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Anotace

Salicylic acid (SA) is a plant phytohormone with the main role in the plant immunity
response against pathogens. A higher concentration of SA induces stomata closure in plants
and negatively impacts plant growth (plants with higher SA are smaller than the wild type).
Under biotic stress, stomata are closed, which affect the diurnal carbon balance in plants.
We are investigating the connection between the role of higher SA and small growth with
the role of SA on the stomata closure and development, analysing their closure and density
in Arabidopsis thaliana mutants with altered SA concentration. Additionally, the CO:
assimilation and photosynthesis rate are studied. Furthermore, SA also helps plants to deal
with abiotic stress. It is known that more anthocyanins are produced under drought or light
stress. In this study, we uncover on the possible inhibitory effect of SA on the production
of anthocyanins under stress conditions. Our results indicate that SA is much more than

a simply biotic stress-related phytohormone.
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Seznam pouzitych zkratek

ZKkratka Vyznam
A rychlost fotosyntézy [umol m2 s!]
ABA kyselina abscisova
G obsah CO2 uvnitf listu rostliny [pmol mol ]
ETI imunita vyvolana efektorem
GMC matefska burnika praduchu
sw vodivost pruduchti [mol m2s™]
ICS isochorismat syntaza
IRMS izotopova hmotnostni spektrometrie
izotop 1°C stabilni izotop uhliku
KEBR Katedra experimentalni biologie rostlin
MeSA methylester kyseliny salicylové
MS médium Murashige Skoog médiumobsahujici ziviny pro
kultivaci rostlin
NPQ nefotochemické zhaseni
PAL fenylalanin amoniak lyaza
PR gen geny spojené s patogenezi
PAMP molekularni vzory spojené s patogeny
PTI imunita vyvolana PAMP
ROS reaktivni formy kysliku
SA kyselina salicylova
SA —kolekce kolekce mutantd se zméneénou akumulaci SA
SA[!] mutanti s nizkou akumulaci SA
SA[1] mutanti s vy$§i akumulaci SA
SAR systémoveé ziskana rezistence
SAVO roztok chlornanu sodného (chlorové bélidlo)
SA[WT] mutanti s akumulaci SA podobnou divokému typu
UMBR Ustav molekularni biologie rostlin
WT divoky typ




1 Uvod

Rostliny jsou na nasi planet€ jiz pfiblizn€ 3,5 miliardy let. Za tu dobu si dokazaly
vynalézt spoustu mechanismil a latek urCenych pro boj proti nepfiznivym podminkam.
Jednim takovym mechanismem je zvySena tvorba fytohormonu kyseliny salicylové (SA)
v boji proti patogenum. Napadeni patogeny zpusobuje ro¢né velké ztraty v zemedélstvi.
Vzhledem k neustale rostouci populaci je dosazeni zvySené odolnosti plodin jednou z hlavnich
vyzev pro zvySeni vynosu. Pokud je rostlina schopna indukovat syntézu SA, je Casto vice
odolna proti napadeni Sirokym spektrem patogent. Vysoké koncentrace SA ov§em zapficifiuji
mensi vzrast rostlin. Tato skute¢nost je hlavnim divodem, pro€ se zatim v zemeéd¢lstvi nedafi
uplatnit modifikace s cilem zvySeni koncentrace SA za ucelem lep§i odolnosti plodin.
Jednou z klasickych hypotéz, pro¢ jsou rostliny s vy$sim obsahem SA malé je, ze t€émto
rostlinam chybi energie a material pro rast, z davodu jejich spotfebovani k aktivaci a udrzeni

zvySené imunity. Ov§em mechanismus, jimz by k tomu dochazelo, neni znam.

My v této praci vychazime z faktu, Ze osSetfeni rostlin SA vede k uzavieni praduchi.
Tim je mozné, Ze vyssi hladina SA nejen Ze zpusobuje vySsi spotebu energie na aktivovanou
imunitu, ale soucasné i snizuje dostupnost CO a rychlost fotosyntézy. Niz§i syntéza
sacharidi, imémma nizké fotosyntetické produkci, by tak byla pfi¢inou mensiho vyuziti

energie, a tedy i mensiho vzrustu u rostlin se zvySenou koncentraci SA.

V nasi studii pouzivame takzvanou , SA-kolekci“ mutanti Arabidopsis thaliana
(husenicku rolniho). Jsou to jedinci se zmeénénou regulaci biosyntézy ¢i metabolismu kyseliny
salicylové. S vyuzitim této kolekce se snazime prokazat dopady odliSnych koncentraci SA
uvniti A. thaliana na rust rostliny a vyvoj praduchd, spolecné svlivem na mnozstvi

asimilovaného CO:z a rychlost fotosyntézy.

Béhem zavedeni pestovani ,,SA-kolekce* na Katedie Experimentalni biologie rostlin
JU jsme si v§imli nezvyklého fenotypu u rostlin vystavenych stresu suchem a nadmérnou

ozarenosti. VSechny rostliny, kromé té€ch s vys§si koncentraci SA, | zfialovély“. Rozhodli jsme
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se tedy zacit studovat také vliv SA na biosyntézu anthokyanda.

Rizné vlivy SA na fyziologii rostlin jsou znamy jiz z mnoha studii. OvSem casto se
vyuziva takzvany exogenni zpusob oSetfeni, ktery je rychly a jednoduchy, ale souCasné
nepfirozeny. V nasi studii, diky kolekci mutanti, jsme schopni zkoumat UCinky SA
produkované v rizné mife pfimo rostlinami. Jednotlivé mutanty porovnavame s divokym

typem, a navic také s mutanty majici mutaci navracejici fenotyp mutanta zpét k fenotypu



divokého typu. Tim padem mame v rukou dobry nastroj s divéryhodnymi kontrolami, diky
kterému jsme schopni pozorovat vliv riznych koncentraci SA na fyziologii, ale také

morfologii rostlin.
2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Fotosyntéza

Pro vyssi rostliny je fotosyntéza zdrojem obzivy, diky které dokéazi preménit
anorganické latky na latky organické pomoci svételné energie sluneCniho zafeni
(Evans, 2013). Organismy vyuzivajici svételny zdroj energie pro ziskavani uhliku

z anorganickych latek, mezi které rostliny patii, se nazyvaji fotoautotrofové (Kincl, 2006).

Fotosyntéza se odehrava v organelach zvanych chloroplasty, které obsahuji
fotosyntetizujici barvivo chlorofyl. Nejvice se jich nachazi v mezofylu listu, zde byva

fotosyntéza nejvice aktivni (Rasmussen, 2014; Taiz, 2018).

Svételna energie, ve formeé fotonu, prevede chlorofyl do excitovaného stavu, ¢imz mu
preda energii (Obr. 1). Tato energie je nasledné transportovana elektrony, které jsou kaskadou
reakci pfepraveny k molekule vody, aby se jeji oxidaci uvolnil kyslik, a tim se redukovala
jedna molekula NADPH* (Trebst, 1974). Cast energie ze svételného zafeni je také vyuZita
k syntéze ATP pomoci ATP syntdzy v procesu nazyvaném oxidacni fosforylace
(Senior, 1988). Ob& molekuly ATP i NADPH™ jsou prenaseCe energie potiebné k nasledujici
fazi fotosyntézy, Calvinovu cyklu. Pfeména svételné energie na energii chemickou probiha
v tylakoidnich membranach chloroplastu. Calviniv cyklus ovSem probiha ve stroma
chloroplastu (Raines, 2003). V tomto cyklu se syntetizuje molekula CO; a molekula vody
s molekulou  ribulosa-1,5-bisfostat za  pomoci enzymu  ribulosa-1,5-bisfosfat-
karboxylaza/oxygenaza (RuBisCO) (Johnson, 2016). Vysledny produkt se dale redukuje na
karbohydraty, jako naptiklad na sachar6zu nebo Skrob, coz je zakladem obzivy rostlin

(Taiz, 2018) .

Rovnice fotosyntézy:

6 CO2 + 6 H2O = CgH1206 + 6 O2



H,0 Chloroplast co,

sacharoéza

Pfreména svételné energie Calvinuav cyklus

Obrazek 1: Schéma premény svételné energie a produkce sacharézy a Skrobu
v chloroplastu v procesu fotosyntézy. Svételna energie pievede chlorofyl v tylakoidni
membrané chloroplastu do excitovaného stavu, ¢imz mu predd energii. Tato energie je
elektrony transportovana a pouzita k oxidaci vody. Redukuje se jedna molekula NADPH™"
a dojde k syntéze ATP. Tyto dvé molekuly putuji do Calvinova cyklu, kde se syntetizuje
molekula CO> s molekulou ribulosa-1,5-bisfosfat, a tim vznika Skrob nebo sachardza.
Upraveno podle Rasmussen (2014).

2.1.1 Faktory ovliviiujici fotosyntézu

Fotosyntézu ovliviiuje vnéjsi 1 vnitini stav rostliny, a tim se muze snizovat, nebo
zvySovat jeji rychlost ¢i u€innost (Seemann, 1987). Vné&jSimi faktory mohou byt naptiklad
svétlo, koncentrace CO2, mnozstvi vody, teplota nebo napadeni patogenem (Baker, 1996).
S tim souvisi odpovéd’ rostliny na dané faktory, naptiklad regulaci mnozstvi chlorofylu nebo
pohybem chloroplasti (Haupt, 1990). Pokud nepiiznivé podminky ovliviiuji rostlinu jiz
od samého pocatku vyvoje, muze ovlivnit také jeji anatomii a vyvoj bunécnych C¢i

membranovych organel (Taiz, 2018).

2.1.1.1 Abiotické stresy

Aby rostlina dokazala rist a vSechny jeji procesy spravné fungovaly, potiebuje
zejména svétlo, vodu, uhlik a mineralni ziviny. Abioticky stres je stav, kdy se rostlina nachazi
v prostiedi, které ji neni schopné poskytnout optimalni mnozstvi latek, nutnych pro jeji rast
avyvoj (Cramer, 2011). Reakce rostliny na takovy stres mohou byt rizné (Cramer, 2010)
a zavislé na typu zasazeného pletiva (Dinneny, 2008) nebo délce puisobeni daného stresoru
(Tattersall, 2007). Jednotlivé stresy se mohou také navzajem kombinovat a jejich ucinky se

kumulovat.

Pro fotosyntézu je dulezita koncentrace CO:> v prostiedi, ve kterém rostlina roste.

Koncentrace CO; ma takzvany saturacni bod. Jedna se o mnozstvi CO2, které je natolik
3



vysoké, ze jiz nedochazi ke zvySovani samotné fotosyntézy (Sage, 1989). Vliv koncentrace
CO2 je spojeno také s mnozstvim zivin v rostliné. Pokud je jich nedostatek, rostlina neni

schopna vézat a zpracovavat CO: (Taiz, 2018).

Mezi dalsi faktory ovliviujici fotosyntézu patii teplota, jejiz optimum se pohybuje
okolo 15-27 °C. Pokud se hodnoty okolni teploty pohybuji mimo zminéné optimum, ovliviiuji

spravné chody biochemickych reakci v rostlinném téle (Mathur, 2014).

Dulezitou roli hraje i mnozstvi vody (Baker, 1996). Voda je do rostliny dopravovana
kofenovym systémem a vydavana transpiraci pres praduchy (Slatyer, 1960; Taiz, 2018).
Aby se zabranilo nadmémému uniku vody z povrchu listd, priduchy se zaviraji, ale pro
ziskavani potiebného CO» zovzdusi se praduchy =zase oteviraji (Chaves, 2004;
Buckley, 2005). Proto je regulace transpirace pro rostlinu dulezitym mechanismem k dovazeni

dostate¢ného mnozstvi CO2 bez nadmérnych ztrat vody.

Intenzita osvétleni je zasadnim faktorem pro spravny prabéh fotosyntézy. Cim je
ozarenost rostliny vyssi, tim rychlost fotosyntézy roste (Peeters, 1978). V bodé€, zvaném
saturacni ozafenost, se rust fotosyntézy zastavi a rychlost/G¢innost fotosyntézy se ustaluje.
Pokud ovSem ozatfenost stale roste nebo trva dlouhou dobu, dostane se fotosyntéza do bodu
fotoinhibice (Adir, 2003). Zde fotosyntéza klesa, a dokonce muze dochazet k poSkozeni
fotosyntetického aparatu. Pfed fotoinhibici mohou chranit antioxida¢ni latky, mezi které patii
napiiklad karotenoidy nebo flavonoidy (Agati, 2013). Tyto latky dokazi chranit fotosynteticky

aparat pred jeho poskozenim.

Typickym predstavitelem flavonoidi jsou anthokyany. Tyto pigmenty, odpoveédné
za fialové az tmavé modré zbarveni rostlin, poskytuji rostlin€ ochranu proti poskozeni
zpusobené UV zarenim (Lee, 2002), takzvana fotoprotekce (Andersen, 2010). Mohou ovsem
chranit také pred nadmérnymi ¢i nizkymi teplotami (Qiu, 2016) nebo pfi stresu zpisobenym

suchem (Sperdouli, 2012).

2.1.1.2 Biotické stresy
Rostliny jsou ve svém prostiedi vystaveny velkému mnozstvi mikroorganismé. Rada
téchto mikroorganismi patii mezi rostlinné patogeny (Ghosh, 2019). Krom¢ abiotickych
strest Celi rostlina také stresim biotickym. Neboli zménam optimalnich podminek pro rast

a vyvoj, které jsou zptisobeny jinymi Zivymi organismy.

Bioticky stres zpusobuji patogeny (napf. bakterie, houby, viry) (Atkinson, 2012) anebo

bylozravci (Bale, 2002). Casto uzce souvisi se stresem abiotickym. Napiiklad vy$si teplota
4



podnebi podporuje rychlejsi Sifeni a mnozeni bakterialni infekce. Neziidka tedy abioticky stres
pfimo ptfedchazi stresu biotickému. Neoptimalni podminky oslabi rostlinu, a tim se stava

snadnéj$im terCem k napadeni patogenem (Amtmann, 2008; Goel, 2008; Atkinson, 2012).

Aby se rostliny branily proti napadeni patogeny vyvinuly si specializované senzorické
receptory, které rozpoznavaji patogeny. Tyto receptory mohou rozpoznavat tzv. molekularni
vzory spojené s patogenem (PAMP), ale také napt. molekularni vzory spojené s poskozenim
(DAMP). Diky jejich rozpoznani rostlina vi, Ze je napadena patogenem a spusti se signalni
kaskada, ktera vede k aktivaci obrannych reakci. Napftiklad k uzavieni priduchd, posileni

bunécné stény, ale i jinych slozitéj§ich (Ghosh, 2019).

2.2 Pruduchy

List rostliny je pokryt vrstvou kutikuly. Ta je ale téméf nepropustna pro pienos
pottebnych latek z okoli ¢i naopak, jako jsou naptiklad vodni para nebo CO2 (Taiz, 2018).
Proto se na epidermis nachazeji priduchy, mikropory zajist'ujici vymeénu plynt mezi rostlinou
a jejim prostifedim. Nejdualezit€jsimi plyny, které jsou vyménovany, jsou kyslik, oxid uhliity
a vodni para. Pres praduch se zpovrchu rostliny vypafuje vétSina mnozstvi vody.
Tim se praduchy stavaji hlavnim Cinitelem v rostlinné transpiraci probihajici na povrchu listu

(Berry, 2010).

Praduchy se ve vétsing pripada vyskytuji ve vys$§im poctu na spodni strané listu, takové
rostliny nazyvame hypostomatické. Pokud je tomu naopak, tedy Ze pocet pruduchd je vyssi na
horni strané listu nez na stran¢ dolni, nazyvame takové rostliny epistomatické. Rostliny bez
vétsiho rozdilu v poctu praducht mezi horni a dolni stranou listu nazyvame amfistomatickeé.

2

Pocet priducht na plose listu 1 mm* se pohybuje v rozmezi nékolika desitek az stovek.

Hodnoty se ovSem lisi mezi jednotlivymi druhy rostlin (Mott, 1982; Cotthem, 1970).

2.2.1 Mechanismus otevirani a zavirani pruduchu

Praduch je tvofen dvéma svéracimi bunkami (Obr. 2). Diky témto buikam je umoznén
pohyb zavirani a otevirani pruduchové §térbiny, ktera je jimi obklopena. Mechanismus
zavirani a otevirani praducht je zaloZen na zméne¢ turgoru (vnitiniho tlaku) svéracich bunék,
ktery se ustavuje na zakladé vymeény latek. Zejména toku draselnych iontd a vody, mezi
svéracimi burikami a burikami okolnimi. ZvySovanim ¢i snizovanim turgoru dochézi
k otevirani nebo zavirani pruducht. A to zejména diky odli$né anatomii svéracich bunek
od bunék ostatnich. Svéraci buniky maji odlisné bunécné st€ény na vné&jsi a vnitini strané.

Diky tenké a pruzné vné€jsi bunécné sténé€ burika pfi zvySeni turgoru zvétSuje svij objem na



jednu stranu, smérem ven od pruduchové §térbiny. Vnitini strana bunécné stény, zpevnéna
radialn€ ulozenymi mikrofibrilami, tvofi pevnou listu smérem k praduchové stérbiné.
Celéa burika se tak prohyba pouze na jednu stranu. Tim se uprostied dvou svéracich bunék
vytvori §térbina a praduch se otevie. Pokud se turgor snizi, sv€raci bunky praduchu se

zmensSuji a ochabuji, a Stérbina se uzavira (Aylor, 1973; Taiz, 2018; Pillitteri, 2013).

Vnéjsi pruzna

bunécna

sténa
K*
H,0
Svéraci
K+ H20
Vnitinipevna

bunééna "

sténa K
H20 .

Jadro H2 o

~’
a-— N\
Chloroplast

Otevieny pruduch Zavieny pruduch

Obrazek 2: Anatomie pruduchu a jejich mechanismus otevirani a zavirani. Pfi vstupu
vody a draselnych ionti do svéracich bunék praducha, se zvysuje turgor bunék a praduch
se otevira. Pokud ovSem dochazi k uniku téchto latek, praduch se zavie. Upraveno podle
Obpl (2018).

Pokud je v prostifedi (v ptidé) dostatek vody, nebo je dostate¢na relativni vzdusna
vlhkost, jsou praduchy oteviené. Nehrozi totiz riziko velkych ztrat vody. Pokud ma ov§em
rostlina malo vody, praduchy se zaviraji (Agurla, 2018; Scarth, 1932). Tim se zasadné
ovliviluje vyména plyni mezi prostiedim a rostlinou a pruduchy tak hraji hlavni roli

v transpiraci rostliny a ve fotosyntéze (Berry, 2010). Vice v kapitole o roli praduchi.

Otevirani a zavirani praducht je ovliviiovano nejen mnozstvim vody. Velkou roli hraje
také intenzita ozareni, teplota prostfedi a vnitrobunécna koncentrace CO> (Farquhar, 1982).
Tento mechanismus muze byt ovSem regulovan také hormonalné. Nejznaméjsim
fytohormonem ovliviiyjicim ¢innost priducha je kyselina abscisova (ABA). ZvySeni jeji
koncentrace vede k uzavieni praducht pii nedostatku vody, a tedy k redukci transpirace
a snizeni ztrat vodni pary (Bharath, 2021). Je také znamo, ze zavfeni praduchi muze byt
indukovano i napadenim patogenem (Bharath, 2021; Melotto, 2006) o tom vice v kapitole

o roli priducha.



2.2.2 Vyvoj pruduchu

Vyvoj zafina meristemoidni matefskou butikou (MMC) (Zhao, 1999), ktera je
protodermalniho ptavodu (Qi, 2018) a déli se asymetricky na mensi meristemoid a takzvanou
zakladni burniku, ktera se vétSinou proméni na dlazdicovou buiku (Obr. 3). Meristemoid ma
na prufezu trojuhelnikovy tvar a dale se opét asymetricky rozdé€li na mensi meristemoid
a matefskou buriku praduchu (GMC). Mensi meristemoid se muze jesté jednou asymetricky
Clenit na mensi meristemoid a mensi GMC. Matefska buinka praduchi se rozdéluje
symetrickym délenim na dvé stejné svéraci buiiky tvofici pruduch (Zhao, 1999; Qi, 2018;
Pillitteri, 2013). GMC lze identifikovat podle typicky ovalného tvaru, zvySené akumulaci
Skrobu a zesileni bunénych stén na opacnych stranach buiky, které obsahuji velké mnozstvi
plasmodesmat. Celkovy, jiz zraly pruduch, ma vzhled pfipominajici fazoli nebo ledvinu

(u dvoudéloznych rostlin) (Zhao, 1999).

I:l Meristemoidni matefska buitka(MMC)

[l meristemoid ()
% D Svéraci bunky priduchu (GC)
l [ Matetskabunka priduchu (GMC)

% [ ] zakiadnibunka (sLGC)
CS: %EQ
&F,_ . 1@:'

r

Obrazek 3: Schéma vyvoje pruduchu, ktery zacina meristemoidni matefskou buikou
(MMC), délici se na mensi meristemoid (M) a zakladni butiku (SLGC). Meristemoid se opét
rozdéli na mensi meristemoid a matefskou buiniku priduchu (GMC). Mensi meristemoid
se muze jesté jednou délit na mensi meristemoid a mensi GMC. Matefska burika praducht
se rozd€luje symetrickym délenim na dvé stejné svéraci bunky (GC), tvorici praduch.
Upraveno podle Pillitteri (2013).

Vsechny tyto bunécné prechody jsou regulovany transkripcnimi faktory helix-loop-
helix (BHLH), Speechless (SPCH), MUTE a FAMA. Muzou byt ovlivnény i chemickymi
hormony, jako jsou napiiklad brassinosteroidy, gibereliny, auxinem nebo kyselinou

abscisovou. Vznik praducht také koreluje s vyvojem mezofilnich buné€k, aby byl zajistén
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odpovidajici fotosynteticky potencial listu s dostacujici kapacitou pro vymeénu plynt
(Qi, 2018).
2.2.3 Role pruduchu

Jak jiz bylo zminéno v diivejsi kapitole, praduchy jsou pory zprostiedkovavajici
pruchod pres epidermis listu mezi okolim a vnitinim prostfedim rostliny. Touto cestou se do
rostliny dostava CO> (dulezity plyn pro fotosyntézu), ale také je odpafovana voda (transpirace)

(Hetherington, 2003) (Obr. 4).

Pres den, kdy je vysoka intenzita slunecniho zafeni se pruduchy oteviraji a rostlina tak
muze piijimat CO». OvSem v tu samou chvili se pfes priduch vypatuje velké mnozstvi vodni
pary. Vnoci jsou praduchy vétSinou zaviené (kromé CAM rostlin) (Taiz, 2018).
Regulace transpirace je proto dulezita pro spravné hospodafeni s vodou ale tak, aby bylo
docileno vykonné fotosyntézy (Farquhar, 1982). Diky regulaci transpirace v nepfiznivych

podminkach je nasledné ovlivnén samotny vyvoj a rust rostlinného téla (Qi, 2018).

Zavieny pruduch

Otevieny praduch

Obrazek 4: Role pruduchu v transpiraci a prijmu COz. Pokud je pruduch zavieny, je
velmi omezen unik vody a kysliku, ale i asimilace CO». Pfi otevieni pruduchu mize rostlina
cerpat CO2 ze svého okoli, ale také dochézi k vyparu vodni pary a uvolilovani kysliku.
Upraveno podle Bisen (1994).

Praduchy byly dfive povazovany za brany pro pasivni vstup infekce patogenu
do rostlinného pletiva (Melotto, 2006; Gupta, 2020) (Obr. 5). Ale tim, ze dokazou kratkodobé
regulovat otevieni priduchové Stérbiny, sehravaji aktivni roli v obranné imunni odpovédi
rostlin (David, 2019), na které se podili i fytohormon kyselina salicylova (SA) nebo kyselina
abscisova (Bharat, 2021; Melotto, 2006). Vice v kapitole o roli SA na praduchy.

Praduchy rostliny vyuzivaji také jako obranu proti napadeni patogeny. V principu

rostlina rozpoznavajici PAMP, spousti obranou odpovéd vyvolanou molekularnimi vzory



spojenymi s patogeny a aktivuje kanaly Ca* ve svéracich buiikach, &imz se zvysi koncentrace
Ca’", ktera aktivuje na vapnik zavislé proteinové kinazy (CPK). Diky tomu se na plazmatické
membrané aktivuji NADPH oxidazy, které fidi transport drasliku ze svéracich bunek do bunek
okolnich. To zapfic¢ini pokles jejich turgoru, pruduch se zavie (Prodhan, 2018; Khokon, 2011)

a tim se zamezi pfistupu patogenu do rostlinného pletiva (Melotto, 2006).

C
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Obrazek S: Cyklus infekce zpusobené bakterii A) zdravé neinfikované listy rostliny,
B) bakterie na povrchu listu, C)-D) bakterie vstupujici do apoplastu rostliny skrz oteviené
pruduchy, E) mnozeni bakterie v apoplastu listu zasazené rostliny, F) viditelna infekce
(nekrozy a chlorozy) na povrchu listu. Pfevzato z Melotto (2008).

Roli praduchi, jakozto bran do epidermis rostliny, je mnohem vice. V této kapitole
jsme ovSem predstavili pouze ty, které se tykaji nasi prace. Tj. téch, kterych se, 1 dle nasSich
vysledki, ucastni kyselina salicylova (fytohormon podilejici se na obrané rostlin proti
patogenim), kde jednou z jejich roli je i indukce uzavieni pruduchd. Tento hormon detailnéji
nezkoumame v imunitni roli, ale zejména pro objasnéni spojitosti mezi uzaviranim praducht
a malym vzrastem nadzemnich Casti u rostlin s endogenné zménénou koncentraci prave této

latky. Vice v kapitole o kyseliné salicylové a ,,SA-kolekci® mutantd.

2.3 Kyselina salicylova (SA)

Kyselina salicylova (SA), chemicky kyselina 2-hydroxybenzoova, je fytohormon,
ktery ovliviluje mnoho fyziologickych d&ji v rostlinném téle (Ding, 2020), vCetné fotosyntézy
(Poor, 2019) a zavirani praducha (Poor, 2012). Koncentrace SA v rostlinach se pfirozené

zvySuje v obdobi, kdy rostlina kvete (Martin-Mex, 2015). Umi totiz zpomalit starnuti
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okvétnich listki (Buchanan, 2015). SA také mlze zvySovat teplotu rostlin (Raskin, 1989).
I presto, ze SA ma vliv na vicero fyziologickych dé&ju, nejvice prostudovana je jeji role v boji

proti patogenim (Janda, 2015), tedy zapojeni SA v ramci rostlinné imunity.

2.3.1 Biosyntéza SA

Biosyntéza SA se v rostlinach odehrava dvéma drahami. Prvni znich je pomoci
enzymu fenylalanin amoniak lyazy (PAL EC 4.3.1.24), ktery pfeménuje fenylalanin na trans-
kyselinu skoficovou a tu na kyselinu benzoovou, ktera se pak ptes dvé hydroxylace preméni
na SA (Dempsey, 2011). Druhym enzymem zprostfedkovavajicim biosyntézu SA
je 1sochorismat syntaza (ICS EC 5.4.4.2) (Janda, 2015), ktery katalyzuje pfeménu chorismatu
na isochorismat preménujici se dale na SA. Touto cestou se syntetizuje az 90 % celkového
objemu SA v rostlinném téle pfi napadeni bakterialnimi patogeny (Wildermuth, 2001).  PAL
se Ucastni z Casti na biosyntéze SA pii napadeni, ovSem vétsi zasluhu ma na bohatém zdroji

metabolitt, jako jsou napfiklad flavonoidy, kumariny nebo lignany (Janda, 2014).

Po biosyntéze je vétSina SA prevedena na jiné formy, které ¢ekaji na signal z vnitiniho
nebo vnéjsiho prostredi a ihned neindukuji imunitni reakce. Hlavni zasobni formou SA je jeji
glukosid (SAG). SA se také muze methylovat na metylester-SA (MeSA). MeSA totiz muze
snaze prostupovat membranami bunék a prenaset signal obrany proti patogentiim na delsi
vzdalenosti (Vlot, 2009). SA se také mlze preménit hydroxylaci na kyselinu
2,3- dihydrogenbenzeovou pomoci SH3. Tato SH3 dependentni hydroxylace by mohla slouzit
k prevenci nadmérné akumulace SA, protoze jeji transkripce je indukovana zvySenou

koncentraci SA v rostlinném téle (Janda, 2015).

2.3.2 SA jako soucast odpovédi na bioticky stres

Rostliny, na rozdil od savci nemaji somaticky adaptivni imunitni systém
(Ausubel, 2005; An, 2011), spoléhaji pouze na bunéénou vrozenou imunitu a na systémoveé
signaly vychazejici z mist infekce (Dangl, 2001). SA slouzi jako klicovy fytohormon
v pfirozené imunité rostlin, tj. i v odolnosti vii¢i mnoha patogentim. Pokud je rostlina
napadena, koncentrace SA se zvySuje v infikovanych 1 distalnich listech rostliny a stimuluje
imunitni odpoveéd’ (Dempsey, 2010). I piesto, ze existuji dvé metabolické drahy, ukazalo se,
ze pii napadeni patogenem je SA syntetizovana predevsim pies drahu ICS (Ding,2020;
Wildermuth, 2001). Ptedchozi prace naznacovaly, ze rostliny syntetizuji SA pfi biotickém

stresu z fenylalaninu (Mauch-Mani, 1996), ale v pozd¢jsich studiich se ukazalo, ze SA mohla
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byt stale produkovana i1 ve chvili, kdy jeji biosyntéza pfes PAL byla inhibovana
(Coquoz, 1998).

Studie Jones (2006) navrhla tzv. ,zig-zag“ model, popisujici revolu¢nim zpisobem
rostlinou imunitu. V prvni fazi jsou PAMPs rozpoznavany a spousti se tak imunita indukovana
PAMP (PTI). Ta muze zastavit Sifeni patogenu. S cilem obejit tuto imunitni odpoveéd’, nasazuje
patogen do boje své efektory, jejichz hlavnim cilem je potlacit PTI (Lu, 2021).
Takové efektory dokaze ovSem rostlina Casto rozpoznat, coz vede k imunité spusténé efektory
(ETI) (Mishina, 2007; Tsuda, 2013). ETI je zrychlena a zesilena reakce podobna té, ktera se
odehrava pti PTI. Vede k rezistenci vii¢i onemocnénim a ve vétsin€ ptipadu vede i k bunécné

smrti v misté napadeni, tzv. hypersenzitivni reakce (Jones, 2006).

Jak PTIL, tak ETI vedou ke zvySené produkci SA (Wildermuth, 2001; Tsuda, 2009).
Ukazalo se, ze dulezitou roli pro biosyntézu SA, pfi spusténi imunitni reakce rostliny, maji
proteiny EDS1 a PAD4 (Zheng, 2015). SA v ramci PTI a ETI hraje, ve vétsiné pripadd, roli
ve spusténi hypersensitivni reakce (specialnimu typu bunééné smrti), ¢imz prispiva
k zabranéni Sifeni patogenu (Janda, 2015). Tim hraje SA, mimo jiné, vyznamnou roli

v imunité rostlin.

SA je také zasadni pro aktivaci systémoveé ziskané rezistenci (SAR). Je to situace, pfi
niz rostlina dopravi signal o napadeni z primarniho mista infekce do distalni ¢asti rostliny
(Durrant, 2004; Kumar, 2014). Univerzalni signal na dlouhou vzdalenost v ramci SAR neni
znam. Zda se, ze takovych signali je vice a jednim z nich je pravdépodobné MeSA, ktery je
tékavy (Dempsey, 2012; Vlot, 2009). MeSA se pomoci esterazy SABP2, v distalnich ¢astech
rostliny prfemeénuje na aktivni formy SA a naopak (Kumar, 2014; David, 2019).

Jednou z dalSich moznosti, jak se SA ucastni rostlinné imunity je, ze prispiva

k uzavieni praduchi, coz se mize dit také v reakci na jiné stresy (Prodhan, 2018).

2.3.3 Vliv SA na pohyb pruduchu
Praduchy svou schopnosti zamezit pfistupu patogenu do rostlinného pletiva hraji

aktivni roli v imunitni odpovédi rostlin (David, 2019) a SA k tomu pravdépodobné piispiva

(Bharat, 2021; Melotto, 2006; Lee, 1998; Khokon, 2011).

O roli SA v ramci uzavieni pruduchd, se nevi tolik jako o vlivu ABA. Jesté, nez
uvedeme dostupné znalosti tykajici se SA a jejiho vlivu na uzavieni praduchi, chtéli bychom
upozornit na fakt, ze veskeré experimenty se tykaly méfeni otevienosti Stérbiny svéracich

bunék. Touto hodnotou studie ukazovaly na uzavienost praduchi. V Zadné ze studii se
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nezabyvali vlastnimi funkcemi praduchi, jakymi je predevsim pienos plyni z prostiedi do

rostliny a naopak.

Uzavieni pruduchi pomoci SA je zprostiedkovano zejména zvySenou koncentraci
reaktivnich forem kysliku (ROS) (Bharat, 2021; Hao, 2010), které jsou produkovany SHAM
peroxidazami (Khokon, 2011). Vysoké mnozstvi ROS predstavuji napiiklad vysoké
akumulace H»0», (Gémes, 2011) nebo O2 (Prodhan, 2018). Ve studii Zhang (2001) ale
ukazali, ze ROS reaguji jako “druhy posel”“ v SA signalizaci zavirani praducht. Toto tvrzeni

potvrdila i studie Prodhan (2018).

Lee (1998) zjistili, exogennim oSetfenim listd u druhu Commelina communis, ze SA
stimuluje transport K™ ze svéracich bunék, coz pozdéji u Arabidopsis thaliana potvrdila
(SA exogennim oSetfenim) i studie Khokon (2011). Zde bylo ov§em zminéno, ze SA indukuje
v cytosolu bunék oscilaci Ca**. Jina studie ovSem iika, ze po oetfeni SA se v cytosolu
mnozstvi Ca** nezvysuje (Prodhan, 2018). Dalgi moznou hypotézou je pficina zvyseni Ca’*
v cytosolu za uclelem ochrany bunék prfed poskozenim vysokymi koncentracemi SA
(Mori, 2001). Opét ale je toto tvrzeni pouhou uvahou z vysledkti exogenniho oSetfeni a je
zapotiebi dal§iho hlubsiho zkoumani, jak sama studie navrhuje (Mori, 2001). OvS§em o néco
pozdéji Khokon (2017) tvrdi, Ze SA nema vliv na zvyseni Ca®* pouze na indukci transportu
K* ze svéracich bunék. Podobnou teorii zminili také v Lee (1998). Podle nich je SA indukce
zavieni praduchii opfena o schopnost SA inhibovat katalazu, coz zapfiini zvySovani
koncentrace H>O» (tato teorie je spekulovana také v Jones (1994)). Tim se oxiduje plazmaticka
membrana a zvys$i se permeabilita k K*. Nasledny masivni transport K* ze svéracich bun¢k
zapri¢inuje poklesu turgoru. Coz muze byt divodem, pro¢ vysoka koncentrace SA vede

k uzavieni praduchu.

CPKinazy, jako naptiklad CPK3 a CPK6 (Mori, 2006) a Ca** nezavislé protein kinazy
Open stomata 1 (OST1) hraji zasadni roli v uzavieni praducht indukovaném ABA (Mustilli,
2002). Tento hormon je totiz vyzaduje k aktivaci pomalého anion kanalu (SLAC1), coz je
membranovy transportér esencialni pro ,,slow-type™ kanal (S-typ) praduchti (Negi, 2008).
Pokud se S-typ kanal aktivuje, dojde k depolarizaci plazmatické membrany a transportu K*
ze sveracich bunék (Schroeder, 1987). Bylo zjisténo (Khokon,2017; Prodhan, 2018), ze SA
aktivuje S-typ kanal a ze SLACI je nezbytnym pro indukci zavieni priaduchti pomoci SA.
Na rozdil od ABA, SA nepotiebuje k zavieni pruduchu OST1 (Prodhan,2018). I pfesto, ze
ABA a SA sdileji ¢ast signalni drahy (Khokon, 2017), zvySena endogenni koncentrace ABA
neni nutna pro zavieni priducht indukovaného SA (Hao, 2011; Miura, 2013).
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Aby doslo k indukci zavieni praduchti pomoci SA, hraje dualezitou roli dosazeni
urcitych podminek, jako naptiklad vysoké mnozstvi ROS, pfitomnost CPK3 a CPK6 nebo také
aktivace kanalt SLACI1 a S-type. SA signalizace vyvolavajici ROS signal a nasledna pfemeéna
tohoto signalu do aktivace CPKinaz svéracich bunék je ale zatim nejasna. Dalsi dalezitou roli
v indukeci zavieni praduchii pomoci SA je samotna koncentrace SA nebo doba jeji aplikace.
Cim v&tsi koncentraci SA byla rostlina oSetiena nebo ¢im del3i byla doba aplikace, tim bylo
uzavieni pruduchu vice indukovano (Poor,2012; Mori,2001). To se ukazalo také ve studiich
(Okuma, 2014; Miura, 2013), kde testovali mutanty s konstitutivni zménou (po celou dobu
zivota rostliny) koncentrace SA. V obou ptipadech bylo indukovano, vys§imi koncentracemi
SA, zavieni pruducht. Ve studii Manthe (1992) se také ukazalo, Ze dilezitou podminkou je
pH prostiedi, ve kterém SA pusobi. Nejvice totiz SA indukovala uzavieni praducht pfi

nizkych hodnotach pH.

Pokud se tedy zvysi koncentrace SA, praduchy dostanou signal k uzavieni
(Prodhan, 2018). Uzavieny praduch ovSem zamezuje piisun CO> ke spravné aktivité
fotosyntézy (Hetherington, 2003). Je tedy mozné, ze vysoké koncentrace SA ovliviiuji

i fotosyntézu.

2.3.4 Vliv SA na fotosyntézu
Ukazalo se, ze SA skutecné ovliviluje fotosyntézu (Janda, 2014), a to nejen
fotosyntetické procesy (Pancheva, 1996; Janda, 2014; Poo6r, 2019; Fariduddin, 2003), ale také

samotnou strukturu chloroplastu (Pancheva, 1996; Uzunova, 2000).

Po osetfeni SA se snizi kvantovy vytézek fotochemie fotosystému I a fotosyntému II
(QY) (Maslenkova, 2014). Stejn¢ tak se snizi i maximalni vytézek (Fv/Fm) fotosyntézy
(Podr, 2019), celkova aktivita RuBisCO (Pancheva, 1996) a také celkové nasyceni zarenim,
které je dulezit¢é pro transport elektrond (Podr, 2019; Fariduddin, 2003).
Jediné nefotochemické zhaseni (NPQ) se zda byt nezavislé na oSetieni vy§simi koncentracemi
SA (Podr, 2012). Ze studie Pluhafova (2019) je také znamo, ze hodnoty NPQ a QY nebyly
ovlivnény ani u mutanti s vy$simi koncentracemi SA (s konstitutivni zménou koncentrace

SA).

Ovlivnéni aktivity RuBisCO je zapfi¢inéno hlavné snizenim celkového obsahu
RuBisCO (Pancheva, 1998). Nicmén¢ kratkodobé povrchové oSetfeni SA snizilo mnozstvi
chlorofylu, CO> asimilaci a také rychlost transpirace bez zmeény na aktivity RuBisCo

(Ananieva, 2002). V prehledném c¢lanku (Janda, 2014) si to vysvétluji tim, ze by ke snizeni
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aktivity RuBisCo mohlo dojit az sekundarn€, v disledku snizeni fotosyntetické aktivity

zpusobené vysokou koncentraci SA.

Zédny vliv vysoké koncentrace SA na NPQ, je mozné si vysvétlit tim, ze se rostlina
brani takzvanou fotoprotekci (Miiller, 2001). NPQ muze totiz rozptylit piebytecnou energii
absorbovanou ze sluneCniho zafeni, a tim dokaze zmirnit Skodlivé ucinky ROS na
fotosynteticky aparat (Miiller, 2001). I pfesto, ze NPQ dokéaze zmirnit Skodlivé ucinky ROS,
pii vysokych koncentraci SA se presto struktura chloroplasti poskodi (Podr, 2019).

Jak uvadi Uzunova (2000), vysoka koncentrace SA v rostlinném téle (Hordeum
vulgare) vytvaii zmény ve struktufe chloroplastd, ale i vramci celé rostliny.
Dochazelo k poklesu tloustky a zmenseni celkové plochy listi nebo zmenseni mezofylového
pletiva. Z hlediska povrchu listu, bylo pletivo oSetfené vysSi koncentraci SA, slozeno
z menSich bunék a priiduchy na pokozce byly mén¢ usporadané, mensi a velmi Casto uzaviené.
S ¢imz by mohla souviset snizend rychlost asimilace CO», pokles transpirace a maximalni
karboxyla¢ni ucinnost (Pancheva, 1996). Po aplikaci vysoké koncentrace SA se vyrazné
snizoval obsah chlorofylu (Pancheva, 1996), tylakoidni membrany byly netypicky
usporadané, grana v §irSich a nizSich stozich a celkovy vzhled chloroplastt byl “vypouklé;si“
a kulat&jsi struktury oproti jinym, které se nedostaly do kontaktu s vys$i hladinou SA
(Uzunova, 2000).

Stejné jako u vlivu SA na uzavieni praduchii i v ovlivnéni fotosyntézy je velmi dulezité
mnozstvi aplikované SA. Cim vys§i koncentrace, pro exogenni osetieni, se ve studii pouzila,
tim niz§i ucinnost a vykonnost mely procesy spojené s fotosyntézou (Fariduddin, 2003;
Pancheva, 1996; Poor, 2012; Podr, 2019). Zavisi také na dob€ pusobeni vyssi koncentrace SA
(Poor, 2019) po exogenni aplikaci. Pfi kratkodobém (2 h) pusobeni, neméla SA vliv na
rychlost fotosyntézy, rist listl ani strukturu chloroplastu. Pokud se ovSem stejna koncentrace
SA pouzila dlouhodobé (24 h), veskeré aktivity a stavby zacaly byt znac¢né ovliviiovany
(Poor, 2019; Poor, 2012; Pancheva, 1996). To muze vyrazné souviset sroli SA v ramci

programované bunééné smrti, resp. hypersensitivni reakci.

Negativni vliv vyssich koncentraci SA na fotosyntetické procesy byl potvrzen také
u studiich vyuzivajici mutanty, ktefi maji zménénou koncentraci SA po celou dobu jejich
zivota. Napiiklad Mateo (2006) tvrdi, ze mutanti s vys$i koncentraci SA méli nizsi hodnoty
Fm/Fv, které byly doprovazené vyssimi hodnotami NPQ. U mutantt s niz§i koncentraci SA

byla Fm/Fv naméfena nejvyssi oproti divokému typu i mutantd s vy$simi koncentracemi SA
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(Wang, 2019). V jiz zminéné studii Pluhatova (2019), ale nebyly pozorovany rozdily hodnot

vvvvv

Je nutno dodat, ze ve vyse zminénych studiich se nestudovalo pouze na Arabidopsis
thaliana, jako napiiklad u Pluhatova (2019), Mateo (2006) nebo Wang (2019), kde se tento
druh rostliny pouzival. U ostatnich se zkoumal vliv SA na druhu Hordeum vulgare L.
(Pancheva, 1996; Uzunova, 2000; Maslenkova, 2014; Poor, 2012; Pancheva, 1998; Ananieva,
2002), na Solanum lycopersicum (Poor, 2019) nebo na Brassica juncea (Fariduddin, 2003).

Bylo ukazano, ze rostliny, které maji ¢i prisly do kontaktu s vy§simi koncentracemi SA
meély také ovlivnény samotny rust rostliny. NasSe studie pouzivajici mutanty SA, se snazi
prispét praveé k objasnéni dlouhodobého vlivu vyssich koncentraci SA na vyvoj rostliny, vyvoj
a funkci priducht a aktivitu fotosyntézy v porovnani s jedinci s niz§i koncentraci SA nebo

jedinci s koncentraci podobnou divokému typu (WT).

2.3.5 ,,SA-kolekce* mutanti

Ve vétsing studii, ve kterych se zkouma vliv SA na fotosyntézu a priiduchy, byl pouzit
takzvany farmakologicky postup, tedy povrchové oSetfeni rostlin rdznymi koncentracemi
roztoku SA. Druhym zpisobem je geneticky piistup, ktery se opira o genetické ovlivnéni
rostlin, a tedy o studium rostlinnych mutanti. V tomto pfipadé€ jde o mutanty s pozménénou
vnitini koncentraci SA. Zatim jsou dostupni mutanti A. thaliana, ktefi maji pozménénou

regulaci mnozstvi SA konstitutivné (po celou dobu zivota rostliny).

V této praci jsme se rozhodli vyuzit druhého zminéného pfistupu. K tomu jsme pouzili
tzv. ,,SA-kolekci“ mutantd, ktera byla popsana ve studii Pluhatova (2019), a kterou mame
v laboratofi k dispozici. Tato ,,SA-kolekce* se sklada z jedincu s vysokou akumulaci kyseliny
salicylové (SA[?1]), s nizkou akumulaci kyseliny salicylové (SA[|]) a s jedinci, podobajici se
akumulaci kyseliny salicylové divokému typu (WT) (SA[WT)).

Mezi SA[1] mutanty z ,,SA kolekce™ patii (dle jejich analyzy obsahu SA v Pluhatova,
2019) pi4kp1p2 (Preuss, 2006), cpri (Jirage, 1999), cpr5 (Boch, 1998), snci-1 (Zhang, 2003),
fahl/fah2 (Konig, 2012), acd6 (Rate, 1999) a bonl-1 (Li, 2007). Mutanty s niz§i koncentraci
SA oproti WT, predstavuji pad4 (Jirage, 1999), NahG (Nawrath, 1999) a sid2
(Wildermuth, 2001). A mutanti SA[WT] spodobnou koncentraci SA, jako WT:
NahG/pi4kf 182 (Sasek, 2014), sid2/pi4kp1B2 (Sasek, 2014), bonl-1/sncl-11 (Li, 2007), edr2-
6/NahG (Vorwerk, 2007), pmr4-1 (Nishimura, 2003), edr2-6 (Vorwerk, 2007) a exo70B1-1

(Kulich, 2013). Kazdy z mutantd ma jinym zpisobem pozménénou syntézu SA.
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2.3.5.1 SA[7] mutanti z ,,SA-kolekce*

SA[1] se spole¢né vyznacuji mensim vzriustem nadzemnich Casti rostlin (Obr. 6A)
a vyssi koncentraci SA, diky ¢emuz ma rostlina i vyssi odolnost pfi napadeni riznymi typy
patogenu (Bowling, 1994; Boch, 1998; Zhang, 2003; Rate, 1999; Li, 2007). Zde jsou uvedeny
nékteré konkrétni piiklady pro jednotlivé mutanty z ,,SA-kolekce* se zvySenou koncentraci

SA.

Mutant  pi4kp1p2 je takzvany dvojity mutant, ktery ma& mutace
v genech fosfatidylinositol-4-kinazy 1 a B2 (PI4Kf1 a PI4K[p2), které zpusobi, ze jsou PI4K
proteiny nefunk¢ni (Preuss, 2006). V kolekci je jesté jeden dvojnasobny mutant s vysokou
koncentraci SA, fahl/fah2. Tento mutant ma ovlivnénou biosyntézu sfingolipidd, coz se

projevuje, mimo jiné, zvySenym obsahem SA (Konig, 2012).

Mezi mutanty s mutaci zajiStujici konstitutivni expresi PR geni spojenych
s patogenezi (a tim zajistujici vyssi koncentraci SA a vyssi odolnost proti nakaze) se radi
mutanti s inaktivovanymi geny cprl (Bowling, 1994), cpr5 (Boch, 1998) a také mutant sncl-
1, ktery ale ma aktivitu SNC1 proteinu zvySenou (Li, 2001). ZvySené obranné reakce ma
i mutant bonl-1, u kterého je tento dé€j zpusoben inaktivaci BON1 proteinu, ktery reguluje
(inhibuje) aktivitu SNC1, jehoz zvySena aktivita, jak bylo zminéno vyse, vede k akumulaci
SA (Li, 2007). Poslednim mutantem SA[1] v nas$i ,,SA-kolekci® je acd6, ktery ma takzvanou
zrychlenou bunécnou smrt (accelerated cell death 6), ¢imz je jeho obrana proti patogenim

zvysena, coz je pravdépodobné zpisobeno vysokou koncentraci SA (Rate, 1999).

2.3.5.3 SA[]] mutanti

Mutanti SA[]] maji mezi spoleCnymi znaky nizkou rezistenci proti napadeni
patogenem, a to predevS§im diky nizké akumulaci SA v porovnéni s divokym typem (WT).
Velikosti listi a ostatnich nadzemnich c¢asti rostlin jsou velmi podobné WT (Jirage, 1999;
Nawrath, 1999; Wildermuth, 2001) (Obr. 6B). Zde jsou uvedeny konkrétni ptiklady pro

jednotlivé mutanty z ,,.SA-kolekce se snizenou koncentraci SA.

Mutant pad4 mé zablokovanou funkci genu PAD4, ktery hraje vyznamnou roli
v aktivaci biosyntézy SA pii spusténé imunité a ucastni se pozitivni regulacni smycky, diky
které se zvySuje mnozstvi SA. Tento mutant je nachyln€jsi na napadeni patogenem,
a to zejména kvili malé koncentraci SA (Jirage, 1999). Mutaci v genu ICS1, dilezitého pfi
syntéze SA v ICS draze, ma mutant sid2. Kvuli této mutaci se rostlina stava méné rezistentni

(Wildermuth, 2001). A posledni mutant SA[|] znasi kolekce , SA-mutantd“ je NahG.

16



V tomto pfipad€ se jedna o mutanta s vnesenym cizorodym genem. Tyto rostliny exprimuji
gen kodujici SA hydroxylazu z bakterie Pseudomonas putida. Tato hydroxylaza degraduje SA
na katechol. Mutant NahG je také velmi nachylny na infekci zptsobenou patogeny

(Nawrath, 1999).

2.3.5.3 SA[WT] mutanti

Mutanti SA[WT] maji mezi spoleénymi znaky podobnou koncentraci SA, jako
u divokého typu. Maji tim padem i podobné vlastnosti, jako WT (Obr. 6C). Velikost rizice
se velmi podoba WT a také rezistence vici napadeni patogeny neni vyznamné odlisna
(Janda, 2015). Zde jsou uvedeny priklady pro jednotlivé mutanty z ,, SA-kolekce™ s podobnou
koncentraci SA jako ma WT.

Dvojnasobny mutant pi4#kf182 byl ve studii Sasek (2014) zkiizen s NahG a sid2 pro
vznik trojitych mutantd. U obou trojitych mutantd NahG/pi4kf12 a sid2/pi4kf12 byly
potlaCeny charakteristiky SA[1] projevujici se v pi4kf152. Byl tedy potlacen trpaslici fenotyp
i vysoka akumulace SA (Sasek, 2014). Také u mutanta bonl-1/sncl-11 je zakrsly rast
navracen zpét na uroveit WT (L1, 2007). V tomto piipadé se byla zablokovana funkce genu
SNCI, coz vedlo k zamezeni efektu mutace v bonl-1. Mutant edr2-6/ NahG je ,dvojity
mutant®. Zde byla rezistence vaéi patogenim ztracena diky expresi genu NahG.

Vykazuje tedy stejné charakteristiky jako ostatni mutanti SA[WT] (Vorwerk, 2007).

Tito vySe zminéni mutanti jsou velmi dobrou kontrolou pro pokusy, v nichz chceme
prokazat roli SA. Pokud totiz nalezneme efekt SA u mutanta SA[1], ale u jeho ,,zpétného
mutanta“ je efekt opany nebo se neprojevi viilbec, znamena to, ze na dany d¢€j ma vliv praveé
koncentrace SA. Pokud by tomu tak nebylo, hrala by zde vétsi roli vliv mutace na jiné procesy,

které s SA nesouvisi.

V ,,SA-kolekci“ jsou i mutanti SA[WT], ktefi nejsou trojitym ¢i dvojitym mutantem,
ale presto jejich koncentrace SA i vzhled rostliny odpovidd WT. To se ovSem ukézalo az ve
studii Pluharova (2019), do které byli tito mutanti zafazeni z divodu ocekavani (dle dostupné
literatury) pozménéné koncentrace SA. Naptiklad pmr4-1 ma mutaci v genu PMR4. Tento gen
koduje kaloza syntazu 12, kterd zprostfedkovava akumulaci kalozy v ramci spusténych
imunitnich reakci. V diivéjsi literature je ukazano, ze tento jedinec ma zvySenou SA drahu pii
napadeni patogeny (Nishimura, 2003). Dal§i mutant edr2-6 méa mutaci v EDR2 genu.
Tento mutant vykazuje zvySenou chlorézu a nekrézu pii napadeni patogenem, ktera koreluje

se stimulaci signalizace SA, ta je ale u tohoto mutanta z ¢asti potlatena. Vysledkem je fenotyp
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velmi citlivy na starnuti indukované ethylenem (Vorwerk, 2007). Poslednim mutantem z ,,SA-
kolekce™ a ze skupiny mutantd SA[WT] je exo70B1-1. Zde je mutace v EXO70BI genu, ktery
hraje zasadni roli v autofagickém membranovém transportu, ktery pomaha rostliné béhem

stresovych situaci. A praveé s timto transportem souvisi i zvySena syntéza SA, kterd se ovSem

v Pluhatova (2019), maji rostliny jesté stejnou koncentraci SA jako WT.

projevi az ve vys§im stafi rostliny (Kulich, 2013). Ve ¢tyfech tydnech, jak bylo méfeno
A B e
WT  |pik4kB1B2 NahG

P

Obrazek 6: Reprezentativni mutanti z ,,SA-kolekce* v porovnani s WT. A) SA[WT]
mutant NahG / pi4kf152 s podobnou koncentraci SA jako WT, ma i podobny vzrast.
B) SA[]] mutant NahG s niz8i koncentraci SA, ma podobny vzrist jako WT. C) SA[?]
mutant pi4kf1p2 svyssi koncentraci SA, ma menSi vzrustu oproti WT. Prevzato
z Pluharova (2019).

Vysoka koncentrace SA zpusobuje vysSi rezistenci proti patogeniim, ale mensi vzrast
nadzemnich casti rostlin (Pluhatova, 2019). SA ma tedy negativni u¢inek na rust (Janda, 2015;
Pancheva, 1996). Naopak u mutantl s niz$i koncentraci SA, byla imunita mensi, ale vzrust
rostliny podobny ¢i vys$si nezu WT (Janda, 2015). To, jakym zpisobem SA ovliviiuje maly
vzrust rostliny, neni dosud znamo. Obecné piijatou hypotézou je, ze energii potiebnou pro
vyvoj SA spotfebovava na aktivovanou imunitu rostliny. Nase hypotéza se opira o vliv vysoké
koncentrace SA na uzavieni priducht a nasledné snizeni rychlosti fotosyntézy. Predstavujeme
si, ze omezeni pristupu CO2 by mohl branit spravnému vyvoji a fyziologickym procesim

rostlin.
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3 Cile prace
1) Zavedeni péstovani kolekce mutanti Arabidopsis thaliana se zménénou koncentraci

kyseliny salicylové (dale jen ,,SA-kolekce*) na Katedfe experimentalni biologie rostlin.

2) Analyza koncentrace CO2 uvnitf listt, hustoty pruducht a chlorofylu s vyuzitim ,, SA-

kolekce™

3) Analyza mnozstvi anthokyant u rostlin s ovlivnénou koncentraci SA.
4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Materialy a metody

4.1.1 Pouzité genotypy Arabidopsis thaliana

K praci byly pouzity genotypy, které jsou soucasti nasi tzv. , SA-kolekce*
(Pluhatova, 2019), tj. kolekce mutantt rostlin A. thaliana, které maji pozménénou regulaci
koncentrace SA. Pro zavedeni péstovani , SA-kolekce” byli vyuziti vSichni mutanti.
Pro analyzu hustoty praduchiti, méfeni teploty listi a mnozstvi anthokyant jsme vybrali pouze
reprezentativni jedince z,,SA-kolekce™ mutantd, a to zduvodu jejich jasného fenotypu
charakterizujici danou skupinu mutanti z ,,SA-kolekce®, ale také z dvodu stabilniho chovani
jiz pii analyze rastu. S vybranymi jedinci, zhlediska velikosti rGzice, se také lépe
manipulovalo a pozorovaly se na nich lépe rozdily. U dalSich pokusti (Gazometrie, IRMS
a fluorescence chlorofylu) bylo vybrano sedm reprezentativnich jedinci aproximujici celou
»SA-kolekci“ (Tab.1). Jeden SA[|] mutant (NahG), tfi mutanti SA[?1] (pi4kf1p2, bonl-1,
fahl/fah2), dva mutanti SA[WT] (NahG/pi4kf 12, bonl-1/sncl-11) a WT. SA[WT] mutanti
maji mutaci navracejici fenotyp mutantt pi4kf152 a bonl-1 zpét k fenotypu divokého typu.

Tim sehravaji roli kontroly, vedle WT, ve sledovani vlivu riznych koncentraci SA.
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Tabulka 1: Tabulka mutantl, které jsou soucasti tzv

SA-kolekce™ s pozménénou regulaci hladiny koncentrace kyseliny salicylové a
provedené experimenty u jednotlivych genotypu.

2 M

Pivod Experiment
. uvo
Nazey genotypu cISAl semen Rust pl;lélsla?ﬁﬁ Termokamera Li-COR IRMS Anthokyany Chlorofyl
WT WT ! X X X X X X X
pad4 | 2 X N.A N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
NahG | 3 X X X X X X X
NahG / pi#kB1p2 UWT 4 X N.A X X X X X
sid? | 5 X N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
sid2/ pidkBlp2 VWT 4 X N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. NA.
pidkBIp2 1 6 X X X X X X X
pmrd-1 WT 7 X N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. NA.
eprl 1 2 X X N.A. N.A. N.A. N.A. NA.
cprS 1 8 X N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. NA.
bonl-1 1 9 X X X X X N.A. X
bonl-1/sncl-11 WT 9 X N.A X X X N.A. X
snel-1 1 10 X N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
edr2-6 WT i X N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. NA.
edr2-6/ NahG WT i X N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. NA.
fah1/fah2 1 12 X X X X X X X
ex070BI-1 WT 13 X N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. NA.
acd6 1 g X N.A. N.A. N.A. N.A. X N.A.

“X — mutant byl testovan, N.A. — dany mutant nebyl testovan .
Literatura: ! Pluhatova (2019), 2 Jirage (1999) * Nawrath (1999), 4 Sasek (2014), > Wildermuth (2001), ® Preuss (2006), 7 Nishimura (2003),
Boch (1998), ° Li (2007), '° Zhang (2003), ! Vorwerk (2008), '* Konig (2012), '* Kulich (2013), * Rate (1999)
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4.1.2 Zpusoby péstovani A. thaliana

4.1.2.1 V zeminé

Do kvétinacu (pramér 6 cm), které byly umistény v plastové misce (slouzila jako
podmiska na zalévani rostlin), byla vlozena odblanéna raselinova tableta (primér 41 mm;
Jiffy-7, Bohemmiaseed) (Priloha ¢. 1A). Tableta se nasledné zalila kohoutkovou vodou
a nechala se nabobtnat. Semena (cca 30 kust) byla nasazena na dostate¢né vlhkou zeminu.
Pokud se semena nesazela ihned skladovala se v lednici (4 °C). Kvétinace s vysazenymi
semeny byly umistény do skleniki na Katedfe experimentalni biologie rostlin (KEBR)
a semena se nechala vyklicit. Podminky rastu byly dvoji. V prvnim pfipadé kolekce rostla
ve sklenicich na KEBR, PiF, JU, (a to v suterénu, a ve druhém patfe), kde nelze zcela
regulovat vlhkost ¢i intenzitu zafeni. Délka zafeni je regulovana v hornim skleniku a da
se sjednotit pouze na dlouhy den. Teplota je Castecné hlidana klimatizaci, ale 1 zde se jedna
o relativné Siroky interval teplot. V druhém pripadé kolekce rostla za kontrolovanych
podminek (bilé teplé svétlo PPFD ~130umol.m™2.s™!, teplota 22 °C, délka svételné periody
den/noc 10/14 h) v ristovych komorach na Ustavu molekularni biologie rostlin (UMBR).
Mezi 10. a 14. dnem stafi byly rostliny pikyrovany tak, aby v novych kvétinacich rostla vzdy

jen jedna rostlina.

4.1.2.2 Hydroponicky

Nejdiive byla semena vysterilizovana 30% roztokem Sava (aktivni latka chlornan
sodny; Tab.2) s pfidanym (kapka) detergentem (Tween 20, Sigma Aldrich P1379) po dobu 5-
7 minut. Nasledné¢ byla semena 4krat az 6krat proplachnuta destilovanou vodou.
Takto piipravena semena byla skladovana po dobu 1 az 2 dnti v lednici (4 °C) pro lepsi kliceni
semen. Nasledné byly piipraveny hydroponické kvétinace, do kterych bylo vlozeno péstebni
médium grodan (Grodan delta, 4x4 cm). Ten se lehce navlh¢il destilovanou vodou
a napipetovala se na néj semena (Priloha ¢. 1B). Nadoba, do které se kvétinace ponotily, byla
vyplnéna destilovanou vodou. Takto pfipravena ,,SA-kolekce™ byla prenesena do fytotrond na
UMBR. Kolekce rostla v kontrolovanych podminkéch: intenzita svétla (PPFD) ~130pmol.m"
257!, fotoperioda 10/14h den/noc ateplota 22 °C. Po uplynuti 7 dnli byly semenacky
vyjednoceny, grodan piikryt alobalem tak, aby rostlina nebyla zakryta (ochrana proti rastu fas)

a destilovana voda vyménéna za péstebni 1/4 Hoaglandav roztok (Tab. 3).

4.1.2.3 Za sterilnich podminek v Petriho misce na gelritem ztuzeném %> MS mediu
Vtomto pfipadé probihala sterilizace semen pomoci roztoku Sava popsana

u hydroponii, jen veSkeré ukony byly provadény za sterilnich podminek ve flowboxu.
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Takto pfipravena semena byla také skladovana po dobu 1 az 2 dnii v lednici (4 °C) pro lepsi
kliceni semen. Nasledné se semena sazala na Petriho misky s %2 MS mediem obsahujicim 1%
sacharozu a ztuzené 1,5% Gelritem (Duchefa Biochemie, G1101.0500) (Tab. 4)
(Priloha ¢. 1C). Hotové plotny byly zakryty parafilmem a pfeneseny do mistnosti uréené pro
kultivaci rostlin na KEBR. Zde byla nastavena délka svételé periody (10/14h den/noc),
intenzita osvétleni (PPFD ~130 pmol* m™2 *s—1) a teplota (18-20 °C). Kdyz kolekce dorostla
do vhodné velikosti (stafi 4-5 dni), jednotlivé semenacky byly piesazeny na misky s jinym
obsahem média (vice v kap. 4.1.4). Hotové misky byly uzavfeny parafilmem a odneseny zpét
do kultivaéni mistnosti na KEBR. Kazdy tyden se pofizovaly snimky skenu Petriho misek

s vysazenymi rostlinami pro analyzu rustu.

4.1.3 Média pouzita pro péstovani rostlin

Tabulka 2: Slozeni roztoku chlormanu sodného
pouzivany na sterilizaci semen.

Latka Mnozstvi
SAVO® (chlornan sodny 5%) 15 ml
Destilovana voda 35 ml
Detergent: Tween 20 1 kapka

Tabulka 3: Slozeni zasobniho roztoku (Hoaglandiv
roztok) pro hydroponie.

Latka Objem (ml)/ 11
1M NH4H>PO4 1

1M KNO3 6

IM Ca (NO3)2.4H>0 4

IM MgS04.7H20 2

Roztok mikroelementd a vitaming 10

Citrat zelezity 1

VeSkeré komponenty byly smichany a ndsledné
ctyrikrdt zredény destilovanou vodou

Tabulka 4: Slozeni 2 MS média

Latka Mnozstvi [g]/[1]
Murashige a Skoog vcetné 2,2¢g

vitamind

1 % Sacharoza 10g

1,5 % Gelrit 15 ¢

Tabulka 5: Slozeni zasobniho roztoku 1M kinetinu

Latka Mnozstvi
Kinetin [40 uM] 68 mg
KOH 300 ul
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4.1.4 Chemické oSetreni rostlin

Rostliny se oSetfovaly pouze u analyzy anthokyanu. Pro indukci syntézy anthokyant
byl pfidan kinetin nebo 7% sacharéza (Zou, 2017). Mnozstvi anthokyani bylo méfeno
u vybranych jedinci péstovanych hydroponicky a za sterilnich podminek v Petriho misce

(kap.4.1.2).

U péstovani za sterilnich podminek v Petriho misce, byla pfedpéstovana kolekce na
kontrolnich Petriho miskach (s 1% sachar6zou) presazena na oznacené Petriho misky
s MS médiem, které obsahovalo 1% sachardzu (kontrola), 7% sacharéozu, anebo 1% sacharézu
s 40 uM kinetinem. Na téchto médiich mutanti dal rostli. V obdobi, kdy byly rostliny 3-4 tydny
staré, se jednotlivé genotypy sesbiraly do oznacenych Eppendorfovych zkumavek a byly
rychle zmrazeny v nadobé skapalnym dusikem. Zmrazené vzorky byly dlouhodobé

skladovany v mrazicim boxu pfi -80 °C.

V hydroponickém pokusu byl do zivného roztoku piidan zasobni roztok kinetinu tak,
aby jeho finalni koncentrace byla 40 uM (Tab. S5). Zasobni roztok kinetinu byl pfidan
k rostlinam pfes nadobu s vodou (v 3-4 tydnu staii), tedy pies kofenovy systém. Po tydnu
az dvou po osetieni se vzorky sesbiraly do oznacenych Eppendorfovych zkumavek a byly
vhozeny do nadoby s kapalnym dusikem pro rychlé zmrazeni. Zmrazené vzorky se skladovaly

v chladicim boxu pfi -80 °C.

4.1.5 Analyza rustu rostlin
Rist rostlin byl zaznamenavam fotografiemi, nebo pomoci skenu. Velikost rostlin byla

urCena pomoci programu pro analyzu obrazu FIJT (Schindelin, 2012) méfenim primeéru razic.

4.1.6 Analyza anthokyanu

Pro analyzu anthokyant byly zmrazené vzorky (kap.4.1.4) nejdfive rozdrceny
v Eppendorfovych zkumavkach pomoci drticich tyc¢inek (Priloha €. 2). Do rozdrceného
rostlinného materidlu byl pfidan 1 ml roztoku 1% kyseliny chlorovodikové (Tab. 6).
Ptipraveny vzorek byl vlozen do centrifugy Sigma 3K30 na 20 minut. Z odstfedéného vzorku
byl 1 ml supernatantu pfenesen do kyvet a 4x zfedén destilovanou vodou. Hotové kyvety se
vlozily do spektrofotometru Specord 210 plus, kde byla zméfena hodnota absorbance pro

vlnové délky 528 nm a 657 nm.
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Tabulka 6: Slozeni roztoku 1% kyseliny

chlorovodikové

Latka Mnozstvi
HCI 0,1 ml
CH;0H 10 ml

4.1.7 Analyza hustoty pruduchu

Analyza hustoty pruducht byla provadéna z otiskt listd vybranych mutantd rostlin,
které rostly v zeminé v hornim skleniku (viz. Péstovani rostlin Arabidopsis thaliana) na
KEBR. Tato analyza byla provedena pozd&ji i na rostlinach péstovanych na UMBR
(kap. 4.1.2). Analyzované rostliny byly staré pfiblizné 8 tydnt od vyseti semen.

4.1.7.1 Otisky

Na kreslici karton byla nalepena oboustranna lepici paska jejiz nepfilnava cast
se odstranila. Nazkami byl oddélen pln€ vyvinuty list z vybrané rostliny (pfiblizné 8 tydnt
star¢), nalepen pozadovanou stranou na lepici pasku a nanesl se na n¢j rychleschnouci
pruhledny lak na nehty (Rimmel London 60 Seconds Super Shine, 740 Clear). Po zaschnuti
laku se na natfeny list nalepil kus jednostranné lepici pasky (izolepa). Lehce se pfitlacilo na
cely povrch listu a odrhla se jednostranna lepici paska, ¢imz se odd¢lil od listu pozadovany

obtisk. Takto zhotoveny vzorek se nalepil na ¢isté popsané podlozni sklicko (Priloha €. 3).

4.1.7.2 Mikroskopie
Zhotovené otisky se fotily bud’ s vyuzitim digitalniho mikroskopu Keyence VHX 5000
nalézajicim se v Laboratofi archeobotaniky a paleoekologie nebo na digitalnim mikroskopu

Olympus BX61 nachazejicim se na KEBR.

Priiduchy na fotografiich byly oznaceny v programu GIMP (The GIMP Development
Team, 2019). Dale se v programu FIJI (Schindelin, 2012) spocitalo mnozstvi praducht a do
Microsoft Excel se zaznamenaly vysledky a pozd€ji se zde zhotovily i grafy. PoCet praduchu

byl vzdy prepocten na plochu 1 mm?.

4.1.8 Méreni teploty rostlin pomoci termokamery

UrCeni miry uzavieni praducha bylo aproximovano pomoci méfeni teploty rostlin.
Teplota byla analyzovana pomoci termokamery (Specifikace IR kamery: FLIR P6606, 40x480
pixell rozliseni, rozsah 8-14 mikrom, teplotni rozsah -40 az 120 °C, presnost 2 °C, citlivost
0.06 °C pti 30 °C) ve spolupraci s Ing. Marii Hronkovou, Ph.D. Vybrani mutanti byli péstovani
hydroponicky na UMBR (5-6 tydnd). Nejdiive se mutanti vystavili po dobu 30 minut

svételnému ozareni. Podminky, kterym byli mutanti v mistnosti vystaveni predstavovaly:
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intenzita osvétleni 300 W/m? teplota 21,5 °C a vlhkost 38.7 kg. m™. Pozdé&ji se zhotovovaly
snimky termokamerou vzdy s porovnanim daného mutanta s WT kontrolou. Nasledné se
fotografie vyhodnocovaly v programu ThermaCAMReporter 9 Professional software (FLIR
Systems, 2008).

4.1.9 Gazometrické méreni

Rostliny, které byly p&stované hydroponicky na UMBR, se v obdobi piiblizné 6 tydnl
stafi pouzily na analyzu Cisté rychlosti fotosyntézy (A), praduchové vodivosti (gsw) a vnitini
koncentrace CO:> v listu pomoci gazometrie. Nejdiive se zapojil pristroj LI-COR 6800
a nastavily se pozadované parametry. V komofie byly nastaveny nasledujici podminky: pratok
vzduchu 250 umol/s, tlak 0,1 kPa, vlhkost/ mnozstvi vodni pary 1,2 kPa v listu, koncentrace
CO2410 pumol/mol, rychlost pratoku vzduchu 10000 rpm, teplota 22 °C (také u listu),
osvétleni Fluorometr (r90b10). Tyto podminky byly u vSech jedincu stejné. Pfed méfenim byla
cela rostlina na 15 minut zakryla alobalem, aby doslo k temnostni adaptaci. Poté se jeden
urceny list uzaviel v komorte pfistroje Li-COR (6800) a zahajilo se méfeni (Priloha ¢. 4A).
Po dokonceni se na listu oznacila ¢ast testované plochy, list se uvolnil z komory a vymeénil se
za list jiné rostliny, u které byl postup stejny. Jediné, co se mohlo lisit mezi jednotlivymi
rostlinami, bylo nastaveni plochy listu, protoze néktefi jedinci méli 1 dvakrat mensi list od
ostatnich. Plocha listu byla aproximovana tak, ze pro maly list byla stanovena hodnota 1,5 cm

a pro velky list hodnota 3 cm.

4.1.10 Analyza obsahu izotopu 13C uvnitr listu — IRMS

Pro stanoveni koncentrace CO> na zakladé analyzy obsahu izotopu > C v susiné listu
byli vybrani jedinci z ,,SA-kolekce péstované v zeminé na UMBR (pfiblizné v 5 tydnu stait).
Nejdiive se z vybranych jedinct odstfihly listy, které se pokladaly na popsané hlinikové
misky. Ty se umistily se sebranym materidlem do suSarny s nastavenymi 90 °C a nechaly se
suSit po dobu minimalné¢ 24 hodin. VysuSeny material se premistil do oznacenych
Eppendorfovych zkumavek (Eppendorf, Safe-Lock Tubec 1,5ml, 0030 120.086). Do kazdé
zkumavky byly vlozeny dvé drtici zelezné kulicky (Priloha €. 4B). Hotové vzorky se nasledné
vlozily do kulového mlynku (Retsch, MM 400) po dobu 3 minut. Rozdrceny material se nechal
ve zkumavkach, pouze se pinzetou vyjmuly drtici kulicky.

Ze zkumavek se rozdrceny material navazil na vahach (Mettler toledo, MTS5)
s presnosti na 0,00001g v rozmezi 74—106 ug do cinovych kapsli. Navazené vzorky se slozily
do malé kulicky a vlozily se do 96 jamkové desticky, odkud se nasledné premistily k méteni

ve hmotovém spektrometru Delta XL, Thermo; s prvkovym analyzatorem EA. Tuto analyzu
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zpracovani hodnot provadél Mgr. Ladislav Marek. My jsme data nasledné zpracovali

statisticky a znazornili graficky.

4.1.11 Analyza chlorofylu

Analyza chlorofylu byla zhotovena pomoci FluorCam FC 800-C (Photon Systems
Instruments) méfici fluorescenci chlorofylu. Rostliny péstované v zeminé byly v obdobi 5-6
tydnu stari vlozeny do komory FluorCamu. U saturacniho svétla se nastavila hodnota 50
a u aktinického svétla hodnota 9. Citlivost byla nastavena na 26 %. Vybrani jedinci se vlozily
na vyvysenou plosinu v komote FluorCamu tak, aby byly rostliny dobfe vidét na kamete pro
analyzu. Zahgjilo se meéfeni. Vysledky se wupravily v programu FluorCam 7.0

(FluorCam, 2019) a poté se vyhodnotily v programu MS Excel.

4.1.12 Zpracovani dat, tvorba grafu a statistické vyhodnoceni dat

Vsechna data byla zpracovana v MS Excel. Tvorba grafii byla provedena v programu
MS Excel a PowerPoint. T-test byl proveden u analyzy rustu, hustoty priaduchti a méfeni
teploty rostlin v programu MS Excel. ANOVA s naslednym Tukey post hoc test byla

provedena u méteni IRMS a fluorescence chlorofylu v programu Prism 9.3.1 GraphPad.
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4.2 Vysledky
4.2.1 Zavedli jsme péstovani ,,SA-kolekce* na KEBR, PrF JU

Vzhledem k situaci, ze v dob€, kdy jsem zacCala feSit svou bakalaikou praci, muj
Skolitel zakladal nasi laboratof, bylo nutné zavést péstovani A. thaliana v podminkach KEBR
JU. Zakladnim vzorkem genotypu A. thaliana, o kterém jsme védéli, jak by se mély pfi
pestovani chovat, byla , SA-kolekce™. Soucasné se , SA-kolekce” méla stat zakladnim
nastrojem naSeho budouciho vyzkumu. Proto jsme otestovali rast ,,SA-kolekce™ za tii
rozdilnych podminek péstovani (viz kapitola 4.1.2). U vSech tfech podminek péstovani
kolekce se nam potvrdila fenotypova rozdilnost mezi genotypy podobné, jak je zminéno ve

studii Pluhafova (2019).

4.2.1.1 Péstovani v zeminé ve sklenicich

Z naSeho péstovani v zemin€ (v hornim skleniku) vyslo najevo, ze v§ech sedm mutantd
SA[1], je oproti WT vyrazn€ mensiho vzrastu (Obr. 7A). Ostatni mutanti SA[|Ja SA[WT]
méli fenotyp podobny WT. Rozdil ve velikosti rizic se mezi WT a SA[1] v prabéhu Casu
zvétSoval. Nejvetsi rozdil byl 8. a 9. tydna (Obr. 7B). Tato tvrzeni se nam potvrdila i u dalSich
opakovani rastu v zemin€ (rizné podminky: skleniky, ristova komora) a také u hydroponii.
Avsak u ristové komory a hydroponii jsme jiz nikdy netestovali vSech osmnact genotypu

najednou.
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Obrazek 7: A) Reprezentativni fotografie rustu ,,SA-kolekce* Arabidopsis thaliana
péstovanych v zeminé ve skleniku KEBR. Prezentované rostliny byly 8 tydna staré.
B) Porovnani vybranych jedincu z,SA-kolekce®, kteri byli péstovani v zeminé.
U vSech tydna pro WT n=9, pro ostatni jedince n=3. Hodnoty sloupcti reprezentuji prameér
a chybové useCky predstavuji smérodatnou odchylku. Hvézdi¢ky znazorfiuji statisticky
vyznamny rozdil v priméru razice mutantti v porovnani s WT v daném tydnu (** p<0,01;
%% p<0,001; oboustranny t-test). Sediva barva a jeji odstiny znazoriiuje divoky typ (WT)
nebo jedince podobné WT z hlediska koncentrace SA. Zelena barva znazoriuje jedince
s niz§i koncentraci SA nez WT. Cervena barva a jeji odstiny znazortiuje jedince s vy3si
koncentraci SA nez WT.

Dale jsme zjistili, ze pfi péstovani kolekce SA ve sklenicich na KEBR (v zeming) byl
rozdil ve velikosti rizic mezi sklenikem hornim a dolnim. Presn¢ji, jak je ukazano v grafu
(Obr. 8), v hornim skleniku rostly rostliny obecné rychleji nez ve skleniku dolnim, s vyjimkou
mutanta pi4kf12 (SA[1]). Rychlejsi rast v hornim skleniku Ize pficist faktu, ze zde byly

rostliny dosvécovany umélym svétlem.
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Obrazek 8: Rozdily v rustu A. thaliana mezi hornim a dolnim sklenikem na KEBR.
Ukazka rastu vybranych genotypu ,,.SA-kolekce Arabidopsis thaliana péstovanych
v zemin€. Pro dolni sklenik n=6 (u WT n=14); horni sklenik n=3 (WT=8). Hodnoty sloupct
reprezentuji pramér a chybové usecky predstavuji smeérodatnou odchylku. Hvézdicky
znazornuji statisticky vyznamny rozdil v priméru rizice mezi rostlinami v dolnim a hornim
skleniku (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; oboustranny t-test). Zelena barva znazoriuje
jedince s niz§i koncentraci SA oproti WT. Cervena barva znazorfiuje jedince s vy§si
koncentraci SA oproti WT. Tmavsi odstin barvy predstavuje dolni sklenik, zatimco svétlejsi
odstin horni sklenik.

Fotografie, ze kterych jsme méfili velikost riizic, jsme pofidili v riznych intervalech
stafi rostlin: 6 tydnd, 7 tydna, 8 tydnt a 9 tydnd staré rostliny. Nejvétsi rozdil ve velikosti rizic
mezi jednotlivymi skleniky zacal v 8. tydnu stafi (Obr. 8). Pouze mutant pi4kf 152 (SA[1] )
nem¢l velikostn€ rozdilné ruzice ani v 9. tydnu. Obecné SA[1] mutanti vykazuji diive znaky
senescence, coz je v souladu i s literaturou (Janda, 2015). Z pozd¢jsich opakovani péstovani
»SA-kolekce™ v jiz kontrolovatelnych podminkach se nam také potvrdily informace, které

byly publikovany ve studii Pluharova (2019).
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4.2.1.2 Péstovani SA kolekce hydroponicky

Z naSeho péstovani kolekce hydroponicky vyslo najevo, ze vSichni mutanti SA[1] jsou
oproti WT vyrazn€ mensiho vzrastu (Obr. 9A). Ostatni mutanti SA[|]a SA[WT] méli fenotyp
podobny WT. Podobné jako u zeminy se rozdil ve velikosti rizic mezi WT a SA[1] v prabéhu
Casu zveétSoval (Obr. 9B). Zde jsme fotografie pofizovali v intervalech stafi rostlin: 3 tydnda,
4 tydnd, 5 tydnt a 6 tydnt staré rostliny. Také zde se nam potvrdily informace, které byly
publikovany ve studii Pluhatova (2019).
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Obrazek 9: Vybrani mutanti ,,SA-kolekce“, kteri byli péstovani v hydroponii.
A) Reprezentativni fotografie ristu ,,SA-kolekce™ Arabidopsis thaliana péstovanych na
UMBR. Prezentované rostliny byly 6 tydnd staré. B) Porovnani vybranych jedinct z ,,SA-
kolekce®, ktefi byli péstovani v hydroponii. Pro 3. a 4. tyden n=3, pro 5. a 6. tyden n=1.
Hodnoty sloupct reprezentuji pramér a chybové tisecky predstavuji smérodatnou odchylku.
Z dtvodu nizkého poctu rostlin u 5. a 6. tydne jsme neprovadéli statistické vyhodnoceni.
Sediva barva a jeji odstiny znazoriiuje jedince WT nebo WT podobné z hlediska
koncentrace SA. Zelena barva a jeji odstiny znazoriiuje jedince s niz8i koncentraci SA
oproti WT. Cervena barva a jeji odstiny znazortiuje jedince s vys§i koncentraci SA oproti
WT.
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4.2.1.3 Péstovani ,,SA-kolekce* za sterilnich podminek

Béhem péstovani ,,SA-kolekce™ hydroponicky se béhem prvnich tydnt ristu rostliny
od sebe, z hlediska velikosti nadzemnich ¢asti rostlin, zdsadné€ neodliSovaly. Jakmile byly
rostliny starsi, zacala se mezi nimi viditelngji rozliSovat velikost riizice. Podobné chovani ristu
rostlin jsme zpozorovali také pii pé€stovani vybranych jedinct ,,SA-kolekce™ ve sterilnich
podminkach na ztuzeném médiu (plotny), kde jsme pofizovali snimky ristu rostlin Castéji nez

u jinych metod (Obr. 10).

1.tyden 2.tyden 3.tyden

Obrazek 10: Porovnani tirech ploten s vysazenymi vybranymi jedinci z ,,SA-kolekce*
v prubéhu tritydenniho péstovani.

4.2.1.4 Dlouhodobé péstovani ,,SA kolekce*

I presto, ze se mutanti lisili velikosti listové rizice, kvést zacali v podobnou, ne-li ve
stejnou dobu (Obr. 11A). Pouze mutant acd6 (SA[1]) nezacal kvést vibec. Pii péstovani
kolekce jsme si také povsSimli fialového zbarveni listi u WT, SA[|] a SA[WT] mutantu
(Obr. 11B).
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Obrazek 11: A) Kveteni u ,,SA-kolekce. Rostliny A. thaliana 10 tydna staré, péstované
ve skleniku. B) Zacatek fialovéni WT, SA[|] a SA[WT] mutant(. Rostliny byly 7 tydnt
staré a péstované v dolnim skleniku. Sediva barva znazoriiuje jedince WT nebo WT
podobné z hlediska koncentrace SA. Zelena barva znazorfiuje jedince s nizsi koncentraci
SA oproti WT. Cervena barva znazoriiuje jedince s vy$si koncentraci SA oproti WT.

4.2.2 ZvySena koncentrace SA inhibuje tvorbu anthokyanu

V prabéhu testovani rustu rostlin A. thaliana jsme si povsimli, ze SA[|] a SA[WT]
v pozdéjsich stadiich rastu vykazuji fialovéni, zatimco SA[1] nikoliv (Obr. 11B).
Z toho davodu jsme se u vybranych genotypt rozhodli na toto fialovéni zaméfit a sledovat
moznost inhibice tvorby anthokyanti skrze zvySenou koncentraci SA. V literatufe jsme nalezli
(Zou, 2017) dvé chemicky indukovatelné podminky tvorby anthokyan (7% sacharéza;
40 uM kinetin).

Pro jednoduchost jsme zacali s rostlinami péstovanymi za sterilnich podminek na
Petriho misce. Tvorbu anthokyani jsme indukovali pomoci MS média s obsahem

7% sacharozy (kontrola obsahuje 1% sachar6zu) nebo s zivnym roztokem obsahujici
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40 uM kinetin. Analyzovali jsme, jak fialovéni, tak rdst semenackd. Diky pravidelnému
pofizovani snimkt a pozorovani Petriho misek s nasazenou , SA-kolekci“ je patrné, Ze na
MS médiu s 1% sachardzou rostliny nezacaly fialovét (Obr. 12A). V piipadé MS média se 7%
sachar6zou (Obr. 12B) byla syntéza anthokyant indukovana u vSech jedinct za kazdého
opakovani. V tomto typu péstovani nemél kinetin velky vyznam na indukci anthokyant
v rostlinach (Obr. 12C). Tato data byla vyhodnocena pouze vizualné z pravidelnych snimka
skenovani. V budoucnu bude zapotiebi zhodnotit obsah anthokyant za téchto podminek také

pomoci spektrofotometrické metody.

A

Obrazek 12: Vybrani mutanti ,,SA-kolekce* péstovani za sterilnich podminek na
Petriho miskach. A) péstovani na MS médiu s 1% sachardzou, B) péstovani na MS médiu
s 7% sachar6zou, C) péstovani na MS médiu s 1% sachar6zou a 40 uM kinetinem

U rostlin péstovanych v zemin€ neni jednoduché osetfeni 7% sachar6zou ¢i 40uM
kinetinem. Pravdépodobné by se musely rostliny oSetfovat infiltraci pifimo do listu, nebo
s vyuzitim vakuové infiltrace. Proto jsme se rozhodli testovat efekt 40uM kinetinu u rostlin
péstovanych hydroponicky. OSetfovali jsme tak, Ze kinetin byl pfidan do ristového média,
tedy oSetfeni probihalo ke kofenim a nebyla jim pifimo ovlivnéna razice. Po oSetfeni
40 uM kinetinem, bylo fialovéni vizualné zfetelné jiz po tydnu od aplikace (Obr. 13A)
s porovnanim s jedinci bez kontaktu s kinetinem. Pouze mutant pi4kf 132 (SA[1]) nezfialovél,
jak dokazuji i vysledky ze spektrofotometru (Obr. 13B). U jedinca, ke kterym byl ptidan
kinetin, méli mnozstvi anthokyant vyssi v porovnani s jedinci (stejného genotypu), ke kterym
ptidan nebyl. Jediny mutant pi4kf3 152 (SA[1]) nebyl fialovy ani poté, co se dostal do kontaktu

s kinetinem. To znaci SA negativni regulaci mnozstvi anthokyant.
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Obrazek 13: Porovnani rostlin péstovanych v hydroponii sindukci syntézy
anthokyanu kinetinem a bez indukce. A) Reprezentativni rostliny byly 5 tydnt staré,
1 tyden po aplikaci kinetinu. Ve fialovém obdélniku jsou jedinci oSetieni kinetinem. B) Graf
porovnavajici mnozstvi anthokyani indukované kinetinem a bez indukce. Hodnoty
reprezentuji pramér a chybové tseCky smérodatnou odchylku. Rostliny s indukci kinetinem
n=4 (sloupecky se vzorem), rostliny bez indukce syntézy anthokyanti n=2 (sloupecky bez
vzoru). Cerna barva znazoriiuje jedince WT. Zelena barva znazorfiuje jedince s nizs
koncentraci SA oproti WT. Cervena barva znazortiuje jedince s vy3si koncentraci SA oproti
WT.

4.2.3 ZvySena koncentrace SA vede ke zméné funkce praduchu

Drivéjsi experimenty ukazaly, Ze oSetfeni SA vede k uzavieni pruducht (Bharat, 2021;
Melotto, 2006; Lee, 1998; Khokon, 2011). Vzdy toto zji§téni bylo odvozeno na zakladé méteni
velikosti §térbiny mezi svéracimi buiikami. Rozhodli jsme se zaméfit na efekt endogenné
produkované SA (s vyuzitim ,,SA kolekce“) na uzavienost (funkci) priduchu, a to jinymi

technikami, nez je uzavienost Stérbiny.
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4.2.3.1 Mutanti se zvySenou koncentraci SA vykazuji vyssi teplotu lista

Transpirace skrze priduchy mimo jiné reguluje teplotu listd. Obecné plati, ze ¢im vice
jsou pruduchy uzaviené, tim je teplota listu vyssi. Oteviené pruduchy umoziuji odpatrovani
vodni pary, skupenské teplo potiebné k pfeméné vody ve vodni paru se odnima z povrchu listu
a vede tak k jeho ochlazovani. Uzavienim praducht dojde k omezeni vyparu (transpirace)
alist se tak na svétle zahfiva. Pro analyzu miry uzavienosti praducht jsme tedy vybrané
jedince péstované hydroponicky vyfotografovali pomoci termokamery. Analyzovali jsme
3 rostliny od kazdého genotypu, urcili prumérnou teplotu z celych listovych razic a vypocetli
prumérmou teplotu pro kazdého mutanta. Z fotografii (Obr. 14A) je patrné, ze mutanti
s vys§im obsahem SA (fahl/fah2, bonl-1, pik4kp1p2) maji vyssi teplotu oproti WT.
Statisticky ovSem vySel prikazny rozdil teploty oproti WT pouze u mutantd fahl/fah2
a pik4kp 162 (Obr. 14B). Zde byl zjistén rozdil v teplote listd vice nez 1°C. U ostatnich jedinct
s niz§i nebo podobnou koncentraci SA jako WT se statisticky neprokazal teplotni rozdil

v porovnani s WT.

35



3
- 5N

Teplota [°C]

- ® £y EoQ R o= oo
=€ =8¢ 2§ 53¢ 2% 323
= ko X S Q =
X X < 7} <
& g = &

(U] NG

§ 5

= Q

Obrazek 14: Rozdily v teploté listi vybranych genotypu ,,SA-kolekce* péstovanych
hydroponicky. Stydenni rostliny A. thaliana. A) Reprezentativni infraervené snimky.
B) Vyhodnoceni teplot ze tfi rostlin, kdy byl vzdy mutantni genotyp porovnavan (vyfocen)
spolu s kontrolni rostlinou (WT). Hodnoty znazoriuji prumér a chybové usecky
smérodatnou odchylku ze tifi nezéavislych rostlin. Hvézdicka znaci statisticky vyznamny
rozdil mezi WT a mutantem (*p<0,05; oboustranny studentiv t-test). Sediva barva a jeji
odstiny znazornuje jedince WT nebo WT podobné z hlediska koncentrace SA. Zelena barva
a jeji odstiny znazorfiuje jedince s niz§ koncentraci SA oproti WT. Cervena barva a jeji
odstiny znazorruje jedince s vyssi koncentraci SA oproti WT.
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4.2.3.2 Cinnost priduchi je inhibovana zvySenou koncentraci SA
Spolecné s vysledky dokazujici vliv SA na teplotu listu, jsme se rozhodli zjistit,
zda zvysené koncentrace SA ovliviiuji také Cinnost priduchd. Proto jsme vyuzili pfistroj LI-
COR 6800 pro gazometrickou analyzu. Z téchto dat jsme schopni urcit rychlost fotosyntézy
(A), vodivost priducht (gsw) a vypocitat pribliznou vnitini koncentraci CO2 v mezibunééném
prostoru listu (Cj). A, gsw 1 Ci bylo zméfeno vzdy u Ctyfech rostlin od genotypu, z ¢ehoz se

nasledné vypocital primeér.

Pro dalsi metodu, ktera by nam pomohla zjistit stav obsahu CO> uvnitf listu, jsme se
rozhodli vyuzit analyzu obsahu izotopu '*C pomoci metody IRMS. Mnozstvi izotopu '*C nam
pomiize poukazat na relativni mnozstvi CO2 v rostling. Pokud je naméfeno vice izotopu '°C,

znamena to, ze v rostlinném pletivu je k dispozici méné CO: oproti kontrole.

Vodivost pruducha

Nejdiive jsme zméfili vodivost priduchti (gsw). VSichni mutanti s vys$si koncentraci SA
(pik4kp 12, bonl-1, fahl/fah2) méli nizsi vodivost pruduchd, a to zejména v polovin€ Case
meéteni. Mutanti NahG/pik4kf1p2 (SA[WT]) a NahG (SA[l]), ale také WT vykazovali
rychlejsi narast vodivosti praduchti oproti jedincim s vyssi koncentraci SA (pik4kf 152, bonl-
1, fahl/fah?2), kde byl narast pomalejsi (Obr. 15).
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Obrazek 15: Gazometricka analyza vybranych genotypu ,,SA-kolekce* - vodivost
pruduchu v ¢ase [gsw]. Rostliny A. thaliana byly péstovany hydroponicky. Stafi rostlin 6
tydnd. Jedna se o priméry ze &tyf méfenych rostlin. Sediva barva a jeji odstiny znazorfiuje
jedince WT nebo WT podobné z hlediska koncentrace SA. Zelena barva a jeji odstiny
znazortiuje jedince s niz§i koncentraci SA oproti WT. Cervena barva a jeji odstiny
znazoriuje jedince s vyssi koncentraci SA oproti WT.
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Rychlost fotosyntézy

Jako dalsi jsme zméfili rychlost fotosyntézy (A) (Obr. 16). Z téchto vysledki je
ziejmé, ze mutanti pik4kf 152, bonl-1, fahl/fah2 (SA[1]) méli o nékolik fada nizsi rychlost
fotosyntézy nez WT. Mutant NahG (SA[]]) vykazoval nejvyssi hodnoty rychlosti fotosyntézy
ze vSech mutanti. VSichni mutanti, ktefi maji podobnou nebo stejnou koncentraci SA jako
WT (NahG/pik4kp1p2, bonl-1/sncl-11) a WT, meli vySsi rychlost fotosyntézy nez mutanti
s vyssi koncentraci SA (pik4kf 12, bonl-1, fahl/fah?2), ale niz8i nez mutant SA[| ]
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Obrazek 16: Gazometricka analyza vybranych genotypu ,,SA-kolekce®“ - rychlost
fotosyntézy v ¢ase [A]. Rostliny A. thaliana byly péstovany hydroponicky. Stafi rostlin 6
tydnd. Jedna se o praiméry ze ¢ty méfenych rostlin. Sediva barva a jeji odstiny znazoriuje
jedince WT nebo WT podobné z hlediska koncentrace SA. Zelena barva a jeji odstiny

znazorfiuje jedince s nizs§i koncentraci SA oproti WT. Cervend barva a jeji odstiny
znazoriuje jedince s vyssi koncentraci SA oproti WT.

Vnitini koncentrace CO»

Dale jsme méfili koncentraci CO2 ve vybraném listu (C;). Mutanti SA[1] se pohybovali
ve vys$Sich hodnotach Ci. Pouze mutant pik4kf 152 (SA[1] ) mél hodnoty vnitini koncentrace
CO2 nizsi oproti ostatnim mutantim s vys$si koncentraci SA, ale podobnou s SA[WT], SA[]]
a WT. Mutanti SA[WT] a SA[|] méli podobné hodnoty jako WT (Obr. 17).
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Obrazek 17: Gazometricka analyza vybranych genotypu ,,SA-kolekce* — vnitini
koncentrace CO: v ¢ase (Ci). Rostliny A. thaliana byly péstovany hydroponicky. Stari
rostlin 6 tydnd. Jedna se o praméry ze &tyi mé&fenych rostlin. Sediva barva a jeji odstiny
znazoriuje jedince WT nebo WT podobné z hlediska koncentrace SA. Zelen4 barva a jeji
odstiny znazoriiuje jedince s nizsi koncentraci SA oproti WT. Cervena barva a jeji odstiny
znazoriuje jedince s vyssi koncentraci SA oproti WT.

Obsah izotopu ’C

Obsah izotopu '>C jsme méfili v rostlinné susing. Jedinci s vy§si koncentraci SA

(pik4kB1p2, bonl- 1, fahl/fah2,) méli vyssi hodnoty izotopu '*C nez WT a dal$i mutanti
sjinak pozménénou koncentraci SA. Jedinci SA[WT] (NahG, NahG /pik4kp1p2,
bonl- 1/sncl-11) se s obsahem izotopu '*C oproti WT nelisili. Nase vysledky ukazuji, ze vy§si
koncentrace SA obecné koreluje s vy$§§imi hodnotami poméru izotopu *C viéi izotopu 2C

(Obr. 18).
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Obrizek 18: Hodnoty poméru izotopu *C a izotopu >C z IRMS méFeni suSiny listu.
Stydenni rostliny A. thaliana péstované v zemin€. Hodnoty pfedstavuji pramér a chybové
usecky smeérodatnou odchylku z n=4. Rizna pismena znazorfiuji statisticky vyznamnou
odchylku (p<0,05; One-way ANOVA nasledovana Tukey post hoc testem). Sediva barva a
jeji odstiny znazortiuje jedince WT nebo WT podobné z hlediska koncentrace SA. Zelena
barva a jeji odstiny znazoriiuje jedince s niz§i koncentraci SA oproti WT. Cervena barva a
jeji odstiny znazornuje jedince s vyssi koncentraci SA oproti WT.

Z vysledkid, které jsme z méfeni ziskali, lze usoudit, Ze rostliny se zvySenou
koncentraci SA maji ovlivnénou ¢innost a pravdépodobné i vyssi uzavienost pruduchd, coz se

dopliiuje s méfenim pomoci termokamery (Obr. 14).

4.2.4 Zména koncentrace SA nema primy vliv na fluorescenci chlorofylu

Jak bylo zminéno (kap. 2.1), svétlo dopada na chloroplasty ulozené v rostlinné
epidermis listu. Nasledné zde dochazi k absorpci energie, excitaci fotosyntetického barviva
chlorofylu, ktera je vyuzivana k syntéze potiebnych latek pro rostlinu (Trebst, 1974).
SouCasné jsme zminili, Ze oSetfeni rostlin vy$simi koncentracemi SA ovliviluje aktivitu
fotosyntézy (Pancheva, 1996; Janda, 2014; Poor, 2019; Fariduddin, 2003), ale i méni strukturu
chloroplastu ¢i snizuje obsah chlorofylu (Pancheva, 1996; Uzunova, 2000). Rozhodli jsme se
analyzovat na nasi ,,SA-kolekci“ také fluorescenci chlorofylu. Jako parametry, vypovidajici
o fotosyntetickém stavu rostliny, z fluorescence chlorofylu, jsme zvolili kvantovy vytézek

PSII fotochemie (QY) a nefotochemické zhaseni (NPQ) (Maxwell, 2000).

Z vysledkd méfeni NPQ v ustaleném stavu (NPQ_Lss) je ziejmé (Obr. 19A), ze
hodnoty u mutantd SA[|] a SA[WT] byly podobné hodnotam WT. Pouze mutant NahG
/pik4kp 12 (SA[WT]) mél vyssi hodnoty NPQ v porovnani s WT. Tyto hodnoty byly 1 vyssi

v porovnani se v§emi ostatnimi mutanty. VSichni mutanti SA[1] méli podobné hodnoty s WT.
40



Z analyzy maximalniho kvantového vytézku PSII fotochemie (QY_max) nam nevysly
signifikantni rozdily. VSichni mutanti s niz§i, vy§si nebo podobnou koncentraci SA jako WT

m¢éli podobné hodnoty v porovnani s WT (Obr. 19B).
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Obrazek 19: Analyza fluorescence chlorofylu. Rostliny A. thaliana byly péstovany
v kontrolovanych podminkach v UMBR v zeming, analyzovany v 7. tydnu staii. A) Analyza
nefotochemického zhaSeni v ustdleném stavu (NPQ Lss). B) Analyza maximalniho
kvantového vytézku PSII fotochemie (QY_ max). Hodnoty reprezentuje pramér a chybové
useCky smeérodatna odchylka (n=4). Obé analyzy byly zméfeny na totoznych rostlinach.
Rizna pismena znazoriuji statisticky vyznamnou odchylku (p<0,05; One-way ANOVA
nasledovana Tukey post hoc testem). Sediva barva a jeji odstiny znazoriiuje jedince WT nebo
WT podobné z hlediska koncentrace SA. Zelena barva a jeji odstiny znazorfiuje jedince
s niz§i koncentraci SA oproti WT. Cervena barva a jeji odstiny znazortiuje jedince s vy$si
koncentraci SA oproti WT.

4.2.5 Koncentrace SA primo neovliviiuje hustotu pruduchu

Na zakladé nasich vysledka dokazujicich vliv SA na funkci praducht, jsme se rozhodli
zjistit, zda SA nema vliv na vlastni vyvoj priduchi. Tedy zda mezi jedinci z ,,SA-kolekce*
je rozdil v hustoté praducht. Z vysledka (Obr. 20) je patrné, Ze se pocet praduchti na plochu
listu 1i§il mezi dolni (adaxialni) a horni (abaxialni) stranou listu. Na adaxialni strané listu
je vétsinou méné pruduchi nez na abaxialni.

Mezi testovanymi mutanty jsme pozorovali rozdily v hustoté priducht. Mutant NahG
(SA[l]) mél méné praduchi nez WT. Mutanti fahl/fah2 a pik4kf12 (SA[1]) méli vice
pruducht nez WT. Mutant cprl (SA[1]) mél vyssi pocet praduchti oproti WT na horni strané

listu. Na dolni stran€ listu byl u c¢prl pocet pruduchu stejny s WT. U jedince fahl/fah2 (SA[1])

vysly vysledky velmi rozdilné oproti ostatnim mutantim s vysokou koncentraci SA.
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Mél vice praducht nez vSichni ostatni jedinci. Mutant bonl-1 (SA[1]) méli podobné mnozstvi
pruducht jako WT. Nase vysledky dohromady ukazuji na to, ze zmény v hustoté pruducha
pozorované u pik4kf1f2 a fahl/fah2 nebyly pravdépodobné zptsobeny piimo zvySenou
koncentraci SA. Bylo neobvyklé, Ze se u mutanta fahl/fah2 ukazalo vice priduchi na
adaxialni stran€ listu v porovnani s abaxialni stranou listu (Obr. 20A). Podobné tomu tak bylo
u mutanta pik4kf 152 (SA[1]), ktery mé€l na obou stranach listu stejné mnozstvi pruducha.
Statisticky ovS§em vysly prukazné pouze rozdily v poctu priducht mezi horni ¢asti listu a dolni
casti listu u WT. Rozdil v poctu praducha oproti WT se staticky potvrdil pouze u mutanta
fahl/fah2 na abaxialni strané listu a u mutanta cpr/ pouze na adaxialni Casti listu (Obr. 20B).
Jsme si védomi, ze pro lep§i zavéry bude nutno toto méfeni zopakovat, a to s vicero rostlinami

(listy).
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Obrazek 20: Porovnani po¢tu pruduchia u vybranych genotypu z ,,SA kolekce*.
Rostliny staré 7 tydna, péstované v zeminé v hornim skleniku. A) Porovnani hustoty
pruducht mezi horni a dolni stranou listu u vybranych genotypu. B) Celkové porovnani
hustoty praduchti mezi horni a dolni stranou listu. A a B vychazi ze stejného setu dat (n=3).
Hodnoty znazorfiuji primér a chybové usecky smeérodatnou odchylku. Hvézdicka znaci
statisticky vyznamny rozdil (*p<0,05; oboustranny studentiv t-test). Sediva barva a jeji
odstiny znazoriuje jedince WT nebo WT podobné z hlediska koncentrace SA. Zelena barva
a jeji odstiny znazorfiuje jedince s niz8i koncentraci SA oproti WT. Cervena barva a jeji
odstiny znazorruje jedince s vyssi koncentraci SA oproti WT.
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5 Diskuse

5.1 Zavedeni péstovani ,,SA-kolekce* v nasi laboratori

Protoze nase laboratot byla nova na Katedre experimentalni biologie rostlin JU a véd¢li
jsme, ze jednim z vyzkumnych témat v laboratofi bude , kyselina salicylova v rostlinach®,
bylo nutné zavést péstovani ,,SA-kolekce™. Tu jsme méli k dispozici diky zapojeni mého
skolitele do jeji tvorby na Ustavu experimentalni botaniky AV CR v Praze (Pluhafova, 2019).
Danou kolekci jsme péstovali tfemi moznymi zpusoby a u vSech se potvrdily fenotypové

rozdily mezi jedinci podobng, jak bylo publikovano ve studii Pluhatova (2019).

Potvrdili jsme, ze i v naSich (riznych) péstebnich podminkach SA negativné ovliviiuje
rast rostlin (Obr. 7,9, 10). U vSech jedinct SA[1] jsme zaznamenali maly vzrist nadzemnich
Casti rostlin v porovnani s WT. U mutanti SA[|] a SA[WT] nebyly rozméry razic odlisné od
WT.

Pozorovali jsme ovSem také rozdily ve velikosti nadzemnich Casti rostlin mezi
péstovanim v dolnim a hornim skleniku (Obr. 8). Obecné v hornim skleniku rostly rostliny
rychleji. Také podminky v hornim skleniku vice prohlubovaly rozdil ve vzristu mezi SA[1]
a WT. Zejména tak u mutanta pi4kf1f2. Rozdily v ristu za odlisnych podminek byly zminény
i v jinych studiich (Pluhatové, 2019; Sasek, 2014; Mateo, 2006).

Diky nasemu pravidelnému zaznamenavani rastu ,,SA-kolekce™ jsme si také povsimli,
ze nadzemni Casti rostlin mutantd jsou do urcitého obdobi stafi velikostné podobné, a to za
vSech podminek péstovani (Obr. 10). Vysvétlujeme si to syntézou SA indukovanou az od
urcitého stafi rostliny a postupnému prohlubovani jejiho vlivu v Case, coz je zminéno také ve
studii Sasek (2014). Je tedy mozné, e v mladych semenadkach syntéze SA brani jina
latka/mechanismus, nebo naopak neni dostatek urcité latky/energie pro indukci syntézy SA,
nebo se stimuly k tvorbé SA objevuji az v prub€hu vyvoje. Je znamo, ze mutanti SA[?]
podléhaji diivéjsimu starnuti (Zhang, 2013). SA totiz hraje roli ve starnuti rostlin, senescenci.
Je tedy mozné, ze v obdobi, kdy se zaCne syntetizovat SA, se rostlina vice soustiedi na obranu
a pozdéji dochazi zejména k jejimu starnuti, takze nestihne dodavat vice energie do samotného
ristu. Studie Sasek (2014) porovnavala kinetiku ristu a exprese PRI geni u WT a mutanta
pi4kp1p2 (konstitutivné exprimuje SA a PRI geny). Na zakladé aproximace s markerovymi
geny byli v této studii schopni analyzovat, ze v prubéhu Casu se obsah SA zvySoval vice
v porovnani s WT. Spole¢né s tim se zacal zvétSovat rozdil ve velikosti rizice nadzemich ¢asti

rostliny mezi mutantem a WT.
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Do budoucna je nutné u rostlin z ,,SA-kolekce* stanovit koncentraci SA 1 za naSich
péstebnich podminek a idealn€ analyzovat detailné kinetiku obsahu SA béhem rtstu rostlin.
Vysledky z této analyzy by nas poté mohly pomoci priblizit k pti¢in€ negativniho vlivu SA na

rust rostlin.

5.2 Vysoka koncentrace SA inhibuje tvorbu anthokyanu

Pii péstovani , SA-kolekce™ jsme si pov§imli, ze za stresovych podminek (vysoka
intenzita svétla ¢i sucho — nechténé zapricinéné) zacaly rostliny fialovét s vyjimkou mutantd
SA[1] (Obr. 11B). Toto zjisténi bylo pro nas velmi piekvapivé. Rozhodli jsme se tedy

analyzovat vliv vyssi koncentrace SA na syntézu anthokyanti v rostling.

Mnozstvi anthokyant se zvySuje za vybranych stresovych podminek, napfiklad pfi
vysoké intenzité svétla (Andersen, 2010; Lee, 2002; Qiu, 2016; Sperdouli, 2012). Pro zjisténi,
zda vy$si koncentrace SA ovliviiuje syntézu anthokyant, jsme zah4jili nejdiive péstovani za
sterilnich podminek na Petriho miskach. Tuto formu péstovani jsme zvolili, protoze za téchto
podminek je péstovani a oSetfeni rostlin velmi jednoduché a v dané dobé pro nas predstavovala
nejvice kontrolované podminky rustu (nemeéli jsme jesté pristup ke kultivaénim boxtim na

UMBR).

Tvorbu anthokyanti jsme v tomto ptipadé indukovali pomoci MS média s obsahem 7%
sacharozy (kontrola obsahuje 1% sachardzy) nebo s pfidavkem 40 pM kinetinu ke
kontrolnimu médiu, na kterém rostliny rostly. Timto oSetfenim jsme se inspirovali ve studii
Zou (2017), kde ukazali, ze se jedna o podminky indukujici tvorbu anthokyant. U tohoto
péstovani rostlin za sterilnich podminek v Petriho miskach nase hypotéza nebyla zcela
potvrzena. Indukci tvorby anthokyant zde spiSe zapficila vyssi koncentrace sacharozy nez
samotny kinetin (Obr. 12). To pfisuzujeme mozné degradaci kinetinu z MS média beéhem ¢asu
rastu, a tim zamezeni indukce syntézy anthokyanti pomoci (jiz) chybé&jiciho kinetinu.
Presnou pficinu ovSem nejsme zatim schopni zcela urcit. Tato data byla zhodnocena pouze
z pravidelnych snimkd skenu. V budoucnu bude zapotiebi zhodnotit mnozstvi anthokyant

u péstovani za téchto podminek také pomoci spektrofotometrické metody.

V prabéhu péstovani rostlin za sterilnich podminek jsme ziskali i pfistup do
kultivagnich boxa s kontrolovanymi podminkami na UMBR. Rozhodli jsme se tedy otestovat
vliv SA na syntézu anthokyant také za nesterilnich podminek. ProtoZe by nebylo jednoduché
oSetfeni 40uM kinetinem u rostlin péstovanych v zeming, rozhodli jsme se, tento vliv sledovat

u rostlin péstovanych hydroponicky. Zde byl kinetin pfidan tak, aby rustové médium
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obsahovalo 40 uM kinetin. V tomto pifipadé se naSe hypotéza potvrdila. Fialovéni rostlin
(SA[]] a SA[WT]) po osetfeni 40 uM kinetinem, bylo zfetelné jiz po tydnu od aplikace
(Obr. 13A). Naopak vSichni mutanti s vyssi koncentraci SA meéli inhibovanou syntézu
anthokyani. Zde nam naSe vysledky potvrdila i spektrofotometricka analyza mnozstvi

anthokyant (Obr. 13B).

Nasi hypotézou, jak by mohla SA inhibovat syntézu anthokyant, je mozny prekryv
biosyntetickych drah SA a anthokyant (Andersen, 2010; Buchanan, 2015). Dals§i moznosti je,
ze SA, jako molekula, nebo signalni kaskada vyvolana jeji vysokou produkci, inhibuji tvorbu
anthokyant. Do budoucna by bylo vhodné otestovat tento trend takeé u ostatnich jedinct z ,,SA-
kolekce. Napt. mutant NahG/pi4kf 12 by byla vhodnym néstrojem k zji§téni, zda za inhibici
tvorby anthokyanti muze prekryv biosyntetickych drah ¢i nikoliv. Dale by bylo zajimavé se
zaméfit na podminky rustu ¢i indukci anthokyant jinymi ristovymi podminkami (zména
délky dne, intenzita ozafeni) €i jinymi latkami (sachar6za). Je nam jasné, ze pocet pouzitych
vzorkt byl maly (n=2). Rozdil mezi SA[1] a WT byl ale natolik velky, ze témto vysledkim

véfime. Do budoucna je ovSem zapotiebi tento pokus zopakovat s vét§im poctem vzorkd.

5.3 Zvysena koncentrace SA ovliviiuje funkci priduchi, a tim i vyménu plyni
a fotosyntézu

Diky nasim vysledkiim z analyzy ristu, které potvrzuji negativni vliv SA na rast
rostlin, jsme narazili na otazku, ¢im by SA mohla rist inhibovat. Obecné piijata hypotéza fika,
Ze urCité mnozstvi energie potiebné pro rist je u SA[1] mutanti vice vyuzivano k obranné
rostlin. Mechanismus, jakym by SA mohla rust inhibovat, ale stale neni zcela znam. Nasi teorii
je, ze by v této inhibici mohly hrat roli priduchy. Vime, Ze exogennim oSetfenim SA (Bharat,
2021; Melotto, 2006), ale také u mutantti s vyssi koncentraci SA (Okuma, 2014; Miura, 2013),
se indukuje uzavieni praduchii. Nabizi se hypotéza, zda indukci uzavieni pruduchi nedochazi
k zamezeni dostateCného pfisunu CO2, a tim je snizena aktivita fotosyntézy. Snizenou
aktivitou fotosyntézy by byla omezena produkce dulezitych latek pro rostlinny rast. Tim by
rostlina neméla z Ceho Cerpat energii pro spravny rast a jeji nadzemni ¢asti by oproti rostlinam
bez tohoto omezeni byly mensi. Zaméfily jsme se proto na vliv SA na funkci pruduchi a dale
také na mnozstvi plynd v rostlinném pletivu a aktivité fotosyntézy u nasi ,, SA-kolekce™

mutant s endogenné zménénou koncentraci SA.

Nejdiive jsme se rozhodli zjistit, zda mutanti maji ovlivnénou funkci praducha.
Obecné plati, ze ¢im vice jsou priaduchy uzavienéjsi, tim je teplota listu vyssi (Taiz, 2018).

Proto jsme se rozhodli vyfotografovat mutanty IR kamerou pro zjisténi teploty nadzemnich
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Casti rostlin. Jesté pred zhotoveni snimkd jsme rostliny vystavili vysoké intenzité svétla pro
dosazeni znatelnéjsi vysledkt. Nase vysledky ukazaly, ze mutanti SA[1] maji vysSi teploty
v porovnani s WT (Obr. 14). I pfesto, Ze statisticky vySel prukazny rozdil teploty oproti WT
pouze u mutantd fahl/fah2 a pik4kf 152, ve ttech nasledujicich biologickych opakovanich, se
nam rozdil teplot oproti WT potvrdil také u bonl-1 (SA[1]) (data nejsou poskytnuta).
To ukazuje na to, ze endogenni nadprodukce SA ovliviiyje funkei a regulaci otevirani/zavirani
pruduchti. Pravdépodobné jsou vice zaviené. Ve studii Raskin (1989) ukazali, ze ¢im vyssi
hladila SA u termogenni rostliny (Sauromatum guttatum Schott) byla (v tomto ptfipadée si
rostlina SA syntetizovala sama), tim se zvySovala i teplota rostliny. Zde tento jev s praduchy
ovSem nespojovali. Uzavieni priducht vy$simi koncentracemi SA u mutantt, je uvedeno také
ve studiich Miura (2013) a Okuma (2014). Zde testovali mutanty cpr5 a acd6 SA[?1], u kterych
zjistili indukci uzavieni priduchd. V obou publikaci také zjistili, ze po vneseni NahG (SA[]])
do ¢cpr5 nebo acd6 (SA[1]), byla inhibovana indukce zavieni praducht. Tedy potvrdili vliv
SA na uzavfeni pruduchi. Je také dilezité zminit, ze v téchto studiich analyzovali uzavieni
pruducht méfenim praduchové §té€rbiny. Zminéné mutanty jsme v nasi studii netestovali, jsou
ovSem k dispozici v nasi kolekci. V budoucnu bychom tedy chtéli otestovat vliv SA na
uzavfeni praducht pomoci SA na zbylych jedincich ,,SA-kolekce™ pro potvrzeni dat z téchto
studii. Soucasnou slabinou provedenych experimenti byl nizky pocet rostlin v jednotlivych
opakovanich (n=3). S cilem jednozna¢ného prokazani zminéného efektu by se melo

analyzovat alespon 9 rostlin od daného genotypu v ramci jednoho biologického opakovani.

Z literatury vime, ze exogennim oSetfenim SA (Podr, 2019; Fariduddin, 2003), ale také
endogennimi zménami koncentraci SA vrostliné (Mateo, 2006; Wang, 2019;
Pluhatova, 2019), byly ovlivnény fotosyntetické procesy. Bylo také naznaCeno, ze by
oSetfenim SA mohla byt snizena celkova asimilace CO2 (Pancheva, 1996). Na zakladé téchto
informaci jsme se rozhodli otestovat na nasi ,,SA-kolekci“ mutanti vliv endogenné zvysené
koncentrace SA na vyménu plyni a fotosyntézu. Pomoci gazometrie jsme byli schopni urcit
rychlost fotosyntézy (A), vodivost priducht (gsw) a vnitini koncentraci CO2 v mezibunécném

prostoru listu (C;).

Meéfeni rychlosti fotosyntézy ukazalo, ze mutanti SA[1] maji pomalejsi fotosyntézu
(nizsi A) (Obr. 16). Zatimco mutanti SA[|] a SA[WT] se pohybovali podobné v rozmezi WT.
Vliv SA potvrzuji 1 data z jinych studii, uvadejici vliv zvySené exogenni koncentrace SA na
snizeni rychlosti fotosyntézy (Maslenkova, 2014; Poor, 2019; Fariduddin, 2003;
Pancheva 1996). NaSe data, o nizS§i rychlosti fotosyntézy u SA[1], se shoduji se studii
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Wang (2019). Zde ovSem vliv SA testovali na mutantovi snc/-1 (SA[1]). Do budoucna

bychom chtéli tuto analyzu zopakovat i na dalSich jedincich z ,,SA-kolekce* mutanta.

Vodivost praduchti (gsw) byla nejnizsi u SA[1]. Obecné mutanti SA[1], v porovnani
s jinymi mutanty, méli pomalejsi nartst vodivosti priuduchti v zavislosti na svétle poté, co byli
aklimatizovani na tmu (Obr. 15). Pfisuzujeme to mensi schopnosti adaptace na zménu
svételnych podminek u SA[1]. Pokud vyssi koncentrace SA indukuje zavirani praduchu
(Bharat, 2021; Melotto, 2006; Miura, 2013; Okuma, 2014), nebo se muze jednat o inhibici
jejich otevirani, zabrariuje rostliné a zejména pruduchiim pfizptsobit se podminkam, kterym

je rostlina vystavena.

Vypoctené hodnoty vnitini koncentrace CO2 v mezibunécném prostoru (C;) ukazaly,
ze mutanti SA[1], ve vétsiné piipadd, maji vyssi mnozstvi Ci v porovnani s WT (Obr. 17).
V tomto piipadé byly vysledky ovSem velmi variabilni. Pfisuzujeme to moznému stresu pii
manipulaci béhem meéfeni nebo nepatrného natrhnuti listu (z divodu malého vzristu).
Zatim si, ale v souvislosti s dal§imi vysledky, nejsme schopni uplné vysvétlit pficinu.
Vysledky C; a rychlost fotosyntézy (Obr. 16, 17) by ukazovaly na vyrazné inhibovanou

fotosyntézu u SA[1] mutantd, kdy praduchy by v tomto ohledu nemusely hrat vyznamnou roli.

Data z analyzy IRMS nam ukazala (Obr. 18), ze mutanti SA[1] maji vétsi obsah
izotopu '*C v porovnani s WT. A mutanti SA[]]a SA[WT] se naopak od WT vyznamné nelisi.
To naznaduje vy$§i mnoZstvi izotopu '3C v rostlinné susin& u mutanti s vy$si koncentraci SA,
coz odpovida menSimu mnozstvi dostupného CO: v plastidech u téchto jedincu.
Vysledky z gow (Obr. 15), teploty listd (Obr. 14) a IRMS (Obr. 18) hovorii vcelku
jednoznacn€, ze SA[1] mutanti maji inhibovanou funkci priducht, resp. vliv SA na jejich
vy$si miru uzavienosti. Nase vysledky je nutné zopakovat a ovéfit, které z vysvétleni je

spravné, nebo zda neexistuje jiné vysvétleni, které nas zatim nenapadlo.

Jako dalsi parametry k zjisténi fotosyntetického stavu rostliny jsme zvolili kvantovy
vytézek PSII fotochemie (QY) a nefotochemické zhaseni (NPQ) (Maxwell, 2000) pomoci
analyzy fluorescence chlorofylu. Z nasich vysledki QY a NPQ nebyl patrny jasny trend mezi
jednotlivymi mutanty SA[1], SA[]], SA[WT] a WT (Obr. 19). Statistické rozdily se objevily
pouze u mutanta NahG /pik4kp182 (SA[WT]), ktery mél vyssi hodnoty (NPQ) v porovnani
s WT 1 ostatnimi testovanymi jedinci. Ve studii Mateo (2006) hodnoty NPQ vysly u SA[1]
mutantt (cpr5-1, cpr6-1 a dndl-1) vyssi v porovnani s WT. Na rozdil od této studie ve
Wang (2019) u mutanta sncl SA[1] naméfili niz§i hodnoty NPQ oproti WT. Nase namérené
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hodnoty se shoduji s vysledky NPQ ve studii Pluhatfova (2019), kde také testovali ,, SA-
kolekci“ mutantd. Zde hodnoty NPQ neprokazovaly signifikantni rozdily mezi mutanty s nizsi

¢i vySsi koncentraci SA.

Rozdilné chovani mutanta NahG /pik4kp12 (SA[WT]) si vysvétlujeme moznym
poskozenim rostliny pfi manipulaci nebo moznému vystaveni stresu (sucho, Spatné osvétleni).
Ke zvyseni NPQ totiz mize dojit v dasledkd procesti chranici list pred poskozenim nebo jako

disledek samotného poskozeni (Hendrickson, 2004).

Také hodnoty QY ve studii Pluhafova (2019) vysly podobné u vSech mutantt.
Z téchto vysledkd, kdy NPQ ani QY po zméfeni fluorescence chlorofylu nebyly odlisné,
usuzujeme, ze vyssi koncentrace SA nemaji zdsadni vliv na funkci chlorofylu, oproti studii
(Pancheva, 1996; Uzunova, 2000), kde oSetfovali povrch rostliny SA pouze exogenné
a ukazali jeji vliv na fotosyntézu. Do budoucna by bylo dobré tyto vysledky zopakovat
a vyvarovat se moznému poskozeni rostlin ¢i podrobeni abiotickému stresu. Také by bylo
dobré zméfit mnozstvi chlorofylu ¢i zanalyzovat morfologii chloroplasti, které bylo jiz

zminéno (Pancheva, 1996; Uzunova, 2000).

5.4 Zvysena koncentrace SA nema vliv na vyvoj pruduchu

Zjisténim, ze SA ovliviiuje mechanismus pruducht, a tim také vymeénu plynd
a rychlost fotosyntézy nas napadlo zanalyzovat, zda nema SA vliv také na samotny vyvoj
pruducht. Bunécné prechody ve vyvoji praduchi jsou regulovany transkripcnimi faktory
(BHLH, SPCH, MUTE a FAMA), které¢ mohou byt ovliviiovany i hormonalné (Qi, 2018).
V tom piipad€ nas zajimalo, zda mezi tyto hormony patfi i SA. Dalo by se predpokladat,
ze vyS$si koncentrace SA indukuje tvorbu praducht v rostlinné epidermis. SA totiz uzavira
pruduchy hlavné diky produkce ROS a oscilaci vapnikovych iontt v cytosolu (Khokon, 2010).
Zminéné ROS a vapnikové ionty, jsou hlavnimi regulatory vyvoje a pohybu pruduchid
(He, 2020). Mohli bychom tedy predpokladat, ze ovlivnénim produkce téchto sloucenin

pomoci snizeni i zvySeni koncentrace SA, bude mit vliv i na samotny vyvoj pruduchu.

Po analyze rastu ,,SA-kolekce jsme se rozhodli, ze hustotu praduchti budeme zkoumat
pouze u rostlin rostoucich v hornim skleniku. Zde nam vysledky ristu vychazely vice stabilné
a také zde byly vice kontrolované podminky (viz. kapitola 4.1.2 Zpusoby péstovani
A. thaliana). NaSe vysledky z analyzy hustoty praduchti byly nejednoznacné (Obr. 20).
Nékteti mutanti SA[1] (fahl/fah2, cprl) méli vice praducht oproti WT, ale jini (bonl-I,

pik4kp152) se od WT nelisili. To naznacuje, ze zmény v hustoté priaduchi nejsou zptisobeny
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pfimo zvySenou koncentraci SA, ale jsou zpusobené spiSe zménami zpusobené mutacemi
u jednotlivych mutanti. U vétSiny jedinct testovanych na hustotu priducht byl vyssi pocet
pruducht na spodni strané listu v porovnani s horni stranou listd. To je také v souladu
s literaturou (Mott, 1982; Cotthem, 1970). Jen u mutantQ pik4kf152 a fahl/fah2 tomu bylo
naopak. Tuto anomalii by stalo za to dale prostudovat, protoze u obou mutantti je ovlivnén
fosfolipidovy signalni systém. U fahl/fah2 produkce sfingolipid (Konig, 2012), u pik4kf 152
produkce fosfatidylinositol-4-fosfatu (Preuss, 2006). Produkce fosfolipidi by tak mohla mit

vliv na regulaci produkce praduchu.

Z naSich vysledki tedy neni patrné, ze SA pfimo ovliviluyje vyvoj pruducha.
ZamysSleli jsme se nad teorii opirajici se 0 zvySenou imunitu SA[1] mutantd. Mysleli jsme si,
ze rostliny s vy$§im obsahem SA budou mit vice praduchd, kvuli indukci zavirani praducha
pomoci SA, tak aby vyrovnaly ztraty prisunu CO»>. Naopak vzhledem k uloze SA v boji proti
napadeni patogeny, kde praduchy sehravaji aktivni roli (David, 2019), rostliny
naprogramované na zvyseni své obranyschopnosti proti patogentim, budou spise redukovat
pocet pruduchd, jako vstupnich bran pro patogen. Je ov§em mozné, Ze na vyvoj pruducht mély
z vetsi Casti vliv podminky prostiedi a mechanismy pozménéné danou mutaci u jedincl nez
vys$si koncentrace SA. V budoucnu bude zapotiebi tato data zopakovat, nejlépe s mutanty se
,zpétnou mutaci“ (napi. NahGlpik4kf1p2), ale také v lépe kontrolovanych rastovych
podminkach, které nyni mame k dispozici na UMBR.

Nase vysledky potvrdily negativni vliv SA na rust rostlin a také na funkci pruducht,
s ¢imz souviseji vysledky o nizsi vodivosti priiduchii, vyssiho obsahu izotopu '*C a také nizsi
rychlosti fotosyntézy u SA[1] mutanti. Pokud bychom potvrdili tato data i v dalSich
biologickych opakovanich, byli bychom schopni pfispét s vysledky, které by dokazovaly
negativni vliv SA na rust rostlin zpsobeny indukci uzavieni priducht. Popostoupili bychom
tim také k odpoveédi, jakym zpisobem SA inhibuje rast, diky které by se mohlo zadit zvazovat

pouziti SA v zemédélstvi.
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6 Zavér

Zavedli jsme péstovani ,, SA-kolekce™ na KEBR, PiF JU.

ZvySena koncentrace SA inhibuje tvorbu anthokyant.

Zvysena koncentrace SA vede ke zvySené teploté rostlin.

ZvySena koncentrace SA inhibuje priduchovou vodivost a rychlost fotosyntézy.
ZvySsena koncentrace SA omezuje dostupnost CO; v plastidech.

Mnozstvi priaduchti a fluorescence fotosyntézy nejsou pravdépodobné ovlivnény

vysokou koncentraci SA.
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Seznam priloh

Priloha cislo 1: Péstovani rostlin. A) v zeminé, B) hydroponicky, C) sterilné v Petriho
miskach na MS médiu (nahote pred vyjednocenim, dole po vyjednoceni)

Priloha ¢islo 2: Drceni rostlinného materidlu na Priloha c¢islo 3: Zhotoveny otisk listu
analyzu anthokyanti nalepeny na podloznim skle

Priloha ¢. 4: Stanoveni koncentrace CO:2 uvnitr listu. A) List uzavieny v komote LI-
COR pii gazometrickém méfeni. B) UsuSeny rostlinny materidl se dvéma drticimi
kuli¢kami, pro stanoveni izotopu *C.
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