousov et al., 2006). OxyR je transkrip¢ni faktor,
ktery reguluje expresi redox-responzivnich genid v bakteriich. Obsahuje nékolik
cysteinovych zbytki, z nichz nékteré jsou dulezité pro specifické snimani H>O». Cystein
na pozici 199 (C199) ma nizkou pKa, coz umoziuje jeho pifimou reakci s H2O».
Po expozici H202 se na C199 vytvoii kyselina sulfenova, ktera kondenzuje s C208
za vzniku reverzibilni disulfidové vazby, produkujici konformaéni zmény, které
podporuji vazbu oxidovaného OxyR na DNA, ¢imz se aktivuje transkripce antioxidacnich
gentl. Specificita snimani OxyR byla testovana s riznymi molekulami i jinymi, nez je
H202. Vzhledem k tomu, Ze Cys par se nachazi v hydrofobni kapse, dostupnost jinych
oxidant(l, jako je naptiklad O2", je omezena, coz ukazuje vysokou specifitu pro H2Oo.
Inzerce cpYFP do domény OxyR proto znacné zvysuje jeji H20: specificitu, ¢imz se
Hyper stava H20, specifickym senzorem (Choi et al., 2001; Belousov et al., 2006; Zheng
etal., 1998).
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Biologicky material

Jako rostlinny material byla pouzita semena Arabidopsis thaliana, ekotyp Columbia-0
(Col-0) a semena mutantt A. thaliana fsd1-1 (Dvorak et al., 2021a) a mpk3-1 (Vadovié¢
etal., 2019).

2.2 Chemikalie

Komerc¢ni smés zivin pro piipravu Murashige a Skoog média (MS basal salt mixture,
Duchefa)

Sachardza (Sigma-Aldrich)

Draselna sul kyseliny 2-(N-morflino)ethansulfonové (MES; Sigma-Aldrich)

Gellan Gum (Sigma-Aldrich)

Ethanol (Sigma-Aldrich)

Hypochlorid sodny (Sigma-Aldrich)

Chlorid sodny (Sigma-Aldrich)

5-(a-6)-chlormethyl-2',7'-dichlordihydrofluorescein  diacetat, acetylester) (Thermo
Scientific)

Dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich)

2.3 Pristroje

Zoomovaci stereomikroskop ZEISS Axio Zoom V16 (Carl Zeiss)

Konfokalni laserovy mikroskop s rotujicim diskem (Cell Observer SD, Carl Zeiss)

2.4 Softwary

ZEN 3.5 (blue edition; Carl Zeiss)

ImageJ (http://imagej.nih.gov/ij/)

MS Excel (Microsoft), MS Powerpoint (Microsoft)

2.5 Metody

2.5.1 Piiprava > Murashige a Skoog (MS) média
Do 500 ml MilliQ vody v kadince bylo pfidano 5 g sacharézy, 0,5 g MES a 1,075 g MS

basal salt mixture. Po dilkladném rozpusténi vSech slozek bylo pH upraveno na 5,8
pomoci 0,1M KOH. V piipadé¢ piipravy pevného Y2 MS média bylo piidano 3 g Gellan

Gum. Nasledn¢ bylo médium autoklavovano.
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2.5.2 Sterilizace semen

Sterilizace probihala v sterilnim boxu. Semena byla nejprve inkubovana v 1 ml 70%
ethanolu po dobu 5 min v plastové zkumavce za stalého protiepavani. Nasledné byl
po sedimentaci semen 70% ethanol odpipetovan a nahrazen stejnym objemem 96%
ethanolu, ve kterém byla semena inkubovana po dobu 3 min za stadlého protiepavani.
V posledni ¢asti sterilizace byl ethanol odstranén pipetovanim a semena byla promyta
sterilni vodou MilliQ (objem min. 1 ml) a to po dobu 30 sekund. Timto zpiisobem byla
semena promyta 4 krat. Nasledné byla semena pienesena na sterilni filtratni papir
Vv Petriho misce pomoci pipety a po odpatreni H2O byly semena v uzaviené Petriho misce
uchovany v lednici pii 4°C ve tmé.

2.5.3 Kultivace rostlin

Semena byla pomoci sterilniho paritka prenesena na povrch pfedem piipraveného
pevného 2 MS média v Petriho miskach. Po pfeneseni semen na médium byla semena
ponechana jeden den v lednici pii 4°C ve tmé a nasledné byla dana do fytotronu (21°C,
16/8h-svétlo/tma, fotoperioda s osvétlenim o intenzité 150 umol-m=2-s1) na 4 dny.

2.5.4 Ptiprava barvicich roztok:

Barvicka CM-H2DCFDA (5-(a-6)-chlormethyl-2',7'-dichlordihydrofluorescein diacetat,
acetylester; 50 pg) byla rozpusténa ve 20 uL dimethylsulfoxidu (DMSO) a byla 5 minut

opatrné promichdvéana vortexovanim, aby doslo k Gplnému rozpusténi. Néasledné byla
barvicka natedéna tekutym > MS médiem na koncentraci 30 umol-I* abyla kratce
promichana na vortexu. Poté byla polovina obsahu pfepipetovana do dalsi zkumavky a
bylo ptidano NaCl, aby koncentrace soli byla 200mM. Takto byl pfipraven barvici roztok
se soli a beze soli. Barvici roztoky jsme uchovavali do doby pouziti v lednici pii -20°C

ve tme.

2.5.5 Pfiprava preparatu a mikroskopické pozorovani

Rostliny jsou opatrné pteneseny do 100 pl barviciho roztoku bez pifidavku NaCl
na podlozni sklicko, na kterého delsi okraje byl pfedem nalepen tenky pruh (cca 2 mm
Siroky) oboustranné lepici pasky. Rostlina v roztoku byla pfikryta krycim skli¢kem tak,
aby se pfilepilo na oboustranni lepici pasku. Nasledné byl pod kryci sklo doplnén barvici
roztok pro vytlaceni vzduchu. Vytvofeny preparat byl ponechan 20 minut ve tmé pii

pokojové teploté, aby doslo k penetraci barvicky do rostlinnych pletiv.
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2.5.6 Fluorescen¢ni mikroskopie

Po 20 min inkubace rostliny v barvicim roztoku bylo provedeno mikroskopické
pozorovani. Fluorescencni signal byl nejprve detekovan pomoci zoomovaciho
fluorescenéniho stereomikroskopu (ZEISS Axio Zoom V16). Bylo pouzito dvoji zvétSeni
(32x a 112x), aby byla vidét distribuce signalu podél vSech zon primarniho koifene a také
v kotenové Spicce. Signal pro CM-H2DCFDA byl detekovan s pouzitim filtru pro detekci
GFP, pfi¢emz byl zachycen také obraz z ptechazejiciho svétla (brightfield).

Detailni akumulace ROS byla pozorovana na konfokalnim laserovym mikroskopu
s rotujicim diskem (Cell Observer SD). Bylo pouzito zvétSeni (400x), intenzita laseru
50% a expozicni ¢as 70 ms. Fluorescence byla excitovana laserem 488 nm a emise byla
detekovana v 509 nm. Byly pozorovany epidermalni bunky kofene pomoci tzv. Z-stack
metody (pozorovani vice optickych rovin v osi Z) tak, aby byl zachycen signal napfic 1
buiiky. Nésledné byla pomoci softwaru ZEN vygenerovana ortogonalni projekce vSech
optickych rovin.

Poté byl roztok odsan pomoci filtracniho papirii a zaroven byl pipetovanim pod kryci
sklo doplnén barvici roztok s NaCl. Signal byl dokumentovan kazdych 5 minut po dobu
1 hodiny.

Kontrolni pozorovani probihalo obdobné, stim rozdilem, Ze namisto barviciho
roztoku s NaCl byl pouzit roztok bez NaCl.

Oba mikroskopy byly ovladany pomoci softwaru ZEN 3.5 Blue edition. Vysledné
obrazky byly pfi nastaveni identickych hodnot histogramu exportovany do formatu tiff.

Experiment byl provadén ve tfech biologickych opakovanich.

2.5.7 Kvantifikace fluorescenéniho signalu

Intenzita fluorescenéniho signalu byla kvantifikovana pomoci sofwaru ImageJ. Obrazky
ze zoomovaciho stereomikroskopu potizené pfi mensim zvétSeni byly transformovany na
8 bitovy format v stupnich Sedi. Nasledné byl fluorescencni signal na obrazku s nejveétsi
intenzitou fluorescence (senzitivni linie mpk3-1, ovlivnéni NaCl, 60 min) detekovan na
zaklad€ prahové hodnoty, kterd se nastavila pomoci funkce “threshold”. Nésledné byly
stejné prahové hodnoty nastaveny pro kazdy obrazek. Intenzita fluorescence byla
vyhodnocena jako integrovand hustota pomoci ImageJ. Tyto data byla exportovana do

programu Excel a z priméru 3 opakovani byly sestaveny grafy.
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3 VYSLEDKY

3.1 Pozorovani akumulace ROS v primarnim koienu Col-0 a mutanta fsd1-1 a
mpk3-1

V prvni ¢asti prace jsme se snazili zjistit vhodnou koncentraci NaCl, kterd vyvola

pozadovany efekt v podobé tvorby ROS. Koncentraci NaCl po prvnim pokusu s 250

mmol.I"t jsme upravili na 200 mmol-I%, protoze dochéazelo brzy k plazmolyze, coz nebyl

pozadovany efekt. Koncentrace jsme proto upravili na 200 mmol.1™L,

Pozorovanim na stereomikroskopu jsme zjistili, ze v kotfenech rostlin divého typu Col-
0 dochazelo k postupnému nartistu intenzity signalu po ovlivnéni 200 mmol.I* NaCl, po
celou dobu 60 minut. Nejvétsi narGst intenzity signalu byl zaznamenan mezi 0 az 5
minutou. Rozdil intenzit signali mezi 30 a 60 minutou byl mensi, jako mezi 0 a 30
minutou (Obrazky 3A-M, 5). Signal bylo mozné nejprve pozorovat v diferenciaéni zoné
kofene, zatimco v ostatnich ¢asti kofene se signal objevil pozdé&ji a byl méné vyrazny
(Obrazek 3N).

Po kontrolnim oSetfeni bylo mozné detekovat fluorescenci az po 35 minutach snimani
(Obrazky 4H a 5), pficemz signal dosahl po 60 minutach asi 25% intenzity signalu
ziskaném ve stresovém ovlivnéni (Obrazky 4A-M, 5). Podobné jako u stresového
ovlivnéni bylo signal mozZné také vidét v diferenciacni z6né€ kotene, avSak tento signal

mél minimalni intenzitu (Obrazek 4N).
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Obrazek 3 Mikroskopické pozorovani distribuce reaktivnich kyslikovych radikalii v primarnim korenu rostlin divého
typu Arabidopsis thaliana Col-0 pomoci barvicky CM-H2DCFDA béhem ovlivnéni tekutym % MS médiem s pridavikem
200 mmol "t NaCl. Obrazky byly porizeny zoomovacim stereomikroskopem ZEISS Axio Zoom V16 (Carl Zeiss).
Obrazky A-M fluorescencni signal. Obrazky A1-M1 obrazky porizené pomoci prochdzejiciho svétla. Obrazek N je detail
fluorescencniho signalu v korenové Spicce po 25min experimentu. Méritko: A-M 500 um; N 100 um.
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Obrazek 4 Mikroskopické pozorovani distribuce reaktivnich kyslikovych radikalii v primarnim korenu rostlin divého
typu Arabidopsis thaliana Col-0 pomoci barvicky CM-H2DCFDA béhem kontrolniho oviivnéni tekutym % MS médiem.
Obrazky byly porizeny zoomovacim stereomikroskopem ZEISS Axio Zoom V16 (Carl Zeiss). Obrazky A-M
fluorescencni signal. Obrazky AIl-MI1 obrazky porizené pomoci prochdzejiciho svétla. Obrazek N je detail
fluorescencniho signadlu v korenové Spicce po 25min experimentu. Méritko: A-M 500 um; N 100 um.
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Obrazek 5 Kvantifikace intenzity fluorescencniho signalu ziskaného barvenim barvickou CM-H2DCFDA v primarnim
korenu rostlin Arabidopsis thaliana Col-0 po vystaveni 200 mmolA™* NaCl (erné sloupce) a po kontrolnim ovlivnéni
tekutym MS médiem (modré sloupce).
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Obrazek 6 Mikroskopické pozorovani distribuce reaktivnich kyslikovych radikalii v primarnim korenu mutantnich
rostlin Arabidopsis thaliana fsd1-/ pomoci barvicky CM-H2DCFDA béhem ovlivnéni tekutym % MS médiem
s pridavkem 200 mmol "t NaCl. Obrazky byly pofizeny zoomovacim stereomikroskopem ZEISS Axio Zoom V16 (Carl
Zeiss). Obrazky A-M fluorescencni signal. Obrazky A1-M1 obrazky porizené pomoci prochazejiciho svétla. Obrazek N
je detail fluorescencniho signalu v korenové Spicce po 25min experimentu. Méritko: A-M 500 um; N 100 um.
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Obrazek T Mikroskopické pozorovani distribuce reaktivnich kyslikovych radikali v primarnim korenu mutantnich
rostlin Arabidopsis thaliana fsd1-7 pomoci barvicky CM-H2DCFDA béhem kontrolniho ovlivnéni tekutym 7> MS
médiem. Obrazky byly porizeny zoomovacim stereomikroskopem ZEISS Axio Zoom V16 (Carl Zeiss). Obrazky A-M
fluorescencni signdl. Obrazky AIl-MI1 obrdzky porizené pomoci prochdzejiciho svétla. Obrdzek N je detail
fluorescencniho signadlu v korenové Spicce po 25min experimentu. Méritko: A-M 500 um; N 100 um.
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Obrazek 8 Kvantifikace intenzity fluorescencniho signalu ziskaného barvenim barvickou CM-H2DCFDA v primarnim
korenu mutantnich rostlin Arabidopsis thaliana fsd1-1 po vystaveni 200 mmol1* NaCl (Gerné sloupce) a po kontrolnim
ovlivnéni tekutym MS médiem (modré sloupce).

Pribéh nartstu fluorescence se u mutantd liSila v porovnani s Col-0. V ptipadé
mutantu fsd1-1 byla intenzita signalu hned po aplikaci CM-H2DCFDA s ptidavkem NaCl
znaéné vyssi v porovnani s Col-0 (Obrazky 3A, 5, 6A a 8). Intenzita signalu stoupala do
35 minut pozorovani, kdy dosahla maxima (Obrazek 6H a 8). Signal byl nasledné
konstantni nebo se mirné snizoval (Obrazek 8). Porovnani hodnot intenzity signalu
ukazuje, Ze maximum intenzity signalu je u fsd1-1 ptiblizné 8,5, zatimco u Col-0 stoupa
intenzita po hodnotu 7 a zda se, ze do 60 min experimentu nedoslo k jeho saturaci
(Obrazek 5 a 8). Intenzita fluorescence CM-H2DCFDA v kotenech fsd1-1 v kontrolnich
podminkach vykazovala hodnoty porovnatelné s Col-0 do 30 minuty experimentu
(Obrazek 7G a 8). Nasledné doslo k markantnimu zvySeni intenzity, pfi¢emz dosahla 50-
75% intenzity signalu pozorovaném v podminkach NaCl (Obrazek 8).

Nejvyssi intenzitu signalu CM-H2DCFDA v podminkach solného stresu bylo opé&t
mozné pozorovat v diferenciani zoné kofene, jako tomu bylo u Col-0, s minimem
Vv tranzientni zén¢ (Obrazek 6N). U kontrolniho oSetfeni se signal zacal akumulovat
rovnomérné v celém kofeni s vyjimkou kotfenoveé Spic¢ky a prodluzovaci zony (Obrazek

7N). Tento signal byl v8ak vyrazné slabsi, nez pti ptisobeni 200 mmol.I* NaCl.
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Obrazek 9 Mikroskopické pozorovani distribuce reaktivnich kyslikovych radikalit v primarnim korenu mutantnich
rostlin Arabidopsis thaliana mpk3-7/ pomoci barvicky CM-H2DCFDA béhem ovlivnéni tekutym %> MS médiem
s pridavkem 200 mmol ™t NaCl. Obrazky byly pofizeny zoomovacim stereomikroskopem ZEISS Axio Zoom V16 (Carl
Zeiss). Obrazky A-M fluorescencni signal. Obrazky AI1-M1 obrazky porizené pomoci prochdazejiciho svétla. Obrazek N
je detail fluorescencniho signdlu v korenové spicce po 25min experimentu. Méritko: A-M 500 um; N 100 um.
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Obrazek 10 Mikroskopické pozorovant distribuce reaktivnich kyslikovych radikalii v primarnim korenu mutantnich
rostlin Arabidopsis thaliana mpk3-1 pomoci barvicky CM-H2DCFDA béhem kontrolniho ovlivnéni tekutym %> MS
médiem. Obrazky byly porizeny zoomovacim stereomikroskopem ZEISS Axio Zoom V16 (Carl Zeiss). Obrazky A-M
Sfluorescencni signal. Obrazky Al-M1 obrazky porizené pomoci prochazejiciho svétla. Obrazek N je detail
fluorescencniho signalu v korenové Spicce po 25min experimentu. Méritko: A-M 500 um; N 100 um.
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Obrdzek 11 Kvantifikace intenzity fluorescencniho signdlu ziskaného barvenim barvickou CM-H2DCFDAV primdrnim
kofenu mutantnich rostlin Arabidopsis thaliana mpk3-1 po vystaveni 200 mmol.I'* NaCl (cerné sloupce) a po
kontrolnim ovlivnéni tekutym MS médiem (modré sloupce).

U mutanta mpk3-1 mtzeme pozorovat podobny vyvoj signalu jako u mutanta fsd1-1
(Obrazek 9, Obrazek 1). Po aplikaci NaCl byl maximalni signal CM-H2DCFDA vyssi
nez u obou dosud zminénych linii. Intenzita se vyrazné¢ zvySovala do 35 minuty, a poté
uz dochazelo k pouze k minimalnimu nartstu, avSak nedoslo k saturaci stejn¢ jako u Col-
0 a maxima dosahla v 60 minuté (Obrazek 1). Signal CM-H2DCFDA dosahl v kofenech
mutanta mpk3-1 nejvyssich hodnot ze vsech tii studovanych linii (Obrazky 5, 8 a 11).
Intenzita fluorescence CM-H2DCFDA v kofenech mpk3-1 v kontrolnich podminkach
vykazovala zvySen¢ hodnoty intenzity signalu po 35 minutach, coz bylo pozorovano také
u fsd1-1 mutanta. Tato intenzita dosahla zhruba 50% intenzity signalu pozorovaném v
stresovych podminkach NaCl.

I u mpk3-1 stejn¢ jako u Col-0 a fsd1-1 dochazi k akumulaci signalu predevsim
v diferenciacni zon€ a mén¢ intenzivni signal 1ze pozorovat v kofenové Cepicce (Obrazek
9N). U kontrolniho opakovani je mozné pozorovat nejsilnéjsi signal, oproti kontrolam z
dvou piedeslych linii. Tento signél je mozné pozorovat v celém kofeni, ale zaddny nelze
vidét v kotenové Cepicce a prodluzovaci zoné (Obrazek 10N). Tato vlastnost plati pro

vSechny 3 linie.
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3.2 Akumulace ROS v epidermalnich buiikach kofene Col-0 a mutantia fsd1-1 a
mpk3-1

Pomoci konfokalni laserového mikroskopu s rotujicim diskem (Cell Observer SD, Carl
Zeiss) byla detailné zkoumana akumulace ROS v epidermélnich buiikach kofene po
ovlivnéni solnym stresem. Na zaklad¢ pozorovéani ze zoomovaciho stereomikroskopu,
kde doslo po 30 minutach k intenzivnimu nartstu signalu v kontrolnich podminkach, jsou
v ptipad¢ konfokalni mikroskopie prezentovany jenom obrazky do 30 minuty (Obrazky
12-17).

Po aplikaci 200 mmol.I"t NaCl dochazi k postupné intenzivni tvorbé signalu u rostlin
divého typu Col-0. Signal byl detekovatelny jiz po 5 minutach ovlivnéni, pficemz byl
nejprve pozorovatelny v blizkosti plazmatické membrany (Obrazek 12B). Pozdéji, 15
minut po aplikaci soli je signal také viditelny v podobé malych teckovitych struktur
podobnych vezikulam a v cytoplasmé (Obrazek 12D). V nékterych ptipadech dochazi
k jejich shlukovani (Obrazek 12H, fialova Sipka). Také dochazi k vétsim difuznim
shlukim signald, které jsou pozorovatelné v cytoplazmé (Obrazek 12H, Cervena Sipka).
Dochéazi k postupnému zintensivnéni signdlu na vSech zminénych mistech. Pfi

kontrolnim oSetieni u Col-0 je intenzita signalu témét nepozorovatelna (Obrazek 13).
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Obrazek 12 Mikroskopické pozorovani reaktivnich kyslikovych radikalii v epidermalnich burnikach primarniho korenu
rostlin divého typu Arabidopsis thaliana Col-0 pomoci barvicky CM-H2DCFDA béhem ovlivneni tekutym > MS
médiem s piidavkem 200 mmol 1" NaCl. Obrdzky byly porfizeny konfokdlnim laserovym mikroskopem s rotujicim
diskem. Obrazky A-G fluorescencni signal. Obrazky A1-G1 obrazky porizené pomoci prochdzejiciho svétla. Obrazek
H je zvétsena kopie obrazku G. Na obrazku H modra Sipka znaci fluorescencni signal v blizkosti plazmatické membrany,
Cervena shluky fluorescencniho signdlu a Zluta Sipka znaci fluorescencni signal v malych teckovitych strukturdch.
Meritko: 50 um.
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Obrazek 13 Mikroskopické pozorovani reaktivnich kyslikovych radikalii v epidermalnich bunikach primarniho korenu
rostlin divého typu Arabidopsis thaliana Col-0 pomoct barvicky CM-H2DCFDA béhem ovlivnéni kontrolnim tekutym
% MS médiem. Obrazky byly porizeny konfokalnim laserovym mikroskopem s rotujicim diskem. Obrazky A-G
Sfluorescencni signal. Obrazky A1-GI1 obrazky porizené pomoci prochazejiciho svetla. Obrazek H je zvétsena kopie
obrazku G. MeFitko: 50 um.

Podobn¢ jako tomu bylo pifi pozorovani na zoomovacim fluorescen¢nim
stereomikroskopu, intenzita signalu u mutantd fsd1-1 a mpk3-1 byla markantni jiz
na zacatku ovlivnéni soli. U mutantu fsd1-1 nedochazelo k dal$imu intenzivnimu nardstu
signdlu, pficemz byl podobné jako u Col-0 signal pozorovan v blizkosti plasmatické
membrany, v Cytoplasmé a na teCkovitych strukturach, pfi¢emz dochazi k jejich
castéjs$imu shlukovani (Obrazky 14A-H). Oproti Col-0, jsou mnohem Ccast&ji také
pozorovany cytoplasmatické difuzni shluky signalu (Obrazek 14H, Cervena Sipka). U
rostlin mutanta fsd1-1, ktery byl ovlivnén kontrolnim roztokem, je opét mozné pozorovat

pouze mirny signal (Obrazek 15).

V epidermalnich buikdch mutanta mpk3-1 byla pozorovana plazmolyza.
V plazmolyzovanych bunkach mpk3-1 je pozorovatelny brzky narast fluorescence,
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pricemz je signal od pocatku pozorovatelny v blizkosti PM, cytoplasmé a teckovitych
strukturach. Dochazi také k tvorbé difuznich shlukd. V porovnani s Col-0 a mutantem
fsd1-1 je vyskyt teCkovitych struktur mensi, jejich shlukovani mén¢ Casté. Intenzita téchto
struktur se jevi jako slabsi jako tomu bylo u Col-0 a fsd1-1 mutanta (Obrazek 16). U

mpk3-1 pti kontrolnim oSetfeni je mozné pozorovat slaby difuzni signal (Obrazek 17).

Omin Smin 10min 15min 20min

25min 30min 30min

Obrazek 14 Mikroskopické pozorovani reaktivnich kyslikovych radikdlii v epidermalnich bunikdch primarniho korenu
mutantnich rostlin Arabidopsis thaliana fsd1-1 pomoci barvicky CM-H2DCFDA béhem ovlivneéni tekutym %> MS
médiem s piidavkem 200 mmol 1" NaCl. Obrdzky byly poiizeny konfokdlnim laserovym mikroskopem s rotujicim
diskem. Obrazky A-G fluorescencni signal. Obrazky A1-G1 obrazky porizené pomoci prochdazejiciho svétla. Obrazek
H je zvétsend kopie obrazku G. Na obrazku H modrda Sipka znaci fluorescencni signal v blizkosti plazmatické membrany,
Cervena shluky fluorescencniho signdlu a zluta Sipka znaci fluorescencni signal v malych teckovitych strukturdch.
Meritko:50 um.
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Obrazek 15 Mikroskopické pozorovani reaktivnich kyslikovych radikalii v epidermalnich bunkach primarniho korenu
mutantnich rostlin Arabidopsis thaliana fsd1-1 pomoci barvicky CM-H2DCFDA béhem ovlivnéni kontrolnim tekutym
% MS médiem. Obrazky byly porizeny konfokdlnim laserovym mikroskopem s rotujicim diskem. Obrazky A-G
fluorescencni signal. Obrazky A1-G1 obrazky porizené pomoci prochazejiciho svétla. Obrazek H je zvétSend kopie
obrazku G. Méritko: 50 um.
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Obrazek 16 Mikroskopické pozorovani reaktivnich kyslikovych radikalii v epidermalnich burnikach primarniho korenu
mutantnich rostlin Arabidopsis thaliana mpk3-1 pomoci barvicky CM-H2DCFDA béhem ovlivnéni tekutym > MS
médiem s piidavkem 200 mmol1* NaCl. Obrazky byly poiizeny konfokdlnim laserovym mikroskopem s rotujicim
diskem. Obrazky A-G fluorescencni signal. Obrazky A1-G1 obrazky porizené pomoci prochazejiciho svétla. Obrazek
H je zvétsena kopie obrazku G. Na obrazku H modra Sipka znaci fluorescencni signal v blizkosti plazmatické membrany,
Cervena shluky fluorescencniho signdlu a Zluta Sipka znaci fluorescencni signal v malych teckovitych strukturdch.
Meritko: 50 um.
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Obrazek 17 Mikroskopické pozorovani reaktivnich kyslikovych radikalii v epidermdalnich buiikach primarniho korenu
mutantnich rostlin Arabidopsis thaliana mpk3-1 pomoci barvicky CM-H2DCFDA béhem ovlivnéni kontrolnim tekutym
Y2 MS médiem. Obrdazky byly porizeny konfokdlnim laserovym mikroskopem s rotujicim diskem. Obrazky A-G
Sfluorescencni signal. Obrazky A1-GI1 obrazky porizené pomoci prochazejiciho svetla. Obrazek H je zvétsena kopie
obrazku G. MeFitko: 50 um.
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4 DISKUZE

Kofeny jsou prvnim mistem kontaktu rostliny s nepfiznivymi ptidnimi podminkami, mezi
které patii také zasoleni. Jednim z prvnich projevii solného stresu u rostlin je masivni
tvorba ROS. Rostliny si vyvinuli mnoho mechanismu regulace ROS, mezi které patii také
antioxida¢ni enzym FeSODI1 (Dvotak et al., 2021). Kontrola exprese isoforem FSD neni
dostatecn¢ znama. FSD2 a FSD3 jsou exprimovany v zavislosti na MAPK kaskadée
slozené¢ z MEKK 1, MKKS5 a MPK6. FSD1 neni touto kaskddou ovliviiovana (Xing et al.,
2015). Exprese FSD1 silné zavisi na koncentraci Cu?* v médiu. Neni ale vylouceno, ze
také FSD1 podléha kontrole MAPK, konkrétné MPK3 (Takac et al., 2014, Dvortak et al.,
2021b). Na podporu této hypotézy bylo cilem této bakalaiské prace porovnat akumulaci
ROS v kotenech mutantd fsd1-1 a mpk3-1 v podminkach solného stresu. Oba tyto
mutanty vykazuji citlivost na solny stres (Dvotak et al., 2021a; Persak & Pitzschke, 2013;
Pitzschke et al., 2014). Navic oba mutanty jsou citlivé na stres ze zasoleni také béhem
kliceni (Vadovi€ et al., 2019, Dvordak et al., 2021a).

Je tieba zminit, Ze obsah Cu®* v % MS médiu je relativné nizké a umoziiuje vysokou
miru abundance a aktivity FeSOD1 (Melicher et al., 2022).

Nase pozorovani ukazuji na podobnost intenzity tvorby ROS mezi mutantem fsd1-1
ampk3-1. Oba mutanty vykazovali vyraznou tvorbu ROS jiz v prvnich minutach
experimentu. To naznacuje jejich dilleZitou tlohu pro regulaci tvorby ROS jiZ v rannich
fazich stresu ze zasoleni.

Nadmérna akumulace ROS u mutantu fsd1-1 béhem solného stresu byla nedavno
ukazana v praci Dvorak et al., (2021a). Na detekci ROS byla vyuzita barvicka CellROX
Deep Red Reagent, ktera je specifickd pro Oz2"a HO- (Alves et. al, 2015). Pro CM-
H2DCFDA, ktera byla pouzita v nasi praci je znamo, ze ma Sir$i specificitu s preferenci
pro H2O2. Vyssi intenzita signalu CM-H2DCFDA u fsdl-1 mutanta naznacuje,
Ze U tohoto mutanta dochazi k vyrazné tvorbé ROS. Logicky, jestli je FSD1 nevyhnutna
pro toleranci vici solnému stresu (Dvordk et al., 2021a), za fluorescenci pochazejici
z CM-H2DCFDA zodpovida pravdépodobné hromadici se Oz~ anebo HO., ktery se mize
tvotit Mehlerovou reakci. Neda se ale vyloucit také ptitomnost H,O>, ktery se miize také
tvofit jinymi cestami, jako napft. pres SOD, cytoplasmatickymi oxiddzami, anebo pomoci
neenzymatickych antioxidantu jako je Asc (Foyer a Noctor, 2020).

Jednou z nejdilezitéjSich signalnich kaskad fungujicich pfi pienosu stresovych
podnétil je kaskada MAPK. Kaskdda MAPK se sklada ze tii slozek MAPKKK, MAPKK
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a MAPK pronasejicich fosforylacni reakce z receptoru na cilové proteiny (Hamel et al.,
2006). Je znamo, ze MAPK jsou nejen aktivovany vazbou ligandu, ale jsou také
aktivovany molekulami ROS (Son et al., 2011). Na druhé strané maji tyto fosforyla¢ni
kaskady také schopnost tvorbu ROS ovliviiovat (Asai et al., 2002). U MKK4-MPK3/6 je
znamo, ze hraje roli pti produkci ROS tim, ze reguluje expresi NADPH oxidasy a je
znamo, ze produkovany H20> aktivuje MPK3 a MPKG6 (Kovtun et al., 2000). Proto je
mozné ze intenzita fluorescen¢niho signalu u mpk3-1 mutanta je vysledkem také zménéné
exprese NADPH oxidésy. Z tohoto diivodu je na potvrzeni vySe uvedené hypotézy nutno
provést dalsi experimenty, jako je naptiklad kvantitativni PCR pro analyzu transkripce
RBOHD a FSD1 nebo vyuziti inhibitoru NADPH oxidas difenyléniodonium.
Silna zavislost exprese FSD1 na Cu2* naznaluje, Ze piipadna regulace jeji exprese
prostfednictvim MPK3 bude funkéni jenom v podminkdch nedostatku médi.
V podminkach saturace koncentrace Cu2*v médiu bude funkce FSD1 alternovana CSD1
(Melicher et al., 2022). Pfi vysoké intenzité svétla a hypersalinité (Xing et al., 2015) je
exprese SOD regulovana pomoci MKKS (MAP2K). Exprese CSD1 a CSD2 se zvySuje
pfi zvySené expozici svétlu. Je zajimavé, Ze hladiny transkripti obou CSD genti zlstavaji
za téchto podminek nezménény v transgenni linii Arabidopsis s potlacenou expresi
MKKS5, ktera je precitlivéla na vysoké svétlo. Naproti tomu transgenni linie Arabidopsis
nadmérné exprimujici MKKS je odolna vic¢i vysokému svételnému stresu a vykazuje
zvySenou aktivitu obou CSD. Kromé toho snizena exprese MKK5 negativné ovliviiuje
aktivaci MPK3 a MPK6 za téchto podminek, coZ znamena, Ze tyto dvé MAPK pisobi
Vv kaskadd¢ za MKKS (Xing et al., 2013). Proto se pfi snizené expresi MPK3 ocekava
zvySena tvorba ROS. Zarovenn ma MPK3 ziejmé schopnost regulovat expresi a abundanci
obou SOD, FSD1 a CSD1.

Oba mutanti vykazovali zna¢nych hodnot fluorescence CM-H2DCFDA také
Vv kontrolnich podminkéch. Toto mohlo byt pravdépodobné zplisobeno nizkym obsahem
O2 v roztoku, ve kterém byly rostliny na podloznim skli¢ku a pod krycim sklem. Hypoxie
vede k energetické krizi vyplyvajici z nedostatku O; a hromadéni toxickych metaboliti,
které naruSuji riist a vyvoj rostlin. Dilkazy ukazuji, Ze na reakcich rostlin na hypoxicky
stres se podili vice regulacnich slozek, vcetné rostlinnych hormont, transkrip¢nich
faktorii a proteinkindz (Sasidharan et al., 2018; Schmidt et al., 2018). Kyselina
fostatidova je dalezitym lipidem nezbytnym pro nékolik aspektii vyvoje rostlin a reakce

na bioticky a abioticky stres (Zhou et al., 2022). Kyselina fosfatidova se in vitro vaze
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na MPK3 a MPK6 a pfispiva k jejich fosforylaci indukované hypoxii. Navic mutanty
mpk3 a mpk6 byly citlivéjsi k hypoxii ve srovnani s divokym typem. Z toho vyplyva,
ze nami pozorované hromadéni ROS v kontrolnich podminkach u mutantu mpk3-1 mohlo
byt zpisobeno jeho citlivosti na hypoxii. Nase vysledky naznacuji ze FSD1 by mohla byt
také dulezita pro toleranci rostlin na hypoxii.

Leshem et al. (2007) pozoroval produkci ROS a reakci na solny stres v kofenech
Arabidopsis thaliana. Semenacky Arabidopsis byly péstovany na 1/2 MS médiu po 7 dnd.
Pii aplikaci 150 mmol.I"* NaCl s barvickou H2DCFDA doslo k tvorbé signélu jiz po 5
minutach, tak jako se stalo i pfi nami provadéném experimentu s mutantnimi liniemi fsd1-
1 a mpk3-1, kter¢ také tvotili pozorovatelnou tvorbu ROS jiz po 5 minutach. I pfesto, ze
nami pozorovatelné rostliny byly pouze 4 dny péstovany na 1/2MS a byly vystaveny 200
mmol.I-1 dochazelo k podobnému efektu, kdy signal byl pozorovatelny jiz po 5 minutach
a signal poté rostl.

Naslednda shoda v naSem experimentu probéhla i v lokalizaci tvorby ROS.
Kdy u Leshem et al. (2007) bylo mozné signal pozorovat piedevS§im u plazmatické
membrany a k tvorbé shlukil signélu, jak tomu bylo i u naSich vybranych mutantnich linii
fsd1-1 ampk3-1. Podobné jako v nasich experimentech se tvofili malé teckovité
struktury, které kolokalizovali s fluorescen¢ni barvou FM4-64. Tato barvicka specificky
barvi plasmatickou membranu a endosomy (Jurgens, 2004). Je tedy pravdépodobné, ze
jsme také pozorovaly hromadéni ROS v endosomech ve vSech liniich. Zjistili jsme
rozdily v hromadéni ROS v téchto strukturach mezi mutanty, pfi¢emz jejich vyskyt byl
niz8i u mutantu mpk3-1. To by naznacovalo mozné zapojeni MPK3 v regulaci ROS pravé
Vv téchto strukturach. Je tfeba ale brat v potaz, Ze toto mén¢ intenzivni hromadéni ROS
mize byt také disledkem plazmolyzy, ke které v mutantu mpk3-1 doslo. Proto je nutné

nasi hypotézu potvrdit pozorovanim ROS pii niz8ich koncentracich NaCl.
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5 ZAVER
Hlavnim tkolem bylo ovéfit u modelové rostliny Arabidopsis thaliana, zda je zvySena
citlivost mutantt fsd1-1 a mpk3-1 na stres vyvolany NaCl doprovazena zvySenou tvorbou
tvorbu ROS u obou sledovanych mutanti, coz koresponduje s jejich citlivosti na solny
stres. Jejich pritomnost je patrné dilezita pro rani faze odpovédi rostlin na tvorbu ROS
indukovanou NaCl. Prab¢h akumulace ROS a jejich subcelularni distribuce ale v
mutantech vykazoval ur€ité rozdily, akumulace ROS v blizkosti PM byla ale podobna.
Nase pozorovani také indikovali moznou roli FSD1 v toleranci rostlin vici hypoxii,
a to na zékladé tvorby ROS u kontrolnich opakovani po 30 minutéch.

Nase vysledky také pfinaseji dalsi dikazy k moznému propojeni MPK3 a FSD1.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ATP

ABA

Asc
Asc-GSH
APX

Ca2+

CAT

CI
CM-H2DCFD

CNP20
CO,
Col-0
Cu 2+
DCF
DCFH-DA
DHA
DHAR
DNA
ETR
FAD
FeZ+
GFP
GOX
GPX
GR
GSH
GST
H20:
H.O
HO-
JA

Adenosintrifosfat

Kyselina abscisova

Askorbat
Askorbat-glutathionovy cyklus
Askorbatperoxidasa

Vépenaty ion

Katalasa

Chlority anion
(5-(a-6)-chlormethyl-2',7'-dichlordihydrofluorescein
acetylester)

Chaperoninem 20

Oxid uhli¢ity

Arabidopsis thaliana ekotyp Columbia
M¢édnaty ion

2,7- Dichlorfluorescein

2'= 7" -Dichlorodihydrofluorescein diacetat
Dehydroaskorbat
Dehydroaskorbatreduktasa
Deoxyribonukleova kyselina
Elektronovy transportni fetézec
Flavinadenindinukleotid
Zelezity ion

Zeleny fluorescencni protein
Glykolat oxidéasa
Glutathionperoxidasa
Glutathionreduktasa

Glutathion

Glutathion transferasa

Peroxid vodiku

Voda

Hydroxylovy radikal

Kyselina jasmonova
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K*
LEA
MAPK
MDA
MDAR
Mn
MPK3
MS

MV

Na*

NO
NADPH
O2

10,

Oz~
Prxs

PSI

PSII
RBOH
ROS
RuBisCO
SA
SOD
SOSs1
SPL7
X0

Zn

Draselny ion

Late embryogenesis abundant
Mitogenem aktivovand proteinkinasa
Monodehydroaskorbatu
Monodehydroaskorbatreduktasa
Mangan

Mitogenem aktivovana proteinkinasa3
Murashige a Skoog

Methylviologen

Sodny ion

Oxid dusnaty
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat
Kyslik

Singletovy kyslik

Superoxidovy anion

Peroxiredoxiny

Fotosystém I

Fotosystém II

Respiratory burst oxidase homologues
Reaktivni kyslikové radikaly
Ribulosy-1,5-bisfosfat-oxygenasy
Kyselina salicylova
Superoxiddismutasa

Salt overly sensitive 1
Promoter-binding-like protein 7
Xanthinoxidasa

Zinek
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