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Suhrn

Stres je definovany ako Cinitel' Zivotného prostredia, ktory moéze vyvolat’ potencidlne
poskodenie v rastlinach. Rastliny su sesilné organizmy vystavované biotickym a abiotickym
stresom. Nemaju schopnost’ fyzicky uniknut’ pred nepriaznivymi vplyvmi prostredia, a preto si
vyvinuli zlozité¢ biochemické, molekuldrne a genetické mechanizmy, aby zabranili stresu.
V reakcii na vonkajsie prostredie su rastliny schopné spustit’ obrannu reakciu. V dnesnej dobe
je hlavnym problémom sucho a S tym spojené zasolenie pody, ale aj osmoticky stres, Ci
oxidativne poskodenie rastlin. Ciel'om tejto bakalarskej prace bolo sledovanie zmien pri kli¢eni
a raste koreniov Arabidopsis thaliana a porovnanie divokého typu Col-0 s transgénnymi liniami
PMAT-GFP (cytoplasmaticky fuzny protein s GFP) a Annl-GFP (annexin 1 znac¢eny s GFP
pod kontrolou vlastného promoétora) v podmienkach sol'ného a oxidativneho stresu. Na sol'ny
stres najcitlivejSie reagovala transgénna linia Ann1-GFP. Naproti tomu na oxidativny stres bola

transgénna linia Ann1-GFP najrezistentnejsia.

Dalsim cielom bolo $tudium zmien v expresii Ann1-GFP po pdsobeni solného stresu a
inhibitorov mikrotubulov s pouzitim konfokalnej laserovej mikroskopie na in vivo lokalizacie.
Aplikacia sol'ného stresu zvySovala a aplikacia inhibitorov znizovala intenzitu fluorescencie
Annl1-GFP. Vysledky z in vivo lokalizacie po pdsobeni so'ného stresu boli potvrdené pomocou

biochemickej immunoblotovej analyzy.

Pomocou imunofluorescenéného znacenia tubulinu metdédou ,,whole mount* bola sledovana
organizacia mikrotubulov v korefioch klicencov linie Ann1-GFP. V meristematickych bunkach

bola pozorovana normélna organizacia mitotickych mikrotubulov a bunkovych deleni.



Summary

Stress is defined as a factor that can cause potential damage to the plants. Plants are sessile
organisms exposed to biotic and abiotic stresses. They lack the ability to physically escape these
adverse environmental challenges, thus they have developed complex biochemical, molecular
and genetic mechanisms to prevent stress. Plants developed defense reaction in response to
surrounding environment. Nowadays, the main problem is drought and associated soil salinity,
but also osmotic and oxidative stress. The main aim of my bachelor thesis was monitoring
changes in germination and root growth of Arabidopsis thaliana and comparison of wild type
Col-0 with transgenic lines pMAT-GFP (cytoplasmic fusion protein with GFP) and Ann1-GFP
(annexin 1 labeled with GFP under the control of its own promoter) under conditions of salt
and oxidative stresses. Transgenic line Ann1-GFP responded most sensitively to the salt stress.

On the other hand, it was the most resistant to the oxidative stress.

Another goal was to study changes in the expression of Annl-GFP after application of salt
stress and microtubule inhibitors, using confocal laser microscopy for in vivo localization. Salt
application increased fluorescent intensity while microtubule inhibitors decreased fluorescence
intensity of Ann1-GFP. Moreover, overexpression of annexin 1 was detected in the transgenic

line using biochemical immunoblot analysis.

Organization of microtubules was studied in roots of Ann1-GFP line employing “whole mount”
immunofluorescent labeling of tubulin. Normal organization of mitotic microtubules and cell

divisions was observed in meristematic cells.
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1. Uvod

Rastliny predstavuji sesilnti skupinu organizmov, ktord sa neustdle musi prispdsobovat
meniacim sa podmienkam zivotného prostredia. V snahe chranit’ sa, si rastliny vyvinuli zlozité
biochemické, molekuldrne a genetické mechanizmy na rychle zachytdvanie a prenos signdlov
z prostredia, ktoré vedu k odpovediam. Vedomosti ziskané v priebehu poslednych 15 rokov
poukazujui na to, ze rastlinné annexiny sa mozu podielat’ na obrannych mechanizmoch pri
stresovych reakciach. lde o Ca?*-viazuce proteiny, ktoré sa nachadzaju v Zivoéisnych,
rastlinnych bunkach a v hubach. Strukturalne st annexiny charakterizované dvoma doménami.
Prvé z nich predstavuje vysoko konzervovanu a-helikdlnu proteinovi doménu a druha zahtiia
NH>-terminalne jadro, ktoré je Specifické pre kazdého c¢lena rodiny annexinov. Prva
doména pozostava zo Styroch opakovani (I - IV) zloZenych zo sekvencii asi 70 aminokyselin.
Obsahujti unikatne vizbové miesto pre Ca?* v prvom a stvrtom opakovani (Gerk et Moss, 2002;
Moss et Morgan, 2004; Konopka-Postupolska, 2007; Konopka-Postupolska et al., 2011).
Predpoklada sa ich uloha pri regulacii dolezitych procesov, ako su rast a vyvoj rastlin (Clark et
al.,, 2001, 2012). Annexiny st réznoroda skupina proteinov, ktoré maju spolo¢nt funkciu
zdruzovania membran, ale odlisné molekularne mechanizmy (Konopka-Postupolska et al.,
2011). V genome A. thaliana sa nachadza osem ¢lenov z rodiny annexinov. VSetkych 8 génov
koduje proteiny a maji molekulovi hmotnost’ okolo 36 kDa (Monastyrskaya et al., 2009).
Najviac zastupeny annexin z radu tejto multigénnej rodiny je annexin 1 (AnnAtl). Je
exprimovany hlavne v koreni na cytoplazmatickej membrane a v cytoplazme, kde sa zapaja do

stresovych odpovedi (Lee, 2004).

10



2. Ciele prace

Teoreticka ¢ast’

1. Spracovanie literarnej reserSe so zameranim na problematiku vapnikovy signaling a

cytoskelet rastlin a odpovede rastlinnych buniek na stres.
Prakticka cast’

1. Otestovanie a nastavenie optimalnych kultivaénych podmienkok in vitro na
pozorovanie vyvinu a rastu rastlin (sol'ny a oxidativny stres).

2. Charakteristika fenotypovych zmien rastlin kultivovanych v stresovych podmienkach.
Kvalitativne a kvantitativne vyhodnotenie rastovych parametrov korenov.

3. Mikroskopicka dokumentacia annexinu 1 po pésobeni inhibitorov a sol'ného stresu.

4. Imunolokalizacia cytoskeletu metdodou ,,whole mount*.
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3. Sucasny stav rieSenej problematiky

3.1. Arabidopsis thaliana (Arabovka thalova)
A. thaliana je mald rastlina z celade kapustovitych (Brassicaceae). Stala sa jednym
z najdolezitejSich vyskumnych modelov v rastlinnej bioldgii (Meinke et al., 1998). Pre
vyskumné ucely bola prvykrat pouzitd v 40-tych rokoch 20. storocia. Spociatku sa jednalo
0 genetické vyskumy, pretoze tato rastlina 'ahko tvorila mutanty. Od 80-tych rokov 20. storocia
sa zaCala vyuzivat’ ako modelova rastlina v rastlinnej fyziologii a biochémii. Genom A. thaliana

(5 chromozémov, 25 500 génov) je cely osekvenovany (Arabidopsis Genome Initiative, 2000).

Arabidopsis thaliana sa vyuziva ako modelova rastlina hlavne pre:

Kratky zivotny cyklus.
Malu velkost’ rastliny.
Velké mnozstvo potomstva a relativne maly genom.

Existencia rozsiahlych genetickych map vSetkych piatich chromozémov.

o B~ w D

LCahko transformovana pomocou baktérie Agrobacterium tumefaciens, ktora sluzi na

vloZenie novych génov do rastlinnych buniek (Koornneef et Meinke, 2010).

3.2.  Annexiny
Annexiny st homologicka, Struktirne pribuzna multigénna rodina proteinov zapojenych do
membranove] organizacie, vezikuldrneho transportu a do bunkovych procesov ako su rast,
diferenciacia ¢i opravy (Clark et Roux, 1995; Clark et al., 2012). Charakteristickou vlastnost'ou
tychto proteinov je, Zze sa mozu reverzibilne viazat' na membranové fosfolipidy. Ich génova,

proteomicka a transkriptomicka analyza poskytla udaje o ich rozmanitosti (Clark et al., 2012).

3.2.1. Historia annexinov
Annexiny boli identifikované u viac nez 65 druhov, vratane prvokov, hub, rastlin a stavovcov.
Zivoéisne annexiny su zname uz dlha dobu. Naproti tomu, rastlinné annexiny boli objavené az
v roku 1989 u raj¢iaka (Lycopersicon esculentum). Boli identifikované pouzitim protilatok voci
zivo¢isnym annexinom (Boustead et al., 1989) a dodnes su predmetom intenzivneho vedeckého
stadia (Laohavisit et Davies, 2011; Zhang et al., 2015). Nazov ,,annexin“ bol navrhnuty ako
pomenovanie pre vel’ka skupinu pribuznych proteinov v roku 1990 a je odvodeny z gréckeho
slova ,,priviest/ drzat pohromade”. Nazov bol vybraty, aby popisoval hlavné vlastnosti
vSetkych alebo aspon takmer vSetkych annexinov. Jednou z ich vlastnosti je schopnost’ viazat

sa na niektoré biologické Struktury, najmé membrany alebo udrziavat ich spolu.
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Prvym popisanym annexinom bol izolovany, purifikovany protein, l'udsky annexin Az, neskor
znamy ako synexin (Creutz et al, 1978). Annexiny sa riadia uréitou nomenklatirou a su
rozdelené do 4 skupin (rodin, A — E). U stavovcov patria do skupiny A a st zna¢ené A1 — A13
(alebo ANXA1 — ANXA13), az na A1z, ktory nepatri do oficialneho nazvoslovia. Cudskych 12
annexinov ma vel'kost’ od 15 kb do 96 kb a st rozptylené v celom genéme na chromozdémoch
1,2,4,5,8,9, 10 a 15. U bezstavovcov (prvoutstovce aj druhotstovee) su annexiny zaradené
do rodiny B. Genomy ¢lenov tejto rodiny presli mnohymi duplikaciami, ¢o viedlo k roznym
usporiadaniam génov, proteinovych Struktar a chromozomalnych map. U niektorych
jednobunkovych organizmov ako st huby, hlenky a skupina chromalveolata, st annexiny
radené do rodiny C. V pripade rastlin ide o annexinovu rodinu D a rodina E bola popisana u

jednobunkovcov.

Rastlinné annexiny (rodina D) tvoria monofyletické klastra, ktorych ¢lenovia viacésinou
postradaju amino-terminalne domény a funk¢éné vazbové miesta pre vapnik v druhom a tretom
opakovani. Tie vznikali zhruba pred tisic milionmi rokov z jedného z troch zakladnych ¢lenov
z &el'ade machov, papradi a nahosemennych rastlin. Dalsich 17 pod&eladi objavili v kvitniicich
krytosemennych rastlinach v désledku génovej duplikacie. Osem annexinovych génov u A.
thaliana a devat u ryze zahfiiaji len dva hlavné ortology, zvySok st Specifické produkty
duplikatov v oddeleni dvojkli¢nolistovych a jednokli¢nolistovych rastlin (Gerke et Moss, 2002;
Moss et Morgan, 2004).

3.2.2. Struktira annexinov
Annexiny st rozpustné hydrofilné proteiny, viaZzuce sa na negativne nabité fosfolipidy
v zavislosti na vapniku. Vyznacuju sa komplexnou sadou funkcii (Gupta, 2012; Jami et al.,
2012; Kodavali et al., 2013; Lizarbe et al., 2013). Bolo identifikovanych viac nez tisic proteinov
zo skupiny annexinov, a to hlavne u eukaryot, prokaryot, ale aj u kvasiniek ¢i hab. Annexiny
interaguju s réznymi zlozkami bunkovej membrany (napriklad kyselina fosfatidova,
fosfatidylserin, fosfatidylinozitol), a tak sa podiel'aju na $truktirnej organizacii bunky, na
intracelularnej signalizacii prostrednictvom enzymov, ale riadia aj rast a taktiez moézu sluzit

ako samotné atypické vapnikové kanaly (Gerke et Moss, 2002; Moss et Morgan, 2004).

3.2.2.1.  Charakteristické Strukturalne rysy
Na Urovni primarnej Struktiry sa Zivo¢isne annexiny vyznacuju tetradou (I — IV) opakujtcich
sa sekvencii 70 aminokyselin, Co vSak neplati pre annexin VI, ktory obsahuje osem domén

(Hofmann et al., 1997). Opakujuce sa tetrady tvoria C-koncovi doménu (Hofmann, 2004).
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Kazdé opakovanie tvori péat charakteristickych helix sluciek (A — E) a tieto sekvencie sa
zhoduju v 25 — 35% medzi sebou a v 45 — 50% medzi roznymi annexinmi (Smith et Moss,
1994). Na opacnej strane molekuly sa nachadza vel'mi variabilna NHo-terminalna oblast’, ktora
je typicka pre rézne typy annexinov (Gerke et Moss, 2002; Moss et Morgan, 2004; Konopka-
Postupolska, 2007; Konopka-Postupolska et al, 2011). Tato oblast’ sa lisi v dizke, v poradi
aminokyselin a mnohi predpokladajt, Ze stanovuje individualitu funkcii danych annexinov
(Clark et Roux, 1995). Annexinova doména pozostavajuca zo 70 aminokyselin obsahuje
konzervovany endonexinovy zéhyb (K-G-X-G-T-{38}-D/E), ktory je schopny viazat Ca®*
(Mortimer et al., 2008). Kazda doména ma tvar zakriveného disku. Konvexna strana obsahuje
viizbové miesta pre kationy vapnika - Ca?* (oznaGované ako typ I a typ 111) a smeruje k povrchu
membrény, kde je annexin asociovany s lipidmi (Gerke et Moss, 2002). Iény Ca?* tvoria most
medzi annexinom a zaporne nabitymi membranovymi fosfolipidmi. Konkavna strana smeruje
k cytosolu, kde mdze interagovat’ s ostatnymi ¢astami proteinu alebo s inymi cytosolickymi

molekulami (Lizarbe et al., 2013).

Rastlinné annexiny sa aj napriek spolo¢nému evoluénému predkovi liSia od ZivociSnych
annexinov a tvoria oddeleni monofyleticki skupinu, ako to vyplyva zo spolo¢ného
fylogenetického stromu zivoc¢isnych a rastlinnych annexinov (Mortimer et al., 2008). Annexiny
u rastlin maju taktiez evolu¢ne konzervovanu Struktiru, ktora sa sklad4 z C-termindlneho jadra,
ktoré obsahuje 4 domény (I— IV) (Obr. 1). Kazda doména obsahuje $tyri helix slu¢ky (A, B, D,
E) a piatu skrutkovicu (C), ktora je takmer kolma na ostatné slu¢ky (Gerke et Moss, 2002;
Gerke et al., 2005; Talukdar et al., 2009). Charakteristicku endonexinovua sekvenciu (Kourie et
Wood, 2000) obsahuje len v prvej a Stvrtej doméne. Bola popisana jej krystalova Struktura
(Hofmann et al., 2000, 2003). V tretej doméne sa nachadza dvojvizbovy zvysok v 39. polohe
a Stvrta doména je bohata na sekvencie G-T. V druhej doméne nie je zachovana endonexinova
sekvencia a vysoko konzervovany zvysok histidinu nahradza dvojvazbovy zvysok v 39. polohe
(Hofmann, 2004). Rastlinné annexiny maju v priemere vacsi povrch ako annexiny u cicavcov
(Clark et al., 2001). N-terminalna oblast’” vSetkych rastlinnych annexinov je kratka (~ 10
aminokyselin). Kazd4 annexinovd doména ma tvar mierne zakriveného disku. Konvexna strana
zahybu obsahuje 17 aminokyselin s charakteristickym motivom KGhGTDEXXIOpILApR
(H = hydrofobny zvySok, X = akykol'vek zvysok, p = polarny zvySok) a obsahuje vdzbové
miesto pre Ca* typu I1, obsahujiice sekvenciu GXGTD (de Carvalho-Niebel et al., 1998; Clark
et al., 2001; Mortimer, 2008). Konkavna strana interaguje s NHz-terminalnou doménou alebo

inymi cytoplazmatickymi molekulami. Annexin mo6Zze byt asociovany s membranou alebo
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dokonca vlozeny do membrany. Pri experimentoch s pouzitim umelych lipidovych dvojvrstiev
sa zistilo, Ze interakcia annexinov s membranou zavisi na zlozeni fosfolipidovovej dvojvrstvy,
koncentracii annexinov, koncentracii Ca?* a na transmembranovom napiti (Gerke et Moss,
2002; Mortimer et al., 2008; Laohavisit et Davies, 2011). Vi¢sina annexinovych proteinov sa
nachadza v cytosole, ale niektor¢ mézeme najst aj na cytoplazmatickej membrane, na
endomembranach alebo na jadrovej membrane (de Carvalho-Niebel et al., 2002). U Medicaga
trunculata bol annexin najdeny v koreni (de Carvalho-Niebel et al., 1998). Annexiny mézu byt
spojené s membranovymi vackami (vezikuly) alebo v Golgi aparate, zapojené do vezikularneho

transportu (Carter et al., 2004).

Obr. 1 Struktdra annexinov, ilustrovana na zaklade Ca®*-viazucej $truktury annexinu Ghl
z baviny. Farebna schéma zdoraziuje N-termindlnu doménu (tmavomodra), doménu I
(svetlomodrd), doménu II (zelend), doménu III (zItd), doménu IV (Cervend) a linker (Seda).
Vépnikové 16ny viazané na doméne I/IV st zobrazené ako oranzové gule. Obrazok predstavuje
¢elnt plochu proteinu (vl'avo) a konvexnu stranu proteinu (vpravo) (prevzaté z Konopka-
Postupolska et al., 2011).

3.2.2.2.  Annexiny u Arabidopsis thaliana
Sekvenovanie genému u Arabidopsis thaliana ukazalo, ze rastlinné annexiny predstavuju
osemélennt multigénnu rodinu (Clark et al.,2001; Jami et al., 2012). Vysoko konzervativna
Struktra annexinov predstavuje jedno z kritérii pri vyhodnocovani tdajov. Génové analyzy
Arabidopsis (Gidrol et al., 1996) a aj inych rastlin (Proust et al., 1999) ukazali, Ze annexinova
génova rodina je relativne jednoducha. A. thaliana ma 8 roznych annexinovych génov, Annexin
Arabidopsis1-8 (AnnAt1-AnnAt8; Clark et Roux, 1995; Clark et al., 2001). Vsetkych 8 génov
koduje proteiny s molekulovou hmotnost'ou v oblastiach 32 az 42 kDa. AnnAtl sa nachadza na
chromozome 1, AnnAt3 a AnnAt4 sa nachddzajii na chromozéme 2, AnnAt6 a AnnAt7 na
chromozoéme 5 v tandemovom usporiadani. AnNnAt3 a AnnAt4 zdiel’'aju 5' oblast’ promotora, ¢o

ma za nasledok ich dvojiti regulaciu transkripcie. Zaujimavym postrehom je aj fakt, ze AnnAt3,
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AnnAt4, AnnAt5 a AnnAt8 maju zhodnu génovu Struktiru, ktora obsahuje 6 exénov. Naproti
tomu, analyza zvysnych Styroch annexinov (AnnAtl, AnnAt2, AnnAt6 a AnnAt7) ukazala, ze sa
zhoduju v strate intronov. AnnAtl stratil posledné tri introny, AnNnAt2 postrada posledny intron
a annexiny AnnAt6, AnnAt7 prisli o posledné dva introny (Cantero et al., 2006). VSeobecne
plati, Ze rastlinné annexiny maju primarnu sekvenciu od seba odlisnti. AnnAt2, AnnAt6 a AnnAt7
st navzajom najviac podobné, bola zistena 80 — 86% identita na arovni nukleotidov a 76 — 83%
zhoda na urovni aminokyselin. AnnAt3 a AnnAt4 sa zdaju byt na urovni aminokyselin odlisné.
Ked st porovnavané vsetky opakujuce sa domény 8 annexinov u Arabidopsis s inymi
rastlinnymi annexinmi (Barton et al.,1991), je zrejmé, Ze tieto Struktirne opakovania pomahaju
definovat’ annexiny u A. thaliana. Celkovo je zname, Ze prva a Stvrta doména vykazuja
najvyssiu uroven konzervativnosti, zatial’ ¢o druha a tretia doména st najviac odlisné (Cantero

et al., 2006).

Hlavnym znakom vSetkych annexinov je schopnost’ viazat’ sa na negativne nabité fosfolipidy
v zavislosti od iénov vapnika (Ca?*). Vizbové miesto pre Ca?*, oznaované ako typ I,
pozostava zo sekvencie GXGTD, ktoré sa nachadza v endonexinovom zahybe a je nasledovana
42 aminokyselinami, kedy prvou aminokyslinou je glycin a zvySok kyseliny glutamovej (Gly,
E) alebo kyseliny asparagovej (Asp, D). Nachadza sa tu aj tryptofanovy zvysok (Trp, W)
umiestneny v prvej doméne u vicSiny rastlinnych annexinov, ktoré mézu byt dolezité pri
fosfolipidovej vizbe. Pri §tudiu vyskytu vizbovych miest pre Ca?* typu Il sa zistilo, ze AnnAt1,
AnnAt2, AnnAt6 a AnnAt7 maji konzervované vizbové miesto pre i6n vapnika (substiticia
jednej aminokyseliny) v prvej a stvrtej doméne. ANnAt3 ma konzervované vazbové miesto tiez
Vv prvej aj Stvrtej doméne, zatial' co AnnAt5 ma vizbové miesto konzervované len vo Stvrtej
doméne. AnnAt4 ma iba jednu potencialne viazucu sluc¢ku, ktora sa nachadza v prvej doméne

(Clark et al., 2001).

Okrem viizbovych miest pre Ca?*, existuju aj iné sekvencie, ktoré boli navrhnuté ako délezité
pre funkciu annexinov. Jednou z nich je napriklad sekvencia 30 aminokyselin viazucich hem-
sekvenciu, ktord sa nachadza v rastlinnych peroxiddzach. DalSou potencialne déleZitou
sekvenciou je aj motiv viazuci GTP (oznaceny CXXXXGKT a DXXG) alebo motiv viazuci F—
aktin (oznaceny IRI) (Clark et al., 2001).
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3.2.2.3.  Annexin 1 (AnnAtl)
Annexin 1 je prvy z 8 annexinovych proteinov nachadzajucich sa u A. thaliana. AnnAtl ma
molekulovi hmotnost 36 kDa a patri do rodiny membranovych proteinov viazucich Ca?".
Expresia tychto 8 génov je diferencidlne regulovana roznymi abiotickymi stresmi (Cantero et
al., 2006; Laohavisit et al., 2008; Monastyrskaya et al., 2009). Na zaklade analyz protedému,
imunolokalizacie, radioaktivneho zna¢enia a GFP §tudii, sa ukazalo, Ze AnnAtl sa nachadza na
plazmatickej membrane (ako integralny protein), na endoplazmatickom retikule, na tonoplaste
vakuoly, na vonkajSej membrane mitochodrii a chloroplastov a v bunkovej stene (Obr. 2)
(Guelette et al., 2012; Laohavisit et Davies, 2011; Obata et al., 2011). Protein sa nachadza vo
forme monomeru alebo homodimeru. AnnAtl je exprimovany hlavne v koreni, zriedka

v kvetnom pletive (Lee et al., 2004).

Obr. 2 Subcelularna lokalizacia annexinu 1 (ruzové kruhy, A) v idealizovanej rastlinnej bunke
(upravené podl'a Mortimer et al., 2008). Lokalizacia zavisi na mnohych faktoroch, vratane
rastlinného druhu, typu tkaniva a pritomnosti cytosolického Ca?*. Lokalizacia annexinu 1 (A)
Vv cytoplazme (C), bunkovej stene (BS), na cytoplazmatickej membrane (CM), na membrane
vakuoly (V), chloroplastu (CH), mitochondrie (M), v asociacii s hladkym ER (H-ER), drsnym
ER (D-ER), s aktinom (A). Jadro (J), Golgi aparat (GA), peroxizomy (P).
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3.3. Vapnikova signalizacia
Vapenaté iony (Ca?") st univerzalnym nosnym signalom v Zivych organizmoch, vratane rastlin.
Intracelularna vapnikova signalizacia patri medzi kI'aCové problémy, ktoré Studuje bunkova
biologia. Volny cytosolicky vapnik ([Ca?*]eyt) je vicsinou vysledkom dvoch protichodnych
reakcii. Importu Ca?* cez kanaly alebo exportu Ca?* cez pumpy. Odstraiovanie zvy$eného Ca?*
Z cytosolu do apoplastu alebo do intracelularnych organel vyzaduje aktivny transport.

KIi¢ovymi antiportami su Ca?*-ATPéaza a Ca®*/H* antiportér.

V rastlinach ma Ca?* vel'a zékladnych funkcii. Napriklad, je esencialnym prvkom délezitym
pre rast a vyvoj rastlin, hlavne ich korefia. Ca** pomaha pri tvorbe mikrotubulov, ktoré su
zasadné pocas bunkového delenia. Zohrava stavebnu ulohu v bunkovej stene a membrane, kde
existuje vo forme vapnikového pektatu, hromadi sa a viaze bunky dohromady (Mahajan
et Tuteja, 2005). Ca?* je nutny pre rast pelového vrecuska (Sanders et al., 2002). Dalej je
potrebny na vymenu anorganickych katiénov vo vakuole a funguje ako intracelularny posol
v cytoplazme (Mahajan et Tuteja, 2005). Niektoré gény su zavislé na Ca?*. Analyzou
transkriptomu niektorych rastlin sa zistilo, ze 230 génov je regulovanych Ca?*, z ktorych 162
malo zvySent a 68 znizenu aktivitu (Kaplan et al., 2006). Signalne drahy Ca?* mozu upravovat’
K* kanal u Arabidopsis. Véapnik je doleZitou zlozkou v signélnej drahe sachardzy, ktora vedie
k indukcii syntézy fruktanu (Martinez-Noel et al., 2006). Ca®" sa taktiez podiel'a na regulacii
priebehu bunkového cyklu v odpovediach rastlinnych buniek na abioticky stres (Martinez-Noel
et al., 2006).

3.3.1. Vapnik-viaZuce proteiny
Zvysenu hladinu Ca?* rozpoznavaju niektoré proteiny svojimi senzormi a menia konformaciu
na Ca?*-zavislym sposobom. V signalizaénych drahach je vel'k4 rozmanitost’ v Ca?* senzoroch,
ktoré mozu detekovat’ vol'ny cytosolicky vapnik. Najcastejsim motivom, ktory viaze vapnik je

EF-motiv (Tuteja, 2009).

3.3.1.1. Ca*-viazuce proteiny s EF-motivom (Ca?* senzory)
Viésina z Ca?* senzorov viaze vapnik pomocou motivu helix-slu¢ka-helix, podl'a ktorého je aj
nézov ,,EF“ (Tuteja et Mahajan, 2007). Ca®* senzory vyuZivaju atomy kyslika na postrannom
retazci EF-motivu. EF-motivy sa najcastejSie nachadzaji chrbtom v antiparalelnych péaroch s -
listom. Je to vysoko konzervovany motiv 29 aminokyselin, skladajici sa zo zavitnice E, zo

sluéky, ktora viaze Ca?" a druhej zavitnice F. V jednom organizme sa moze vyskytovat
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niekol’ko izoforiem EF-motivu. Afinita EF-motivu k Ca?* sa li§i v zavislosti na

aminokyselinovej sekvencii proteinu.

Existuje mnoho rodin Ca?* senzorov. Medzi tie hlavné patri:

1.

Kalmodulin (CaM) — typicky Ca®" senzorovy protein, ktory riadi vela dolezitych

biologickych funkcii. Je to vysoko konzervovany kysly protein, ktory obsahuje dve
globularne domény, z ktorych kazda obsahuje dva EF-motivy (Luan et al., 2002).
Nachadza sa v apoplaste, v cytosole, v endoplazmatickom retikule a v jadre. Fosfataza
PP7—serin/treonin fosfataza, bola prvym najdenym proteinom, ktory spolupracuje s CaM
u Arabidopsis (Liu et al., 2007).

CaM-podobné proteiny — proteiny, ktoré sa lisia od typickych CaM, pretoze obsahuju viac
nez 148 aminokyselinovych zvyskov. V Arabidopsis st to CaBP-22, TCH2, TCH3, AtCP1,

NADPH oxidazy a Ca®*-viazuce fosfatazy, ABI 1 a ABI 2. Tieto proteiny st zapojené do
bunkovych odpovedi na r6zne environmentédlne podnety, vyvojové ¢i patologické zmeny.

na Ca*-zavislé protein kindzy (calcium dependent protein kinases, CDPK) — v rastlinach

existuje 5 roznych druhov CDPK. (a) CDPK nezavislé od CaM — existuje najmenej 34
génov kodujucich CDPK v genome Arabidopsis (Cheng et al., 2002). St pritomné vSade
a maju Styri EF-motivy na C-konci. Podiel’aju sa na vyvoji pel'u, na regulacii bunkového
cyklu, signalizacii fytohorménov, na tolerancii sucha, salinity a uplatiuju sa pri reakciach
na patogény (Xiong et al., 2002). (b) CDPK-pribuzné protein kinazy (CaM-like region
kinases, CRKs) — st podobné CDPK, ale maju skrateny EF-motiv, ktory nemusi byt
schopny viazat' Ca®". V genéme Arabidopsis existuje aspoii sedem CRKs, avs§ak ich
regulacia a funkcia nie je znama (Harmon et al., 2001). (c) na CaM-zavislé protein kinazy
(calmodulin kinases, CaMKs) — niekol’ko CaMKs bolo klonovanych z Arabidopsis a inych
rastlin. S vysoko exprimované v rychlo rastacich bunkach a pletivach (Zhang et Lu,
2003). (d) Ca?*/CaM-zavislé protein kinazy (Ca?*/calmodulin kinases, CCaMK) —
sekvencnd analyza ukéazala pritomnost’ N-termindlnej katalytickej domény. Centralna cast’
obsahuje CaM-viazbovi doménu a C-terminalny koniec obsahuje tri EF-motivy. Jeong et
al. (2007) navrhli, zZe CCaMK mo6zu byt zapojené¢ do signalizacie sprostredkovanej
kalmodulinom. (e) serin/treonin protein kindzy (serine/threonine protein Kkinases,
SIPKs/CIPKS) — v genéme Arabidopsis sa nachadza 25 CIPK génov (Kolukisaoglu et al.,
2004). Na rozdiel od CBL, ktoré sa nachadzaji hlavne na chromozéme 4 a 5, CIPK gény
su rozptylené medzi vSetkymi piatimi chromozdémami Arabidopsis. Lokalizacia CIPKs

moze byt vylucne zavisla na ich interakcii s partnerom, ktory by tak mohol mat’ dvojaka
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ulohu, ulohu véapenatého senzora a ako kotviaci protein, ktory upravuje lokalizaciu
a ¢innost’ CIPKs na roznych miestach v bunke.

4. Kalcineurin B-podobné proteiny (calcineurin B-like proteins, CBL) — v gendéme
Arabidopsis sa nachddza desat’ génov CBL (Mahajan et al., 2006, 2008), avSak ich

zlozitost’ a charakterizacia u¢inku je stale do zna¢nej miery neznadma.

3.3.1.2. Ca?'-viazuce proteiny bez EF-motivu

Existuje niekol’ko proteinov, ktoré viazu Ca?*, ale neobsahuju EF-motivy. Patria medzi ne:

1. Fosfolipdza D (PLD) — PLD katalyzuje hydrolyzu $truktarnych fosfoproteinov za vzniku

kyseliny fosfatidovej, ktora zohrava dolezitu ilohu v mnohych fyziologickych procesoch,
zahiiujic vezikuldrny transport, endocytézu receptorov, exocytdzu, reorganizaciu
cytoskeletu, signaling kyseliny abscisovej (ABA), zatvaranie prieduchov, programovanu
bunkovll smrt, polarizovany bunkovy rast, rast korenov, starnutie listov a pozitivne
reguluje toleranciu na abiotické stresy (Wang, 2001, 2005).

2. Ca*-viazuce proteiny exprimované v piestiku (pistil-expressed Ca?*-binding proteins,

PCP) — maju molekulovi hmotnost’ 19 kDa (Furuyama et Dzelzkalns, 1999). St zapojené
do interakcii pel'u a piestika a do vyvoja pel’u.

3. Kalretikulin (CRT) — zohrava vyznamnu tulohu pri skladovani a uvolfiovani Ca?*, pri

syntéze bielkovin. Vyskytuje sa hlavne v endoplazmatickom retikule (Opas et al., 1996),
v jadrovom obale (Napier et al., 1995), v deliacom vretienku (Denecke et al., 1995),
v plazmodezmach (Baluska et al., 1999) a na povrchu bunky (Gardai et al., 2007).

4. Kalnexin (CNX) — je jednym z najdélezitejsich Ca?*-viazucich proteinov a po prvykrat bol

identifikovany ako ER typ I integralneho membranového proteinu (Sarwat et Tuteja, 2007).
Chova sa ako chaperon a plni rad funkcii, vritane viazania Ca®", viazania lektinu
a zistovania nespravne zlozenych proteinov. Kysla doména CNX na N-konci v lumene ER
moze byt’ zapojena do Ca?* viizby. A. thaliana C-konce kyslych domén postrada (Ehtesham
etal., 1999).

5. Forizémy — st obrie kontraktilné motorové bielkoviny (Knoblauch et al., 2001). Reaguju
na zmenu koncentracie iénov (Ca®*, H") a menia svoj tvar. Dokazu menit chemickt
energiu na mechanicku. Unikatnym génom s touto funkciou je gén forl u Fabaceae.

V inych rastlinach tieto gény neboli najdené (Noll et al., 2007).
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3.3.2. Annexiny: Ca?*-viaZuce proteiny
Annexiny patria do skupiny proteinov, ktoré viazu Ca?* bez EF-motivu (Tuteja, 2009). Tieto
proteiny sa podielaju na organizacii a funkcii biologickych membran. Gorecka et al. (2005)
navrhli, ze rastlinné annexiny mo6zu hrat’ tlohu v stresovych odpovediach. Bolo zistené, ze
AnnAtl hra dolezitu ulohu pri pH-sprostredkovanej bunkovej odpovedi na environmentalne
podnety a mohol by zohravat’ délezitdi ulohu pri intracelularnej idnovej homeostaze. Priliv
vépnika do cytosolu je dovodom zvysenia koncentracie volného cytosolického Ca?* ([Ca?*]cyr),
ktory sluzi ako sekundarny prendsa¢ vo vyvojovej, stresovej a imunitnej signalizacii
(Swarbreck et al., 2013). Annexiny st lokalizované hlavne v Cytoplazme a boli navrhnuté ako
regulatory dynamickych zmien v membrane. Maju vyznamnu funkciu v sekretorickej dréhe
(Clark et Roux, 1995; Konopka-Postupolska, 2007). Ked’ sa zvysi hladina cytosolického
vapnika, annexiny sa pohybuji smerom k povrchu cytoplazmatickej membrany k urcitym
membranovym Strukturam. VSeobecne je zname, Ze annexiny sa podielaju na procesoch
spojenych s organizaciou membran, interagujt s cytoskeletom a mézu sa podiel’at’ na stresovej

odpovedi (Konopka-Postupolska, 2007).

3.3.2.1. Interakcia s kyslymi fosfolipidami

Annexiny sa prednostne viazu prvou a Stvrtou doménou na membrany, ktoré obsahuju
negativne nabité kyslé fosfolipidy (napriklad kyselina fosfatidova, fosfatidylserin,
fosfatidylinozitol) (Gerke et Moss, 2002). Tato periférna viizba na membranu je zavisla na Ca?*
a je Casto sprevadzana agregaciou membranovych ploch (tvorba fosfolipidovych vezikal).
Koncentracia Ca?* potrebna na viizbu annexinov sa pohybuje v rozmedzi od 107 az 10 mol.mI-
! (Clark et Roux, 1995). Hoci sa annexiny viazu na membranové fosfolipidy len V pritomnosti
Ca?*, pri pH 7,0 az 7,4 mdze dojst k tejto viizbe aj v nepritomnosti vapnikovych kationov
(Dabitz et al., 2005).

Vicsina annexinov ma tendenciu nachadzat’ sa v cytoplazme (Thonat et al., 1997). M6zu sa
nachadzat’ aj na tonoplaste (Seals et Randall, 1997) alebo Golgi aparate ¢i vezikulach. Rastlinné
annexiny moézu tiez spdsobovat’ agregaciu lipozomov a sekreénych vezikil (Battey et
Blackbourn, 1993). Annexin 1 z Medicago trunculata (Anx1Mtl; de Carvalho-Niebel et al.,
1998) sa nachadza na jadrovej membrane. Nuklearna lokalizacia bola taktiez pozorovana
u annexinu hrachu (Clark et al., 1998). Annexin v Spenate bol lokalizovany na membrane
chloroplastov (Seigneurin-Berny et al., 2000). Proteomicka analyza ukazala, ze AnnAtl z A,
thaliana bol pritomny vo frakcii proteinov bunkovej steny — integralne membranové proteiny

(Santoni et al., 1998; Lee et al., 2004) alebo aj v centralnej vakuole (Carter et al., 2004).

21



3.4. Cytoskelet rastlin
Rastlinny cytoskelet je dynamicka a vSestranna vnuatrobunkova Struktara zlozena
z mikrotubulov a aktinovych mikrofilamentov. Tieto komponenty hraju dolezita ulohu
v mnohych aspektoch bunkového vyvoja a rastu, vratane takych zékladnych procesov ako st
delenie buniek, expanzia buniek ¢i intracelularna organizacia a pohyblivost’ (Kost et al., 1999;
Staiger, 2000; Wasteneys et Galway, 2003; Takemoto et Hardham, 2004). Poc¢as morfogenézy
je orientacia bunkového delenia a smer expanzie buniek prisne kontrolovany, pretoze na rozdiel
od zivoc¢isnych buniek, rastlinné bunky maju pevné bunkové steny a hie st schopné rychlo

menit tvar alebo migrovat’.

Monomérom aktinovych filamentov je globularny G-aktin, ktory polymerizuje. Filamentozny
F-aktin koordinuje expresiu bunkovej polarity, prispieva k udrzaniu vnatornej architektiry
bunky, riadi rovinu bunkového delenia, ur¢uje pohyb a polohu organel, zabezpecuje dynamické
drédhy v rdmci cytoplazmy, zohrava centrdlnu tlohu v endocytéze, koordinuje pohyb
sekre¢nych vezikil obsahujucich polysacharidy a proteiny k plazmatickej membrane a je
taktiez dolezity v odpovediach rastlin na bioticky a abioticky stimul (Henty-Ridillaetal., 2013).
Vizba na aktin je dobre preskimana u zivociSnych annexinov (Hayes et al., 2004), jedna sa
najma 0 annexiny stavovcov (Al, A2, A5 a A6). Bolo preukazané, ze A5 sa viaze na filamenty
aktinu v in vitro aj in vivo podmienkach v zavislosti na Ca®* (Tzima et al., 2000). Vizba na
aktin bola Studovana aj u rastlinnych annexinov (Konopka-Postupolska, 2007; Konopka-
Postupolska et al., 2011). Konzervovany motiv, oznacovany ako IRI, bol dovodom vzniku
hypotézy o vdzbe annexinov s F-aktinom (Hu et al., 2000, 2014; Clark et al., 2000). Avsak
napriek skutocnosti, Ze tento motiv obsahuji takmer vSetky rastlinné annexiny, nie vSetky
annexiny su schopné viazat' F-aktin. U annexinov raj¢iaka, cukety, hrachu a Mimosa bolo
preukazané, Ze viazu F-aktin v in vitro podmienkach (Hoshino et al., 2004). U annexinov cukety
bola prvykrat dokazana viazba na F-aktin a tato vdzba bola ovplyvnena podmienkami sol'ného
stresu (Hu et al., 2000). Tieto annexiny su spojené s cytoplazmatickou membranou, ¢o
naznacuje, Ze sa mozu z(castiovat’ vzniku komplexov, popripade raftov (Hoshino et al., 2004).
Hladina expresie annexinu 6 z Gossypium barbadense (AnxGbo6), ktory reguluje ACTINI, sa

zvysila pocas predlZzovania vlaken (Huang et al., 2013).

Mikrotubuly su dynamické heterodiméry zlozené z a- a B-tubulinu (Goddard et al., 1994; Cyr
et Palevitz, 1995). Obidve tubulinové jednotky st globularne bielkoviny zlozené zo 450
aminokyselin (Downing et Nogales, 1998). Mikrotubuly su dlhé duté vlakna s kladnym

a zapornym koncom. Medzi aminokyselinami jednotlivych tubulinov je asi 40% identita (Little
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et Seehaus, 1988). N-terminalna doména je zlozena z niekol’kych a-helikalnych a B-listovych
jednotiek, ktoré viazu GTP. C-termindlna doména je vel'mi rozmanitd a ma doleziti ulohu
Vv interakciach tubulinu s inymi proteinmi (Downing et Nogales, 1998; Amos, 2011; Lefévre et
al., 2011). Mikrotubuly rastlin sa podiel'aji na vzniku bunkovej polarity, bunkovom deleni,
morfogenéze, regulacii vezikuldrneho transportu, endocytdze, exocytdze, sprostredkuvaju
vnutrobunkovy pohyb endomembran a organel (Samaj et al., 2006; Wasteneys et Ambrose,
2009; Brandizzi et Wasteneys, 2013; Komis et al., 2015). Po¢as bunkového delenia sa v bunke
nachadza pét typov mikrotubulov: kortikdlne mikrotubuly, radidlne cytoplazmatické
mikrotubuly, preprofazny zvidzok (PPB — Pre-Prophase Band) (Pickett-Heaps et al., 1999; de
Keijzer et al., 2014), mitotické vretienko a fragmoplast (Lambert, 1993). Mikrotubuly a
aktinové mikrofilamenty sa zapajaji do karyokinézy a cytokinézy (Staehelin et Hepler, 1996).
U rastlin sa vyvinul jedine¢ny spdsob cytokinézy, ktory vedie k oddeleniu dvoch dcérskych
buniek po dokonceni jadrového delenia. V pociatocnom Stadiu delenia sa kortikalne
mikrotubuly reorganizuji do kruhu paralelnych zviazkov a tvoria tak preprofazny zvizok, ¢im
urcia rovinu delenia bunky. Mikrotubuly mitotického vretienka sa uchytia na chromozémoch
a akondhle sa chromozomy rozdelia na opa¢né pdly bunky, tak sa pocas anafdzy vytvori
mikrotubularny fragmoplast v rovine, kde sa predtym nachadzal preprofazny zvizok (Samuels
etal., 1995).

3.4.1. Inhibitory mikrotubulov
Inhibitory mikrotubulov (MT) (tiez zname ako mitotické jedy) predstavuju skupinu zlucenin
zameranu na mikrotubularny cytoskelet zlozeny z a- a B-tubulinu. Inhibitory mikrotubulov su
chemicky ro6znoroda skupina latok, medzi ktoré patria napriklad taxol, kolchicin, kolcemid,
nokadazol, vinblastin, vinkristin alebo oryzalin. Inhibitory maji moznost zmenit' vlastnosti
mikrotubulov. Na bunky pdsobia tak, ze zvySuji alebo znizuji hmotnost’ polymerizovan¢ho
tubulinu (Dumontet et Jordan, 2010). Kolchicin, kolcemid a nokadazol inhibuju polymerizaciu
mikrotubulov tym, Ze sa viaZu na dimery tubulinu a zabraniujl tak polymerizacii na plus konci
MT. Vinblastin a vinkristin agreguju tubulin, ¢o vedie k depolymerizacii MT. Taxol stabilizuje
MT vidzbou na polymer a oryzalin spdsobuje depolymerizaciu. VSetky inhibitory su uc¢inné uz

pri nizkych koncentraciach (Jordan et al., 1992).

3.4.11. Taxol
Taxol patri do skupiny taxanov. Lisi sa od inych inhibitorov, pretoZe je rovnako ucinny
Vv zivo¢i$nych aj v rastlinnych bunkach (Dostal et Libusova, 2014). Je syntetizovany hubou zo

skupiny Taxomyces, kolonizujucej na kore tisu pacifického, Taxus brevifolia (Stierle et al.,
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1993; Zwawiak et Zaprutko, 2014). Taxol sa viaze na B-podjednotky tubulinu a stimuluje
polymerizaciu mikrotubulov (Stanton et al., 2011; Dostal et Libusova, 2014) znizenim kriticke;j
koncentracie tubulinu nevyhnutného na polymerizaciu (Stanton et al., 2011). Tato vézba
nevyzaduje obvykli GTP hydrolyzu. MT su stabilizované bud’ prostrednictvom znizenej
rychlosti disociacie alebo znizenim rychlosti tubulinového toku (Dostal et Libusova, 2014).
Kazdy koniec MT je voci taxolu inak citlivy a bolo zistené, Ze rychlost’” polymerizécie
pozitivneho konca je zvy$ena po vystaveni buniek taxolu (Derry et al., 1998; Nogales, 2000).
Dochadza k naruseniu gradientu vapenatych iénov (Bibikova et al., 1999; Dostal et Libusova,

2014) a to moze spdsobit’ poruchu alebo preorientovanie aktinového cytoskeletu.

3.4.1.2. Oryzalin
Oryzalin bol nazyvany ,kolchicin z riSe rastlin (Bajer et Molé-Bajer, 1986), pretoZe jeho
ucinky st podobné. Viaze sa na a-podjednotku tubulinového dimeru za tvorby komplexu, ¢im
znemoziuje polymerizaciu tubulinu a sposobuje znizovanie hmotnosti polymerizovanych MT
(Anthony et al., 1999). Jednym z efektov oryzalinu st zmeny tvaru a zloZenia bunkovej steny,
ktoré boli pozorované napriklad u jednobunkovych zelenych rias Penium margaritaceum
(Domozych et al., 2014) a u tabaku (Cai et al., 2011). Oryzalin brani bunkovému deleniu, ¢o
vedie k tvorbe atypickych korenov u Arabidopsis a potlaca ukladanie celulozy (Baskin et al.,
2004). Zaujimavé je, ze bunky nevstupuju do apoptozy, ale mézu zvacsit’ svoj objem (Corson
et al., 2009). Langhans et al. (2009) uvadza, Ze oryzalin ovplyviiuje svojou vdzbou nielen MT,
ale taktieZ sa viaZe aj na membrany. Dochédza k morfologickym zmendm endoplazmatického
retikula a Golgiho aparatu v koreniovych bunkach Arabidopsis. Tieto u¢inky nastavaji uz pri

koncentrécii 2 pmol.I* a st reverzibilné po vymyti oryzalinu.

3.5.  Stresové odpovede rastlin
Rastliny st neustale vystavované zmenam svojho prostredia. Podl'a charakteru posobiaceho
stresora moze ist' o stres bioticky (pri napadnuti patogénom, herbivorom, pri vzijomnom
ovplyviiovani rastlin) a stres abioticky. Abioticky stres je definovany ako podmienka
prostredia, ktord zniZuje rast a vynos pod optimalnu uroven. Byva spdsobeny prirodnymi
stresormi, kedy su rastliny vystavené¢ osmotickému stresu a s nim spojenému oxidativnemu
stresu ako dosledok znizeného mnozstva vody (sucho), prili§ vel’kého mnozstva soli (zasolenie)
alebo extrémnych teplot (Farooq et al., 2009). Rastliny su sesilné organizmy, ktoré nie su
schopné fyzicky uniknit’ pred posobenim stresorov. Na zmenené¢ podmienky prostredia
odpovedaju rastliny zmenami v metabolizme, aby zachovali rovnovahu medzi vydajom

a spotrebou energie. Odpovede rastlin na tieto zmeny mozu byt’ zl0zité a rovnovaha je do urcitej
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miery zavisla na signalizacnej sieti (Takahashi et al.,, 2004), ktora koordinuje tri
z najdolezitejSich procesov v rastlinach: fotosyntézu, Calvinov cyklus a fotorespiraciu —
procesy spojené s prenosom elektronov, substratov a energie (Noctor et al., 2007; Foyer
et Noctor, 2009; Foyer et al., 2009; Pfannschmidt et al., 2009). Reakcie rastlin na abioticky
stres stt dynamické a komplexné (Cramer, 2010; Skirycz et Inze, 2010), st pletivovo a organovo
Specifické. Sila odpovede na stres je eSte ovplyvnena napétim daného stresu (Dinneny et al.,
2008) a dizkou jeho trvania (zat'aZenia), ktoré moze mat’ vyznamny vplyv na zloZitost’ odozvy

(Tattersall et al., 2007; Pinheiro et Chaves, 2011).

Pre svoj rast potrebuju rastliny energiu (svetlo), vodu, uhlik a mineralne ziviny. Reakcia rastlin
na stresové podmienky je ¢asto charakterizovana rychlou a akatnou inhibiciou (,,akatna/rychla
odpoved™), nasledovana prispésobenim sa novému stavu (,,odpoved” adaptacie®). Rastliny si
zachovavaju pozitivny turgor a va¢sie zmeny vo vodnych potencidloch sposobuji osmoticky
stres, ktory naruSuje normélne bunkové aktivity, ba dokonca moéze sposobovat’ smrt.
V prirodzenych podmienkach méze osmoticky stres navodit’ sucho alebo zasolenie. Rastliny
vykazujt cely rad odpovedi na molekularnej a bunkovej trovni (Hasegawa et al., 2000; Slama
et al., 2015). Osmoticky stres v podobe salinity moze ovplyvnit’ morfologiu a vyvoj rastlin,
inhibovat’ rast vyhonkov, sposobovat’ fyziologické sucho a i6novi toxicitu (Ulm et al., 2002).
Kationy sodika a aniony chléru sa hromadia v lipidovej dvojvrstve a menia tak proteinové
zlozenie plazmatickych membran, ako aj ich funkciu a regulaciu (Horie et Schroeder, 2004;
Ward et al., 2009). Deficit vody (sucho) vedie taktiez k vel’kym morfologickym alebo
fyziologickym zmenam (Chaves et al., 2002). Napriklad u dvojkli¢nolistovych rastlin, ako je
A. thaliana, mdze osmoticky stres v podobe sucha spdsobit’ zmensenie listovej plochy tym, ze
znizi pocet a velkost’ buniek (De Bodt et al., 2010). Je narusena transpiracia a fotosyntéza.
Osmoticky stres ma priamy vplyv na fotosynteticky aparat a vSetky jeho hlavné zlozky, vratane
tylakoidného elektronového transportu, cyklu znizenia CO2 a kontroly prijmu CO2 (Allen et
Ort, 2001). Mnoh¢é studie ukazali znizenie fotosyntetickej aktivity v dosledku sucha, kedy sa
prieduchy zatvaraju a listy tak zniZuji asimilaciu uhlika v prospech fotorespiracie (Del Blanco
et al., 2000; Anjum et al., 2011). Vplyvom sucha mdze byt naruseny rast koreiiov (Bengough
etal., 2011).

3.5.1. Centralne regulatory v rastlinnych odpovediach
35.1.1. ROS aRNS

Rastlinné odpovede na abioticky stres zahfiajt interakcie mnohych molekularnych drah. Medzi

najskorsie signaly v abiotickych stresoch patria reaktivne formy kyslika (ROS) a reaktivne
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formy dusika (RNS), ktoré menia enzymovu aktivitu a génovu regulaciu (Wilkinson et Davies,
2009; Molassiotis et Fotopoulos, 2011; Mittler et al., 2011). ROS a RNS tvoria koordinovanu
siet’, ktord reguluje mnoho odpovedi na zmeny zivotného prostredia. Existuje mnoho studii,
ktoré popisuji odpovede ROS na abioticky stres, ale len ve'mi malo §tadii, ktoré sa zaoberaju

RNS (Molassiotis et Fotopoulos, 2011).

3.5.1.2.  Vapnik ako vSadepritomny posol

V rastlinnych bunkach slizi vapnik (Ca®*) ako posol v signalizacii abiotického stresu (Sanders
et al., 1999; Knight, 2000). Predstavuje hlavny bod v signaliza¢nych drahach, pretoze méze
byt vyvolany mnohymi abiotickymi, vyvojovymi, hormonalnymi a biotickymi podnetmi.
Vépnik zohradva ulohu napriklad pri reguldcii zatvarania prieduchov, kedy oscilacia
cytosolického vapnika vedie k uzavretiu prieduchov. Hladina vapnika sa meni v zavislosti na
konkrétnom strese (Kiegle et al., 2000), na rychlosti vyvoja stresu (Plieth et al., 1999) a na type
pletiva (Kiegle et al., 2000). Niektoré stadie poukazali na to, ze vapnikové kanaly sa podiel'aju
na zmenach cytosolického Ca®*. Napriklad cADPR-vapnikovy kanél je zapojeny do ABA-
indukovanej expresie génov regulujucich odpoved’ na chlad v rajé¢iaku (Wu et al., 1997).
Geneticka analyza lokusu FRY1 u Arabidopsis poukazala na zapojenie inozitol-1,4,5-trisfosfatu
(IP3 — ocakava sa, ze generuje cytosolicky Ca?") v signalizacii ABA, soli alebo chladu. FRY1
koduje inozitol polyfosfat-1-fosfatazu, ktora katabolizuje IP3. ABA-indukovany IP3 fryl
mutantu sa trvalo akumuluje a rastliny sa tak stavaju vel'mi citlivymi na ABA, chlad a sol’
(Xiong et al., 2001).

3.5.2. Stresové odpovede a funkcia annexinov
3.5.21.  Osmoticky stres a annexin 1

Stadium sol'ného stresu je dolezitym prostriedkom k pochopeniu idnovej a osmoregulaéne;
homeostazy Vv rastlinach. Rastliny potrebuju zakladné mineralne Ziviny k rastu a vyvoju. Avsak
nadmerna koncentrécia soli v prostredi je §kodliva pre vagsinu rastlin. Stadium osmotického
stresu vSeobecne spada do 4 kategorii: 1) fyziologia toxicity a tolerancie na sol, o zahfiia
bunkovli a metabolickt odpoved’ na sol’ (Bohnert et Sheveleva, 1998; Hasagewa et al., 2000);
2) mechanizmy transportu soli cez bunkové membrany a na dlhé vzdialenosti v rastlinach
(Blumwald et al., 2000); 3) prehl'ad génov, ktorych expresia je regulovana solou (Ingram
et Bartles, 1996; Zhu et al., 1997; Xiong et Zhu, 2001) a 4) mutac¢na analyza sol'nej tolerancie
determinantov a signalizacia sol'ného stresu (Zhu, 2000, 2001; Xiong et Zhu, 2001, 2002).

Sol'ny stres ovplyviiuje vSetky hlavné procesy v rastlinach, ako su rast, fotosyntéza, syntéza

bielkovin, energeticky metabolizmus a metabolizmus lipidov (Parida et al., 2004). Okamzita
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odpoved na solny stres vedie k zniZeniu expanzie povrchu listov a SO zvySujicou sa
koncentraciou zastavi tuto expanziu uplne (Wang et Nil, 2000). TaktiezZ ma podiel na poklese
Cerstvej alebo suchej hmotnosti listov, stonky a korena (Ali-Dinar et al., 1999; Chartzoulakis
et Klapaki, 2000). Vodny potencial a osmoticky potencidl rastlin sa so zvySujliicou slanost'ou
stava negativnej$im (Hernandez et al., 1999; Khan, 1999; Meloni et al., 2001; Romero-Aranda
et al., 2001). Chlorofyl a celkovy obsah karotenoidov vo vSeobecnosti klesa. U najstarSich
listov sa objavuje chloréza (Hernandez et al., 1999; Agastian et al., 2000).

Sol'ny stres (navodeny s NaCl) zapricinuje zhorsenie rastu rastlin (Munns et Tester, 2008). Ked’
je rastlina vystavovana sol'nému stresu, v cytosole je vysoky obsah K a nizky obsah Na'.
Absorpcia katiénov sodika ovplyvituje bunkovy pomer Na*/K*™ a moze viest’ k bunkovej smrti.
Vysoky obsah NaCl v koretioch spdsobuje priliv Ca?" a zvysuje sa cytosolicky vapnik (Kiegle
et al., 2000; Shi et al., 2000; Tracy et al., 2008). Zvysena pritomnost’ soli aktivuje SOS drahu
(Salt Overly Sensitive), ktora kontroluje odpovede na ionové stresy (Wu et al., 1996; Liu et
Zhu, 1998; Zhu et al., 1997). Molekularna analyza SOS mutantov u Arabidopsis viedla
K identifikacii komponentov tejto drahy — SOS1, SOS2 a SOS3, ktoré prenasaju vapnikové
kationy uvoltiované vplyvom sol'ného stresu a obnovuj ionova homeostazu (Zhu, 2001). SOS3
kéduje Ca?*-viazuci vizbovy protein. Muticia v tomto géne znizuje viazanost Ca®* a mutanty
(s0s3-1) st citlivé na sol’ (Kim et al., 2000). Identifikacie SOS2 lokusu ukazala, ze mutant SOS2
je taktiez citlivy na solny (NaCl) stres. SOS2 koduje serin/treonin proteinkindzy s N-
terminalnou kinazovou katalytickou doménou. SOS3 v pritomnosti Ca®* aktivuje SOS2 kinazu
(Kim et al., 2000). Pomocou drahy SOS3-SOS2 bol identifikovany sos1 mutant. Tak ako sos2
as0s3, j s0s1 je hypersenzitivny vo¢i NaCl. Zhu et al. (2000) potvrdili spoloénii funkciu SOS3,
SOS2 a SOS1 v sol'mom strese. SOS1 koduje Na*/H* antiport na plazmatickej membrane
a vyrovnava hladinu iénov vplyvom efluxu Na* z cytosolu do apoplastu (Shi et al., 2000; Chung
et al., 2008). Zmena K* a Ca?" sposobuje hyperpolarizaciu alebo depolarizaciu aktivovanych
vapnikovych membranovych kanalov, ktoré su zapojené do zvySovania cytosolického vapnika
([Ca®]ey) (Tracy et al., 2008). U Arabidopsis su zname dve rodiny kanalov, ktoré mézu
prispievat’ k indukovanej signalizacii NaCl: CNGC (Cyclic Nucleotide-Gated Channels) kanaly
a Glu receptory (Dodd et al., 2008).

Rastliny nie su schopné tolerovat vel'ké mnozstvo soli v cytoplazme, preto za takychto
podmienok ukladaju prebytocné soli do vakuoly, ktord ich uskladni alebo podla potreby
presunie do inych organel a pletiv (Iyengar et Reddy, 1996; Zhu, 2003). U A. thaliana gén

AtNHX1 koduje vakuolarny Na*/H* antiport, ktory zohrava déleziti ulohu pri sol'nom strese.
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Experimentalne dokazy ukézali, Ze expresia génu AtINHX1 bola zvysena po pdsobeni NaCl,

KCl alebo ABA (Shi et Zhu, 2002).

Rastlinné annexiny tvoria vapnikové kanaly v lipidovych dvojvrstvach (Laohavisit et al., 2009,
2010, 2012). Annexiny u Arabidopsis st ovplyviiované roznymi abiotickymi stresmi a hraju
dolezita ulohu v odpovediach na tieto stresy (Cantero et al., 2006; Mortimer et al., 2008;
Konopka-Postupolska et al., 2009). Najpoc¢etnejsi annexin v Arabidopsis je annexin 1
(AnnAtl), ktory moze existovat’ ako plazmaticky protein (Lee et al., 2004; Richards et al.,
2014). Antioxidacny uc¢inok ANnAtl bol navrhnuty doésledkom vnuatornej neutralizacnej
aktivity ROS, medzi ktoré patri napriklad peroxid vodika (H202), hydroxylové radikaly (OH")
a superoxidovy anion (O27) (Rhee et al., 2000). V korenovych bunkach je AnnAtl zodpovedny

za priepustnost Ca®* a K*, ktoré st aktivované extracelularnymi hydroxylovymi radikalmi
(OH), najreaktivnejsimi ROS, a preto sa oCakava, Zze AnnAtl znizuje aktivitu NADPH oxidazy,
ktora moze v kone¢nom doésledku sluzit’ ako zdroj extracelularnych OH- (Foreman et al., 2003;
Renew et al., 2005). Konkrétne sa predpoklada, ze AnnAtl spolupracuje s NADPH oxidazou,
ktora je kodovand AtRBOHC (respiratory burst oxidase homologue C), ktory je zapojeny do

rastu korenov a signalizacie pri sol'nom strese (Foreman et al., 2003; Lee et al., 2004).

3.5.2.2.  Oxidativny stres a annexin 1
Désledkom oxidativneho stresu nastava nerovnovaha v generovani a odstranovani ROS (Finkel
et Holbrook, 2000). ROS vznikaju ako vedl'aj$i produkt normalneho aerobneho metabolizmu,
kedy vznikaji O2", OH.a H202. ROS su zapojené do peroxidacie lipidov, bielkovin, do
denaturacie proteinov a poskodenia DNA, ktoré veda k réznym mutaciam. Rastliny st schopné
vyrovnat’ sa S ¢iastocne redukovanymi ROS pocas oxidativneho stresu tym, ze aktivuja rad
ochrannych mechanizmov, vratane regulacie antioxida¢nych enzymov, ako katalaza, superoxid
dismutaza, glutation transferaza a peroxiddza (Nakamura, 2005). Hlavnym zdrojom ROS za
svetla su zelené pletiva rastlin (Asada, 1999) a peroxizomy, ktoré vyrabaji ROS
prostrednictvom fotorespiracie (Luis et al., 2006). V tme su hlavnym zdrojom ROS
mitochondrie a nezelené casti rastlin. Hlavnymi zdrojmi apoplastickych ROS st zas
peroxiddzy, amino oxiddzy a NADPH oxidazovy komplex, ktory zohradva hlavna tlohu

v oxidativnej signalizacii (Sagi et Fluhr, 2006).

Okrem toho, ze ROS maju toxické Ucinky, maju aj funkciu signalnych molekul, ktoré sa
zucCastiiuji mnohych procesov ako bunkovy cyklus, senescencia, rast a vyvoj buniek,

hormonalna signalizacia alebo symbioticka interakcia s mikroorganizmami (Mittler et al.,
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2004; Rodriguez et al., 2010; Sharma et al., 2012). Tato dvojaka uloha ROS zavisi na pomere
a subcelularnom mieste svojho vzniku. Funkcia ROS ako signalnych molekul je vnutorne
spojena s neenzymatickymi antioxidantami (askorbat, glutation) (Foyer et Noctor, 2005). H20>
funguje ako signalna molekula v rastlindch. Vyvolava expresiu génov zodpovednych za
obranné mechanizmy. Prikladom je kodujica glutation S-tranferaza (GST) a Phe amoniak-
lyaza (PAL) (Levine et al., 1994; Grant et al., 2000). H>O> tiez aktivuje mitogén aktivované
proteinové kinazy (MAPK), konzervované signaliza¢né kinazy, ktoré moduluju expresiu génov
a bunkové odpovede na extracelularne podnety (Desikan et al., 1996; Grant et al., 2000; Kovtun
et al., 2000; Samuel et al., 2000; Samajova et al., 2013). Z niektorych §tadii vyplyva, ze H202
je kl'icovym faktorom v programovanej bunkovej smrti ako odozva voci patogénom, elicitorom
a horménom (Tenhaken et al., 1995; Levine et al., 1996; Mittler et al., 1999; Bethke et Jones,
2001).

U rastlin sa vyvinul komplexny systém zlozeny z enzymatickych a neenzymatickych zloziek,
aby zabranili Skodlivym u¢inkom ROS. Medzi neenzymatické zloZzky patria askorbat, glutation,
flavonoidy, alkaloidy, karotenoidy, prolin a aminy (Apel et Hirt, 2004; Sharma et Dietz, 2006).
Medzi enzymatické zlozky patria napriklad peroxiredoxiny, glutation peroxidazy alebo
peroxidazy neobsahujtiice hem, ktorych aktivita zavisi od zvyskov cysteinu (Bryk et al., 2000;
Konig et al., 2003).

K stadiu oxdativneho stresu sa Casto pouziva neselektivny herbicid paraquat (1,1-dimetyl-4,4-
bipyridium dichlorid) (Lascano et al., 2003). Tvoria ho dva pyridinové kruhy, z ktorych kazdy
obsahuje kvartérny amin a kladny naboj 2*. Do buniek sa dostdva pomocou ABC transportérov
vV membrane, cez velké membranové proteiny, ktoré pouzivaji ATP pre aktivny transport
(Morimyo et al., 1992; Yerushalmi et al., 1995). Pri osvieteni, paraquat (PQ?*) prijme elektron
z redukéného Cinidla a vytvori sa radikalovy kation (PQ), ktory reaguje s kyslikom a tvoria sa
ROS. Paraquat (PQ) je teda silny oxidativny induktor stresu, ktory zvysSuje hladinu ROS
a inhibuje regeneraciu redukénych ekvivalentov a zlucenin nevyhnutnych pre aktivitu

antioxida¢ného systému.

Je zname, ze AnnAtl v heterogénnych systémoch modze chranit’ bunky pred oxidativhym
stresom (Janicke et al., 1998; Kush a Sabapathy, 2001). Gorecka et al. (2005) vo svojej praci
uviedli, Ze rekombinantny AnnAtl ma peroxidazovu aktivitu. Pomocou H2O2-luminalneho
systému, vyuZivané¢ho na chemiluminiscencné detekcie protilatok, preukazali, Ze AnnAtl

exprimovany v Nicotiana bethamiana je schopny katalyzovat’ peroxidazova reakciu. Tak isto
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aj heterologny AnnAtl v Escherichia coli vyrazne chrani proti oxidativnemu stresu (Gidrol et
al., 1996; Kush et Sabapathy, 2001). Peroxidazova aktivita AnnAtl bola navrhnuta na zaklade
zachovaného zvysku His40 na N-termindlnom konci, ktory je podobny 30 aminokyselinam vo
viazbovej doméne hemu v peroxidaze (Gidrol et al., 1996; Hu et al., 2008). Plazmaticka
membrana korefiovych buniek a buniek korenovych vlaskov A. thaliana obsahuje
hyperpolarizaciou aktivovany vapnikovy kanal, ktory je aktivovany extracelularnymi
hydroxylovymi radikalmi (OH") a je zapojeny do rastu (Demidchik et al., 2003; Foreman et al.,
2003; Richards et al., 2014). Analyzou knockout mutanta AnnAtl bolo zistené, ze vapnikovy
kanal u tohto mutanta chyba. Korene mutanta boli vyrazne mensie, ¢o potvrdilo priamu spétost’

nativneho AnnAtl s touto drahou (Laohavisit et al., 2012).
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4. Experimentalna Cast’

4.1. Material
4.1.1. Biologicky material

V pokusoch boli pouzité semena Arabidopsis thaliana, ekotyp Columbia (Col-0, divoky typ)
a transgénna linia exprimujica s GFP znaceny annexin 1 pod kontrolou vlastného promoétora
(promAnnl::Annl:GFP), v texte oznaCovany ako Annl-GFP. Ako kontrola boli pouzité
semena Arabidopsis thaliana stabilne exprimujtace chiméricky gén pre cytoplasmaticky fuzny
protein s GFP — v texte oznacovany ako linia pMAT-GFP (Mano et al., 1999). VSetky semena

boli povrchovo vysterilizované pomocou etanolu (EtOH). Sterilizacia prebiehala v 3 krokoch:

1) premyvanie semien 5 min v 70% EtOH,
2) premyvanie semien 2 — 3 min v 96% EtOH,
3) 3x5minpremytie v destilovanej vode. Medzi kazdym krokom bol roztok odpipetovany

a napipetovany novy. Vysterilizované semena boli nanesené na sterilny filtracny papier.

4.1.2. Chemikalie
BioRad: Akrylamid, ClarityECL substrat

Desert Biological: Meicelaza

Duchefa Biochemie: Murashige & Skoog medium (M0221.0050)

Invitrogen: Alexa Fluor 488 konjugovana sekundarna protilatka (goat anti-rat),
Alexa Fluor 546 sekundarna protilatka (goat anti-rabbit), primarna
polyklonalna protilatka anti-GFP (Rabbit 1gG Fraction)

Santa Cruz: Sekundérna protilatka anti-mouse 1gG-HRP

Sigma Aldrich: 2-merkaptoetanol,  4‘,6-diamin-2-phenylindole (DAPI), paraquat,

bromfenolova modra, dihydrat hydrogenfosfore¢nan sodny (NazHPO4 .
2H20), dihydrogenfosforecnan draselny (KH2POs), dimethylsulfoxid
(DMSO), dithiothreitol (DTT), ethylenglykol-bis-(2-aminoethylether)
tetraoctova kyselina (EGTA), glutaraldehyd, glycerol, heptahydrat siranu
horecnatého (MgSO4 . 7H20), hovidzi sérovy albumin (BSA), hydroxid
draselny (KOH), chlorid sodny (NaCl), methanol, Nonidet P-40,

oryzalin, paraphenylendiamin, paraformaldehyd, phytagel, piperazin-
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Serva:
Serotec:

Ostatné:

N,N*-bis(2-ethansulfonova kyselina) (PIPES), Ponceau S, primarna
monoklonélna protilatka anti-aktin (mouse IgG2b izotyp), sacharodza,
taxol, tetraboritan sodny (NaBHa), tetramethylethylendiamin (TEMED),
triaminomethan hydrochlorid (Tris-HCI), Triton X-100, Tween-20

Celulasa, Coomassie Brilliant Blue G250, macerozym
Monoklonalna protilatka anti-o-tubulin YOL1/34

Imerzny olej 518F (Zeiss), nizkotu¢né susené mlicko (Laktino)

4.1.3. Roztoky a média

¥ MS médium
2,2 0.I7

10 g.It

69.I*t

Murashige and Skoog médium (M0221)
sachardza

phytagel

dH20

pH 5,8; sterilizované autoklavovanim

Tekuté kultivacné 2 MS médium

2,291
10g. It

Murashige and Skoog médium (M0221)
sachardza
dH20

pH 5,8; sterilizované autoklavovanim

Pevné kultivaéné %2 MS médium s obsahom 75 mmol.I't NaCl

2,291
10 g.I'
6g.It
2192 g. I

Murashige and Skoog médium (M0221)
sachar6za

phytagel

NaCl

dH20; pH 5,8; sterilizované autoklavovanim

Pevné kultivaéné 2 MS médium s obsahom 100 mmol.I"* NaCl

2,2 0.17
10 g.It

Murashige and Skoog médium (M0221)

sachar6za
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6g.I"
2,922 g. I

phytagel
NaCl

dH20; pH 5,8; sterilizované autoklavovanim

Pevné kultivaéné 2 MS médium s obsahom 150 mmol.I"* NaCl

22911
10 g.I*

6 9.t
4,383 g. I

Murashige and Skoog médium (M0221)
sachardza

phytagel

NaCl

dH20; pH 5,8; sterilizované autoklavovanim

Pevné kultivaéné %2 MS médium s obsahom 200 mmol.I' NaCl

2,2 0.I7
10 g.It

6 9.t
5,844 g. I

Murashige and Skoog médium (M0221)
sachardza

phytagel

NaCl

dH20; pH 5,8; sterilizované autoklavovanim

Pevné kultivaéné 2 MS médium s obsahom 0,1 pmol.I* PQ

2,2 0.I7
10 g.It
69.I*t

100 pl

Murashige and Skoog médium (M0221)
sachardza

phytagel

dH20; pH 5,8; sterilizované autoklavovanim

PQ, sterilizovany a pridany do sterilného média

Pevné kultivaéné 2 MS médium s obsahom 0,5 pmol.I* PQ

2,291
10 g.I'
691t

500 pl

Murashige and Skoog médium (M0221)
sachar6za

phytagel

dH20; pH 5,8; sterilizované autoklavovanim

PQ, sterilizovany filtrovanim a pridany do sterilného média

EGTA (0,5mol.I't zasobny roztok)

EGTA

dH»0
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PBS

0,14 mol.I*
2,7 mmol.I*
6,5 mmol.I*

1,5 mmol.It

MTSB
50mmol.It
5mmol.I"t

5mmol.I"t

Fixacny roztok
500 pl

188 pl

20 pl

292 ul

Reduk¢ny roztok
50 mg

50 ml

pevny KOH

pH 8

NaCl

KCI

NazHPO4 . 2H.0
KH2PO4

dH20; pH 7,3

PIPES

MgSOs . 7TH20
EGTA

pevny KOH

dH20; pH 6,9

MTSB

paraformaldehyd (8%)

glutaraldehyd (25%)

dH,0

NaBH4

PBS

Permeabiliza¢ny roztok

88 ml

PBS



10 ml

2ml

Zalievacie médium
100 mg

100 pl

30 ml

DMSO (10%)

Nonidet P-40 (2%)

paraphenylendiamin
DMSO
PBS, pH 8,3

glycerol (100%)

ZloZenie 12% deliaceho gélu

4,35 ml
2,5ml
3ml
0,1 ml
0,05 ml

0,005 mi

dH>0

1,5mol.l-1 Tris-HCI, pH 8,8
40% acrylamide

10% SDS

10% APS

TEMED

ZloZenie 4% zaostrovacieho gélu

3,18 ml
1,26 ml
0,5ml
0,05 ml
0,025 ml

0,005 ml

dH20

0,5mol.I-1 Tris-HCI, pH 6,8
40% acrylamid

10% SDS

10% APS

TEMED

Elektrodovy pufor na elektroforézu

80 ml

720 ml

Running buffer

dH.0
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Trasnferovy pufor na Western blot

110 ml Transfer buffer
110 ml methanol

820 ml dH20

TBST pufor

99 ml TBS (10x)

900 ml dH20

1ml Tween-20

Blokovaci roztok

1,29 BSA (4%)
129 nizkotu¢né susené mlieko (4%)
30 ml TBST

4.1.4. Pristroje
Analytické vahy XA110/2X, Radwag (Pol'sko); binokularna lupa Leica M165FC (Nemecko)
s CCD kamerou, Leica Microsystem (Nemecko) s programom LAS software; centrifiiga, Scan
Speed 1730 MR, Scala Scientific (Holandsko); elektromagneticka mieSacka MSH-420, Boeco
(Nemecko); fotoaparat Nikon (Japonsko); fytotronova komora, Weiss Gallenkamp (Nemecko);
Chemidoc MP dokumenta¢ny systém, BioRad (USA); Image Scanner III Epson (Japonsko);
konfokalny laserovy skenovaci mikroskop LSM 710, Zeiss (Nemecko) s analytickym
programom Zeiss Zen 2012 Black software; kotviaca ¢ipova platnicka MALDI, Bruker
(Nemecko); laboratorne predvazky S1502, BEL (Taliansko); pH meter Cyberscan 310,
Eurotech Instruments (Singapur); polyvinyliden difluoridova membrana, GE Healthcare (UK);
spektrofotometer, Backman Coulter (USA), GelPicker, Staffmark (USA); sterilny laminarny
box Faster (Taliansko); trepacka s nastaviteI'nou teplotou inkubacie ES-20, Biosan (LotySsko);

vortex, Labnet (USA); vykyvna trepacka MR-12, Biosan (Lotyssko).
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4.1.5. Programy

EPSON Scan, ImageJ (http://imagej.nih.gov/ij/), LAS software, Microsoft Excel, Power Point,

Zeiss Zen 2012 Black software.

4.2. Metodika

4.2.1. Priprava pracovnych médii pre kultivaciu rastlin in vitro

e Pri vSetkych experimentoch bolo pouzité pevné 2 MS médium (Murashige et Skoog, 1962).

Médium bolo pripravené nasledujicim postupom: v 1 1 destilovanej vody bolo za staleho

mieSania rozpustenych 10 g sacharozy a 2,15 g MS salts (Micro and Macro elements bez

vitaminov). Do 4 termoflia$ s objemom 1l sa pridalo po 2 g Phytagelu a zalialo po 250 ml

média s pH 5,8 (upravené pomocou roztoku KOH). V tychto flasiach bolo médium

sterilizované v autoklave.

e Vplyv abiotickych stresovych faktorov na rastliny bol testovany kultivaciou rastlin na

pevnych médiach s obsahom urcitej koncentracie stres navodzujicej chemickej latky.

Hyperosmoticky stres bol indukovany pridavkom NaCl a oxidativny stres pridavkom PQ do

kultivaéného média. NaCl bol pridany do média pred autoklavovanim, PQ bol pridany az po

autoklavovani. Detaily pripravy st uvedené v Tab. 1.

Tab. 1 Koncentracia, hmotnost’ a objem jednotlivych pouzitych latok pri abiotickom strese v in

vitro podmienkach.

Typ stresu Koncentracia pouzitej latky
75 mmol.I* NaCl
100 mmol.I"* NaCl
hyperosmoticky
150 mmol.I"t NaCl
200 mmol.I* NaCl
0,1 pmol.I*PQ
oxidativny
0,5 pmol.IPQ
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4.2.2. Kultivacia a prenos rastlin v stresovych podmienkach in vitro

4.2.2.1. Posobenie hyperosmotického stresu na rast koreta Ann1-GFP rastlin

Semena A. thaliana (divoky typ Col-0, pMAT-GFP a Annl1-GFP) boli vysadené na %2 MS
médium v Petriho miskéch, ulozené na 48 hod pri 4 °C a potom kultivované vo vertikélnej
polohe v kultiva¢nej miestnosti (21 °C, vlhkost’ 71%, denny rezim 16/8 hod). Sadenie
a prenasanie rastlin prebiehalo v sterilnom boxe.

Po 4 dnoch kultivacie boli kli¢ence opatrne, tak aby nedoslo k ich poskodeniu prenesené na
Stvorcové Petriho misky, ktoré obsahovali /2 MS médium bez vitaminov s pridanim 100,
150 alebo 200mmol.I"t NaCl a nad’alej boli kultivované po dobu 13 dni vo vertikalnej polohe
Vv kultiva¢nej miestnosti (21 °C, vlhkost’ 71%, denny rezim 16/8 hod). Pre vyhodnocovanie
rastu korena boli rastliny na Petriho miskach skenované v priebehu 13 dni pouzitim skenera

aprogramu EPSON Scan a rast korefia bol vyhodnoteny pomocou programu ImageJ a Excel.

4.2.2.2. Pdsobenie hyperosmotického stresu na klicenie semien Ann1-GFP

Semena A. thaliana (Col-0, pMAT-GFP a Annl-GFP) boli nasadené na §tvorcové Petriho
misky, ktoré obsahovali /2 MS médium bez vitaminov s pridanim 100, 150 alebo 200
mmol.I"t NaCl, ulozené na 48 hod pri 4 °C a potom kultivované v kultivaénej miestnosti (21
°C, vlhkost’ 71%, denny rezim 16/8 hod). Petriho misky boli skenované pouzitim skenera

a programu EPSON Scan po 24, 48 a 72 hod. Nasledne sa vyhodnocovalo kli¢enie semien.

4.2.2.3. Posobenie hyperosmotického stresu na fenotyp koreiia Annl-GFP

Stvordiiové kli¢ence A. thaliana (divoky typ Col-0, pMAT-GFP a Ann1-GFP) kultivované
na %2 MS médiu bez vitaminov. Prenesené na Petriho misky, ktoré obsahovali /2 MS médium
bez vitaminov s pridanim 75 alebo 100mmol.I" NaCl. Korene rastlin boli po 7 diioch
kultivacie vyfotené pomocou binokuldrnej lupy a v Image] sa merala vzdialenost’ od

koretiovej Spicky po prvé korenové vlasky.

4.2.2.4. Posobenie oxidativneho stresu

Stvordiiové klience A. thaliana (divoky typ Col-0, pMAT-GFP a Annl1-GFP) boli
prenesené na okrihle Petriho misky, ktoré obsahovali 2 MS médium
s pridanim 0,1 alebo 0,5umol.I"t PQ. Misky boli nad’alej kultivované v horizontélnej polohe
Vv kultivacnej miestnosti (21 °C, vlhkost’ 71%, denny rezim 16/8 hod) po dobu 3 tyzdinov. Na
7., 14. a 21. den kultivacie boli misky vyfotené pomocou fotoaparatu v sterilnom boxe

a fotografie boli spracované v programe PowerPoint.
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4.2.3. In vivo lokalizacia annexinu 1 v odpovedi na pdsobenie cytoskeletalnych

inhibitorov a abiotického stresu

Semena transgénnej linie Ann1-GFP boli vysadené na Petriho misky, ktoré obsahovali /2 MS
médium bez vitaminov, ulozené¢ na 48 hod pri 4 °C a potom kultivované v kultivacne;j
miestnosti (21 °C, vlhkost’ 71%, denny rezim 16/8 hod). Na lokalizéciu sa pouzili klicence
3 —4 dni staré.

Kli¢ence transgénnej linie Ann1-GFP boli umiestnené v mikrokomorke, ktora pozostavala
z podlozného a krycieho skla. Na podlozné sklo, na ktorom bola po stranach umiestnena
obojstranna lepiaca paska, sa do kvapky tekutého 2 MS média polozil klicenec a krycim
sklickom sa prikryl asi pod uhlom 45 ° v oblasti hypokotylu (Obr. 3). Takto pripraveny
mikroskopicky preparat sa vlozil na 30 min do vlhkej komorky na adaptaciu a nasledne bol
pozorovany pomocou konfokalneho mikroskopu Zeiss LSM710 (laser: 488 nm; filter pre

GFP: 496 — 526 nm; priemerovanie skenovania: 4).

koreii v kvapke média Koreii prikryty krycim sklitkom
podloiné sklo dlozné skl
podiozne skio
S / - ]
[L. [
L s J
krycie sklicko x
10 pl média obojstranni 10 pul média obojstrannd
paska paska

Obr. 3 Navod na pripravu mikroskopického preparatu na pozorovanie v konfokalnom

mikroskope.

Na sledovanie zmien annexinu 1 boli pouzité inhibitory mikrotubulov — taxol a oryzalin.
V' mikroskope boli najskor najdené a zdokumentované korenové bunky Annl-GFP
a perfuziou sa pridal taxol (1 pmol.I"!) alebo oryzalin (2 pmol.I"t) v tekutom 4 MS médiu.
Roztok inhibitora bol priddvany mikropipetou v objeme asi 150 pl k hypokotylu a filtracnym
paperom odsavany na druhej strane krycieho sklicka. Nasledne sa bunky fotili kazdych 10
mintat po dobu 60 resp. 70 min. Pri obidvoch inhibitoroch ako kontrola bolo pouzit¢é DMSO,
pridané v patricnom objeme do tekutého 2 MS média.

Pri in vivo lokalizacii annexinu 1 v odpovedi na solny stres bolo pouzité tekuté 2 MS
médium s pridanim 250mmol.I"* NaCl a postupovalo sa rovnako ako pri pouziti inhibitorov

mikrotubulov.
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4.2.4. SDS-PAGE elektroforéza a Western blott
Semena transgénnej linie Ann1-GFP boli vysadené na 2 MS médium bez vitaminov, ulozené
na 48 hod pri 4 °C a potom kultivované vo vertikalnej polohe v kultivacnej miestnosti (21 °C,
vlhkost 71%, denny rezim 16/8 hod). Strnastdiiové rastliny boli inkubované v roztoku
250umol.I* NaCl po dobu 1 hodiny. Nasledne boli korene a ruzice zamrazené v tekutom dusiku.
Biologicky material bol rozotrety vo vychladenej trecej miske pomocou ti¢ika a homogenat bol
preneseny do 1,5ml plastovej mikroskiimavky (korene a listové ruzice zvlast’). K homogenatu
sa pridalo asi 100 — 200 ul finalneho extrakéného roztoku (40 pl complete, 10 ul DTT
zriedené¢ho v extrakénom médiu a doplnené na 2 ml exktrakénym médiom). Vzorky boli
centrifugované 15 minut pri 4 °C a 13000 g. Supernatant bol preneseny do Cistej plastovej
mikroskiimavky a nasledne sa stanovoval obsah proteinov vo vzorkach pomocou metody podla
Bradfordovej. Do mikrotitracnej dosticky sa podla poctu vzoriek (v troch replikach)
napipetovalo 89 ul dH20, 10 ul Coomassie blue a 1 ul vzorky z korenov alebo ruzic. Podl'a
stanovenej koncentracie proteinov sa vzorky upravili na findlnu koncentraciu 60 ul.ml
(pridalo sa 15 ul Laemmli buffer 4x, 3 ul merkaptoetanolu a doplnil sa objem na 45 pl finalnym
extrakénym roztokom). Takto pripravené vzorky sa premiesali na vortexe, povarili sa 5 min pri
95 °C a nechali sa centrifugovat’ 10 min pri izbovej teplote a 13000 g. Supernatant sa opat’
odobral do ¢istej mikroskimavky a vzorky boli pripravené na nanéasanie na gél. Proteiny boli
separované na 12% deliacom géle a 4% zaostrovacom géle (180 V, 400 mA, 50 min). Po
skonCeni SDS-PAGE elektroforézy sa gély, polyvinyliden difluoridové (PVDF) membrany,
filtraéné papiere a huby nechali inkubovat’ v transferovom pufri uréenému k Western blotu po
dobu asi 10 min. Membrany na Western blot sa pred inkubaciou v pufri namocili na 10 sektind
do metanolu, aby sa aktivovali. Z gélu boli proteiny prenesené na PVDF membranu v mokrej
nadrzi pri 100 V, 400 mA po dobu 1,5 hod. Membrany boli nésledne ofarbené pomocou
Ponceau S (0,1% (w/v) Ponceua S, 5% (w/v) octova kyselina) pre overenie odpovedajiceho
davkovania proteinov a nasledne boli premyté dH>O. Po dobu jednej hodiny boli membrany
inkubované v blokovacom TBST médiu, ktory obsahoval 4% (w/v) hovidzi sérovy albumin
(BSA) a 4% (w/v) mlieko, aby doslo k zablokovaniu ne$pecifickych miest na povrchu
membrany. Pre imunoblotovanie boli pouzité primarne protilatky riedené v roztoku s 1% (w/v)
BSA v TBST: anti-GFP riedena 1:2000 alebo anti-aktin riedena 1:5000 pri 4 °C po celu noc.
Membrany sa premyli 3 x 10 min v TBST a naniesla sa sekundarna protilatka anti-mouse 1gG-
HRP v roztoku s 1% (w/v) BSA v TBST, riedena 1:5000. Inkubovali sa pri izbovej teplote po
dobu 1,5 hodiny. Potom boli membrany trikrat premyté v TBST. Chemiluminiscenény signal

bol vyvijany pomocou ClarityECL substratu na Chemidoc MP dokumentanom systéme
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(BioRad). Kvantifikacia pasov odpovedajucich proteinov bola vyhodnotena pomocou Imagel

softwaru.

4.2.5. Imunolokalizacia mikrotubulov pomocou metody ,,whole mount*
Semena A. thaliana (divoky typ Col-0, pMAT-GFP, Annl-GFP) boli vysadené na Y2 MS
médium bez vitaminov, ulozené na 48 hod pri 4 °C a potom kultivované vo vertikalnej polohe
Vv kultivacnej miestnosti (21 °C, vlhkost’ 71%, denny rezim 16/8 hod). Po 4 diioch kultivécie
boli v kli¢encoch imunolokalizované MT pomocou metddy ,,whole mount (Samajova et al.,
2014). Stvordiiové kli¢ence boli opatrne prenesené do fixaéného média na 1 hod za pouzitia
vakua. Fixované rastliny boli trikrat premyté po 8 min v %2 MTSB a dvakrat po 10 min v PBS.
Aldehydové skupiny boli zredukované redukénym roztokom (trikrat po 10 min). Fixécia,
premyvanie a redukcia bola prevedend v digestore. Bunkové steny boli natrdvané enzymovou
zmesou pocas 30 min inkubécie pri teplote 37 °C. Semenaciky boli potom $tyrikrat premyté po
10 min v PBS a nasledne inkubované po dobu 1 hodiny v permeabilizaénom roztoku pri izbove;j
teplote. Po naslednom premyti (Styrikrat po 10 min v PBS) boli vzorky blokované roztokom
3% (w/v) BSA v PBS po dobu 1 hodiny pri izbovej teplote. Nasledne sa semenaciky inkubovali
S primarnou potkanou monoklonalnou protilatkou anti-a-tubulin (YOL1/34), ktora bola riedena
v PBS s 2% (w/v) BSA v pomere 1:300 alebo s mysSou anti-aktin (10-B3), ktora bola riedena
v pomere 1:100. Inkubacia prebiehala pri teplote 4 °C pocas celej noci. Vzorky boli potom
premyté Sestkrat po 10 min v PBS. Nésledne sa pridala sekunddrne znacena protilatka (Alexa
Fluor 546 kozia anti-potkania 1gG alebo Alexa Fluor 546 kozia anti-mysia IgG) rozdriedena
v PBS s 2% BSA v pomere 1:500. Ikubacia prebiehala po dobu 3 hodin (1,5 hod pri 37 °Ca 1,5
hod pri izbovej teplote). Semenaciky boli Styrikrat premyté po 10 min v PBS. Na cast’
semenacikov bola aplikovand eSte primarna zajacia anti-GFP protilatka, riedena v PBS s 2%
(w/v) BSA v pomere 1:300. Inkubacia prebiehala pod vakuom, 1 hod a pri 37 °C. Tieto
semenaciky boli Styrikrat premyté po 10 min v PBS a pridala sa sekundarna protilatka (Alexa
Fluor 488 kozia anti-zajacia IgG), riedena v pomere 1:500. Inkubacia prebiehala 2 hod pri
izbovej teplote. Semenaciky boli Styrikrat premyté po 10 min v PBS. Nasledovalo farbenie
vSetkych semenacikov pomocou DAPI (10 min) pri izbovej teplote. Zasobny roztok DAPI (10
mmol.I1 v DMSO) bol riedeny s PBS v pomere 1:1000. Po farbeni sa semenadiky trikrat
premyli po 10 min v PBS a boli prenesené na podlozné skla do zalievacieho média a prikryté
krycimi sklickami. Preparaty sa uzavreli lakom na nechty. K vyhodnoteniu sa pouZil laserovy
konfokalny mikroskop Zeiss LSM 710. Na snimanie preparatov sa vybrali vhodné
prednastavené parametre (laser pre DAPI: 405 nm, GFP: 488 nm, Alexa Fluor 546: 561 nm;
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filter pre DAPI: 400 — 487 nm; GFP: 494 — 533 nm; Alexa Fluor 546: 566 — 620 nm;

priemerovanie: 4).
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5. Vysledky

Vysledky dosiahnuté pocas bakalarskej prace st prezentované v nasledujucej kapitole a st
rozdelené na Styri samostatné Casti. Prva Cast’ obsahuje fenotypovu charakterizaciu transgénne;j
linie Ann1-GFP (konstrukt promAnnl1::Ann1:GFP) v kontrolnych podmienkach, pri sol'nom
a oxidativnom strese. Vyhodnocované st dizky primarnych koretiov, vzdialenosti od korefiovej
Spicky po prvé korenové vlasky a sledoval sa aj vplyv stresovych podmienok na kli¢enie semien
a fenotyp nadzemnej Casti rastlin. Druhda Cast’ je zamerana na sledovanie citlivosti transgénne;j
linie Ann1-GFP na p6sobenie inhibitorov pri in vivo pozorovani v konfokalnom mikroskope.
Tretia Cast’ obsahuje imunoblotovu analyzu hladiny proteinu Annl-GFP po sol'nom strese.
Posledna cCast’ sa zaobera imunolokalizaciou mikrotubulov v korenovych epidermalnych

bunkach kli¢encov transgénnej linie Ann1-GFP metédou ,,whole mount*.

5.2. Fenotypova charakterizacia transgénnej linie Ann1-GFP
Na charakterizaciu fenotypov boli pouzité rastliny transgénnej linie Ann1-GFP, Col-0 a pMAT-
GFP. Semena pouzitych linii boli vysadené na 2 MS médium bez vitaminov a spevnené
phytagelom alebo priamo vysadené na média s obsahom soli. Nasledne boli rastliny po
niekol’kych diioch prenesené na média s obsahom soli alebo oxidativneho induktora. Z dévodu
vylucenia mechanického stresu pocCas prenaSania vykli¢enych rastlin na stresové média sa

prenasali aj ich kontroly.

Porovnavanim koreniovych fenotypov sa zistilo, Ze sol'ny a oxidativny stres spdsobuju inhibiciu
rastu primarnych koreniov a klicenia (Obr. 4 a 6). Posobenie sol'ného a oxidativneho stresu
vyustuje do Specifickych vplyvov na koreniovy fenotyp Studovanych linii A. thaliana — Col-0,
PMAT-GFP a Annl-GFP (Obr. 5, 7,9, 11, 12 a 13).

5.2.1. Posobenie so'ného stresu na rast korenov
Vplyv sol'ného stresu na predlzovaci rast primarnych korefiov bol prevedeny v Styroch
biologickych replikdch a spocival vo vysadeni semien na 2 MS médium bez vitaminov
a naslednom preneseni 4-diiovych kli¢encov Arabidopsis na média s obsahom 100, 150 a
200mmol.I"t NaCl. Prenesené klicence boli kultivované na médiach navodzujucich sol'ny stres
10 dni. Kazdy defi boli Petriho misky skenované a nasledne bola vyhodnotend dizka primarnych

korenov.

V kontrolnych podmienkach bol rast primarnych koretiov u vSetkych rastlin na 10. deni od
prenosu skoro rovnaky. Po 10. dni od prenesenia dosahovali rastliny divokého typu Col-0

a transgénne;j linie Annl-GFP priemernt dizku korefia 7,7 cm (Obr. 4A). Priemerna dizka
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primarneho korena u kontrolnych rastlin linie pMAT-GFP bola 7,6 cm (Obr. 4A). Rastliny mali
normalne vyvinuté listové ruzice, korenové vlasky a bocné korene (Obr. 5A). Sol'ny stres
inhiboval predlZzovaci rast primarnych korenov. Pri porovnani médii s obsahom rdéznych
koncentracii NaCl bolo vidiet, ze ¢im vyssia koncentracia NaCl sa pouzila, tym viac bol rast
primarnych korefiov spomaleny. Na sol'nych médidch sa ukézali aj rozdiely v predlzovacom
raste korefiov medzi jednotlivymi §tudovanymi liniami. Na médiu s obsahom 100mmol.I"* NaCl
preukazovali vSetky linie inhibiciu predlzovacicho rastu primarneho korena (Obr. 4B).
Najvicsia inhibicia bola pozorovana u transgénnej linie Annl-GFP. Rastliny Col-0 a pMAT-
GFP dosahovali na 10. def kultivacie priemernt dizku korefia 2,9 cm, rastliny Ann1-GFP linie
len 2,1 cm. Listové ruzice boli mensSie a rastliny nemali skoro ziadne bo¢né korene, ¢i korenové
vlasky (Obr. 5B). Na médiach s obsahom 150mmol.I"t NaCl (Obr. 4C) rastliny rastli prvych 6
dni po preneseni. Po 6. dni sa rast zastavil a korene Col-0 dosahovali 0,8 cm, rastliny pMAT-
GFP dosahovali dizku 0,57 cm a rastliny s Ann1-GFP merali 0,68 cm. Rastliny nevytvarali
ziadne boéné korene, ani korefiové vlasky (Obr. 5C). Na médiu s obsahom 200mmol.I"* NaCl
(Obr. 4D) mali rastliny Gplne inhibovany rast koreniov. Korene Col-0 merali v priemere 0,71
cm, pMAT-GFP 0,55 cm a Ann1-GFP 0,6 cm. Rastliny nemali koretiové vlasky a bocné korene
(Obr. 5D).
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Obr. 4 Porovnanie dizok koretiov linii Col-0, pMAT-GFP a Ann1-GFP v podmienkach sol'ného
stresu. Dizka korefiov bola merand v priebehu 10 dni po preneseni 4-diiovych rastlin na
kontrolné médium (A), na médium s obsahom 100 (B), 150 (C) a 200mmol.I* NaCl (D).
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Obr. 5 Dizka koretiov Col-0, PMAT-GFP a Annl-GFP na 10. den kultivacie v podmienkach
soI'ného stresu. Korene rastiice na kontrolnom médiu (A), na médiu s obsahom 100 (B), 150 (C)
a 200mmol.I"* NaCl (D). Mierka 1 cm.

5.2.2. Posobenie soI’'ného stresu na klic¢ivost’ rastlin
Test kli¢ivosti bol vykonany v dvoch biologickych replikach a spocival vo vysadeni semien
linii Col-0, pMAT-GFP a Annl-GFP priamo na média s NaCl. Efektivita klicenia bola
zaznamenavana kazdych 24 hod po dobu troch dni. Stanovila sa kli¢ivost’ semien v % na

kontrolnom % MS médiu, na médiu s obsahom 100, 150 a 200mmol.I"* NaCl.

Po 72 h boli rastliny vyfotené v binokularnej lupe (Obr. 6) a kli¢ivost’ bola vyhodnotena (Obr. 7
a 8). Pri tomto experimente sa ukazalo, Ze sol'ny stres mé vplyv aj na klicenie. So zvySujlicou
koncentraciou NaCl sa znizovala kli¢ivost’ rastlin (Tab. 2). Na kontrolnom 2 MS médiu bola
kli¢ivost’ po troch ditoch u vSetkych vybranych linii najvyssia (Obr. 7A) a klicence sa normalne

vyvijali a rastli (Obr. 6A). Na médiu s obsahom 100mmol.I* NaCl bola kli¢ivost' oproti
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kontrolnym podmienkam stale vysoka (Obr. 7B), zatial' ¢o rast primarnych koretiov bol

Ciasto¢ne inhibovany a korene mali dlhé korenové vlasky (Obr. 6B). Koncentracia 150mmol.I"

! NaCl vyrazne inhibovala vyvin kli¢encov a predlzovaci rast koretiov (Obr. 6C). Na vicsine

koretiov neboli eSte pozorovatelné korenové vlasky. Semend na médiu s koncentraciou

200mmol.I"* NaCl nevykli¢ili ani po 72 hod (Obr. 6D).

Tab. 2 Klicivost' semien Arabidopsis Col-0, pMAT-GFP a Annl-GFP po trefom dni,

udana v %.
Klicivost’ v %
Typ média Col-0 pPMAT-GFP Annl-GFP
% MS médium 93,75 100 100
100 mmol.I"* NaCl 93,75 95 91,25
150 mmol.I"* NaCl 85 86,25 85
200 mmol.I"* NaCl 0 0 0
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Obr. 6 Detaily kli¢iacich rastlin Col-0, pPMAT-GFP a Ann1-GFP na kontrolnom médiu (A), na
médiu s obsahom 100 (B), 150 (C) a 200mmol.I" NaCl (D). Semen4 boli dokumentované po
72 h od zaciatku kultivacie. Mierka predstavuje 1 mm (A), 500 um u Col-0 a pMAT-GFP (B)
1 mm v pripade Ann1-GFP (B), 500 pm (C) a 200 um (D).

48



A B

1/2 MS médium 100 mmol.l'! NaCl

120 #Cel0 120 aCol 0

@ pMAT-GFP 100 = pMAT.GFP

rE
1 Annl-GFP 20
o .
g 40
0 -
T
3. dedl 1. ded 2. ded

1 Annl-GFP

kli¢ivost’ v %
2 5 2 B
Kli¢ivost’ v %

C
150 mmol.I'1 NaCl
120 mCol 0
100 BpMAT-GFP
a: 20 = Anal-GFP
% o |
B
E 10
20 ]
0 [ ] . . |__|
1. dedi 2. ded 3. ded

Obr. 7 Porovnanie kli¢ivosti semien Arabidopsis Col-0, pMAT-GFP a Annl-GFP vystavenych
soI'nému stresu. Kli¢ivost’ bola sledovana kazdych 24 h od zaciatku kultivacie po dobu 3 dni
na kontrolnom médiu (A), na médiu s obsahom 100 (B) a 150mmol.I"* NaCl (C).

mCol 0
_ 120
& mpMAT-GFP
R i -+
50 I 1 Annl-GFP
(=]
=
«é 60
8w
£
w20
3
S

12 MS médium 100 mmol 1! NaCl 150 mmol. 1! NaCl 200 mmeol 1! NaCl

Obr. 8 Suhrnny graf klicivosti semien A. thaliana vybratych linii po trefom dni experimentu.
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5.2.3. Posobenie soI’'ného stresu na vzdialenost’” korenovej Spicky od
korenovych vlaskov

Semena linii Col-0, pMAT-GFP a Annl-GFP boli vysadené na kontrolné¢ 2 MS médium bez

vitaminov. Po $§tyroch dnoch boli kli¢ence prenesené na 2 média bez vitaminov s obsahom

75 a 100mmol.I"t NaCl. Po $tyroch ditoch kultivacie boli korene zdokumentované pomocou

binokularnej lupy (Obr. 9) a nasledne zmerané vzdialenosti koreniovej $pi¢ky od prvych

viditeI'nych korenovych vlaskov (Obr. 10).

V kontrolnych podmienkach bola vzdialenost’ v pripade Col-0 a Ann1-GFP skoro rovnaka, ¢o
sa opakovalo aj v podmienkach sol'ného stresu. V pripade pMAT-GFP bola tato vzdialenost’
0 nieo mensia. Na médiu s obsahom 75mmol.I"* NaCl naopak rastliny linie pMAT-GFP

dosahovali najvicsiu vzdialenost’ a na médiu s obsahom 100mmol.I"t NaCl sa vzdialenost’ opit’

zmenSila (Obr. 10).

A Col-0 PMAT-GFP Annl-GFP Col-0 PMAT-GFP Annl-GFP

C  Col0 PpMAT-GFP Annl-GFP

wnipow SN %

[DEN (I[omm ¢/

[DEN (I'owu 0o

Obr. 9 Korenové fenotypy vybranych linii Col-0, pMAT-GFP a Annl-GFP v kontrolnych
podmienkach (A), na médiu s pridanim 75 (B) a 100mmol.1I"t NaCl (C). Dokumentované na 4.
deii kultivacie na médiach navodzujtcich sol'ny stres. Mierka 200 pm.
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Obr. 10 Sthrnny graf priemernej vzdialenosti od koreniovej $pi¢ky po prvé korenové vlasky na
% MS médiu, na médiu s obsahom 75 a 100mmol.I"* NaCl, merané na 4. defi kultivacie na
médiach navodzujucich stres.

5.2.4. Posobenie oxidativneho stresu na zmeny fenotypu Annl-GFP rastlin
Stvordiiové kli¢ence Col-0, pMAT-GFP a Ann1-GFP boli opatrne prenesené na okruhle Petriho
misky s obsahom 0,1 a 0,5umol.I* PQ, ktory vyvolava oxidativny stres. Petriho misky boli

fotografované kazdych 7 dni po dobu 3 tyzdiiov.

Uz po 7 dnoch boli viditelné rozdiely vo fenotype medzi dvoma koncentraciami PQ
a kontrolnym médiom (Obr. 11). Rastliny na kontrolnom 2> MS médiu mali véicSie listové ruZice
a bohatsi koreniovy systém (Obr. 11A). Po 14 dioch nastali viditenejSie zmeny, kedy
0,5umol.I"t PQ redukoval vyvoj nadzemnej ¢asti a korefiového systému u 53,3 % rastlin Col-0,
u 73,3 % pMAT-GFP alen u 20 % rastlin Ann1-GFP (Obr. 12C). Ostatné rastliny prezili a rastli
dalej (Obr. 12C — modré, cervené a zIté kruhy). Naproti tomu, na médiu s obsahom 0,1umol.I"
1 PQ sa vSetkym rastlinAm transgénnej linie Annl-GFP vyvijala ruZica listov, ktoré mali
tmavozelenu farbu. V pripade pMAT-GFP to bolo 93,3 % a u Col-0 86,7 %. Ostatné rastliny
mali zltozelené listové ruzice (Obr. 12B — modré a ¢ervené kruhy). Po 21 diioch nastali zmeny
na médiu s 0,1pmol.I1 PQ, kedy 86,7 % rastlin transgénnej linie Ann1-GFP malo tmavozelent
zvacsenu listovu ruzicu. V pripade pMAT-GFP to bolo 73,3 % a u Col-0 60%. Vsetky tieto
rastliny kvitli (Obr. 13B — modré, cervené a zIté kruhy). Naproti tomu, vacsi rozdiel nastal na
médiu s obsahom 0,5umol.I"t PQ, kedy az 80 % rastlin Ann1-GFP malo tmavozelent listovii
ruzicu. V pripade pMAT-GFP to bolo len 20 % a u Col-0 33,3 %. VSetky tieto rastliny kvitli
(Obr. 13C — modré, cervené a zIté kruhy).
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Obr. 11 Vplyv oxidativneho stresu na vybrané linie A. thaliana — Col-0, pMAT-GFP a Annl-
GFP po 7 dioch kultivacie na kontrolnom médiu (A), na médiu s obsahom 0,1 (B) a 0,5umol.I"

PQ (C).

% MS médium 0.1 pmol.l! paraquat 0.5 pmol.l! paraquat

Obr. 12 Vplyv oxidativneho stresu na vybrané linie A. thaliana — Col-0, pPMAT-GFP a Annl-
GFP po 14 dnoch kultivacie na kontrolnom médiu (A), na médiu s obsahom 0,1 (B) a 0,5umol.I"
1PQ (C). Modry a &erveny kruh znazorfiuje zltozelena ruzicu u pMAT-GFP a Col-0 (B). Modré
kruhy znazoriuju prezivajuce rastliny u pMAT-GFP, zIté u Ann1-GFP a ¢ervené u Col-0 (C).
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Obr. 13 Vplyv oxidativneho stresu na vybrané linie A. thaliana — Col-0, pMAT-GFP a Annl-
GFP po 21 dnoch kultivacie na kontrolnom médiu (A), na médiu s obsahom 0,1 (B) a 0,5umol.I"
1 PQ (C). Modré kruhy znéazoriuji prezivajuce rastliny u pMAT-GFP, 7Ité u Annl-GFP a
¢ervené u Col-0 (B, C).
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5.3.  Invivo lokalizacia Ann1-GFP po abiotickom strese
5.3.1. Lokalizacia Annl-GFP v bunkach A. thaliana v kontrolnych

podmienkach

Annexin 1 fuzovany s GFP (Annl-GFP) bol pri mikroskopovani zivych buniek klicencov

lokalizovany na plazmatickej membrane a rozptyleny v cytoplazme (Obr. 14A, B, C a D).

Obr. 14 In vivo lokalizacia Annl1-GFP v korenovych bunkach Arabidopsis thaliana (A a B),
v bunkach kli¢nych listov (C) a hypokotylu (D) v laserovom konfokalnom mikroskope Zeiss
LSM 710 pri zvicseni 400x. Sipky ukazuju na lokalizaciu annexinu 1 v cytoplazmatickej
membrane a trojuholniky v cytoplazme. Mierka 20 um (A, B a C), 10 um (D).
5.3.2. Vplyv mikrotubularnych inhibitorov: taxol a oryzalin

Na $tadium mikrotubuldrneho cytoskeletu a moznych interakcii s annexinom 1 bol pouZity
inhibitor taxol v koncentracii 1 umol.I"* ako mikrotubularny stabilizator a 2umol.I* oryzalin,
ktory spdsobuje depolymerizaciu mikrotubulov. Troj-, Stvordilové semenaciky transgénnej
linie Ann1-GFP boli oSetrené s inhibitormi. Po¢as celého experimentu boli snimané rovnaké
bunky pred a po aplikacii taxolu (Obr. 15) ¢i oryzalinu (Obr. 19). Bunky boli snimané kazdych
10 minut pocas 60, resp. 70 min. Ako kontrola bolo pouzité pri obidvoch inhibitoroch tekuté Y2
MS médium s DMSO (Obr. 17 a 21). Boli sledované zmeny v intenzite fluorescencie Annl-
GFP. Obidva inhibitory sposobili pokles intenzity fluorescencie (Obr. 15, 16, 19 a 20).
V pripade kontroly (DMSO) intenzita fluorescencie poklesla nepatrne v oboch pripadoch pocas
60 min (Obr. 17, 18, 21 a 22).

54



Obr. 15 Vplyv taxolu (1 pmol.I"Y) na zmenu intenzity fluorescencie v koretiovych bunkich
Ann1-GFP. Rovnaka skupina buniek bola snimané pred a po aplikacii taxolu. Cervena $ipka
naznacuje profil, v ktorom bola merand intenzita fluorescencie pocas 60 min inkubécie s
taxolom. Mierka 20 pm.
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Obr. 16 Priemerna intenzita fluorescencie v koreiovych bunkdch Annl-GFP transgénne;j linie
pred a po aplikacii taxolu. Intenzita fluorescencie Annl-GFP namerana v programe Zeiss Zen
2012 Black software a spracovana v Exceli.

Obr. 17 Vplyv DMSO na zmenu intenzity fluorescencie v koreniovych bunkach Annl-GFP.
Rovnaké skupina buniek bola snimané pred a po aplikécii kontrolného média. Cervena §ipka
naznacuje profil, v ktorom bola merana intenzita fluorescencie pocas 1 hodiny. Mierka 20 pm.
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Obr. 18 Priemerna intenzita fluorescencie v koreiovych bunkdch Annl-GFP transgénne;j linie
pred a po aplikacii DMSO. Intenzita fluorescencie Ann1-GFP namerana v programe Zeiss Zen
2012 Black software a spracovana v Exceli.

-

Obr. 19 Vplyv oryzalinu (2 pmol.I"Y) na zmenu intenzity fluorescencie v korefiovych bunkach
Ann1-GFP. Rovnaka skupina buniek bola snimana pred a po aplikécii oryzalinu. Cervena $ipka
naznacuje profil, v ktorom bola merand intenzita fluorescencie pocas 70 min inkubécie s
oryzalinom. Mierka 20 pm.
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Obr. 20 Priemerna intenzita fluorescencie v korenovych bunkach Annl1-GFP transgénnej linie
pred a po aplikacii oryzalinu. Intenzita fluorescencie Annl-GFP namerana v programe Zeiss
Zen 2012 Black software a spracovana v Exceli.

Obr. 21 Vplyv DMSO na zmenu intenzity fluorescencie v koreniovych bunkach Annl-GFP.
Rovnak4 skupina buniek bola snimané pred a po aplikécii kontrolného média. Cervena $ipka
naznacuje profil, v ktorom bola merana intenzita fluorescencie pocas 40 min. Mierka 20 pm.
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Obr. 22 Priemerna intenzita fluorescencie v koreiovych bunkach Annl-GFP transgénnej linie
pred a po aplikacii DMSO. Intenzita fluorescencie Ann1-GFP namerana v programe Zeiss Zen
2012 Black software a spracovana v Exceli.

5.3.3. Vplyv sol’ného stresu
Pri in vivo $tadiu Ann1-GFP po abiotickom strese bolo pouzité 250mmol.I"t NaCl. Pocas celého
experimentu boli snimané rovnaké bunky pred a po aplikicii 250mmol.I"* NaCl (Obr. 23).
Bunky boli snimané kazdych 10 minat po¢as 40 mintt a nasledne sa roztok NaCl opatrne vymyl
tekutym 2 MS médiom na overenie navratenia buniek do povodného stavu (Obr. 24). Ako
kontrola bolo pouzité tekuté 2 MS médium (Obr. 25, 27). Boli sledované zmeny v intenzite
fluorescencie annexinom 1 fuzovaného s GFP. Sol'ny stres sposobil plazmolyzu (zmr$tenie
protoplastu) v hyperosmotickom prostredi a zvysila sa fluorescencia Ann1-GFP, ktora ostala
zvysena aj po vymyti roztoku NaCl z preparatu tekutym 2 médiom (Obr. 26). Na overenie

zvysenej fluorescencie bola nasledne vykonana aj biochemicka analyza.
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Obr. 23 Vplyv NaCl na zmenu intenzity fluorescencie v korefiovych bunkach Annl-GFP.
Rovnaké skupina buniek bola snimana pred a po aplikacii NaCl. Cervena $ipka naznacuje
profil, v ktorom bola merana intenzita fluorescencie poc¢as 40 min. Mierka 10 um.

Obr. 24 Navratenie korenovych buniek Annl-GFP do pdvodného stavu (deplazmolyza)
vymytim roztoku 250mmol.1"* NaCl tekutym Y MS. Cervena $ipka naznaduje oblast’, v ktorej
bola merana intenzita fluorescencie pocas 30 min. Mierka 10 pm.

% MS + NaCl 2 MS
140
120 i l
100

80

60

tenzita fluorescencie

40

20

priemerna in

0
pred lmin 10min 20min 30min 40min 4] min 50min 60min 70 min

¢as [min]

Obr. 25 Priemerna intenzita fluorescencie v koreniovych bunkdch Annl-GFP transgénne;j linie
pred, po aplikacii a naslednom vymyti roztoku 250mmol.I"* NaCl tekutym Y2 MS. Intenzita
fluorescencie v korenovych bunkach Annl-GFP namerana v programe ImageJ a spracovana
v Exceli.
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Obr. 26 Vplyv tekutého 2 MS média na zmenu intenzity fluorescencie v koreniovych bunkéach
Ann1-GFP. Rovnaka skupina buniek bola snimané pred a po aplikacii tekutého 2 MS média.
Cervena $ipka naznaluje profil, v ktorom bola merana intenzita fluorescencie po¢as 40 min.
Mierka 20 pm.
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Obr. 27 Priemerna intenzita fluorescencie v koreniovych bunkdch Annl-GFP transgénne;j linie
pred a po aplikacii ', tekutého MS média. Intenzita fluorescencie Annl-GFP namerana
v programe ImageJ a spracovana v Exceli.
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5.4. Biochemicka analyza Ann1-GFP po abiotickom strese
Imunoblotova analyza hladiny proteinu Annl-GFP bola potrebna na overenie zvysenej
intenzity fluorescencie v korenovych bunkach transgénnej linie Annl-GFP vystavenych
sol'nému stresu (Obr. 23). Na PVDF membrane bol detekovany proteinovy pruh s molekulovou
hmotnostou zodpovedajiicou molekulovej hmotnosti fuzneho proteinu Annl-GFP (62 kDa,
Obr. 28). Proteinovy pruh z koreniov rastlin, ktoré boli ovplyvnené NaCl, mal silnejSiu intenzitu
ako pruh z korenov kontrolnych rastlin (Obr. 29). V listoch je Ann1-GFP zastipeny v mensej
miere (Obr. 28). Ako kontrola zhodného obsahu proteinov vo vzorkach bol pouzity aktin. Na

overenie GFP bola pouzita pozitivna kontrola GFP z rastlin linie pMAT-GFP.
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Obr. 28 Reprezentativny Western blot z koreniov a listovych ruzic rastlin transgénnej linie
ANnn1-GFP ovplyvnenej sol'nym stresom. Vzorky boli znacené s primarnou protilatkou proti
GFP. M — marker molekulovej hmotnosti, 1 — korene v kontrolnych podmienkach (Y2 MS
médium), 2 — korene ofetrené s 250mmol.I" NaCl, 3 — listové ruzice v kontrolnych
podmienkach (2 MS médium), 4 — listové ruzice oetrené s 250mmol.I"* NaCl, 5 — pozitivna
kontrola GFP (rastliny linie pMAT-GFP), 1 — 4 — aktin.
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denzita pruhu
L=
[+

kontrola 250 mmol.lI'! NaCl

Obr. 29 Kvantitativna analyza denzity pruhu Annl-GFP v korenoch transgénnej linie Annl-
GFP na PVDF membrane po abiotickom strese. Denzita pruhu Annl-GFP bola vyhodnotena
v programe ImageJ a spracovana v Exceli.
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5.5. Imunocytochemické Stadium cytoskeletu u transgénnej linie Ann1-

GFP metédou ,,whole mount*

Imunocytochemicky, pomocou ,whole mount* metddy, bola sledovand organizacia
mikrotubulov v epidermalnych korefiovych bunkach transgénnej linie Ann1-GFP. Mikrotubuly
boli vizualizované pouzitim primarnej protilatky proti a-tubulinu, Annl bol vizualizovany
pouzitim primarnej protilatky proti GFP a DNA bola vizualizovana pouzitim DAPI farbicky
(Obr. 30). Niektoré meristematické bunky boli cytokineticky (Obr. 31) a mitoticky aktivne
(Obr. 32) a boli pozorované mitotické figary. Bol zachyteny preprofazny zvéizok mikrotubulov
(PPB, Obr. 31B a D, Sipka), ktory stanovi orientaciu budicej roviny delenia. Mitotické
vretienko (Obr. 32B a D, Sipka) s chromozomami Vv ekvatoridlnej rovine (Obr. 32A a D,
trojuholnik). Taktiez bol zachyteny fragmoplast (Obr. 31B a D, trojuholnik).

Obr. 30 Imunolokalizacia kortikalnych mikrotubulov a Annl-GFP v korenovych
epidermalnych bunkach klicencov transgénnej linie Ann1-GFP. Lokalizadcia DNA a jadier (A),
mikrotubulov (B), Ann1-GFP (C) a zlt¢ené obrazky (D). Mierka 20 pm.
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Obr. 31 Imunolokalizacia kortikalnych mikrotubulov a Annl-GFP v koreniovych
epidermalnych bunkach kli¢encov transgénnej linie Ann1-GFP. Lokalizacia DNA a jadier (A),
mikrotubulov (B), Ann1-GFP (C) a zligené obrazky (D). Sipky ukazuju na preprofazny zvizok
mikrotubulov (B a D) a trojuholniky ukazuju na fragmoplast (B a D). Mierka 5 pm.

Obr. 32 Imunolokalizacia mitotickych mikrotubulov a Ann1-GFP v koreniovych epidermalnych
bunkéch klicencov transgénnej linie Ann1-GFP. Lokalizdcia DNA a jadier (A), mikrotubulov
(B), Ann1-GFP (C) a zlu¢ené obrazky (D). Sipky ukazuju na mitotické vretienko (B a D)
a trojuholniky na chromozoémy v ekvatorialnej rovine (A a D). Mierka 5 pm.
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6. Diskusia

Jednym z ciel'ov préace bolo sledovanie vplyvu abiotického stresu na fenotypovt charakterizaciu
korenov vybranych linii Arabidopsis thaliana vystavenych abiotickym stresom. Pouzili sa
rastliny divokého typu Col-0, ktoré sluzili ako kontrola, rastliny pMAT-GFP exprimujlce
chiméricky gén pre cytoplasmaticky fuzny protein s GFP a transgénna linia Annl-GFP,
exprimujuca Annl pod nativnym promotorom. Rastliny vSetkych linii boli vystavené pdsobeniu
soI'ného (NaCl) a oxidativneho stresu (PQ). Odpovede rastlin na stres st dynamické a zlozité.
Rozdiely nastavaja pri pouziti roznych koncentracii latok vyvolavajucich stres (Dinneny et al.,
2008) a dizke pdsobenia stresora (Pinheiro et Chaves, 2011). Pri solnom strese vidiet’ zniZenu
expanziu plochy listov (Wang et Nil, 2000) a korenovy systém je redukovany v porovnani
S rastlinami kultivovanymi v kontrolnych podmienkach (Chartzolakis et Klapaki, 2000), ¢o
potvrdili aj nase pozorovania. Rastliny transgénnej linie Ann1-GFP su citlivejsie na sol'ny stres
neZ rastliny divokého typu Col-0. V kontrolnych podmienkach neboli pozorované rozdiely
v predlZzovani korefia (Obr. 4A). Avsak uz pri koncentracii 100mmol.I"* NaCl bola priemerna
dizka primarneho korefa rastlin linie Ann1-GFP mengia nez u Col-0 a pMAT-GFP (Obr. 5B).
Pri koncentrécii 150 a 200mmol.I"t NaCl bola situacia rovnaka, ale rastliny prestali rast’ uz po
prvom dni od prenosu na média S roznou koncentraciou NaCl (Obr. 4C, D). Bo¢né korene sa
vobec nevytvorili (Obr. 5C, D). Rastliny ovplyvilované sol'nym stresom moZu stracat’ chlorofyl
(Agastian et al., 2000), ¢o bolo mozné pozorovat na rastlinach kultivovanych na médiu
s pridanim 200mmol.I"t NaCl (Obr. 5D). Solny stres ovplyvnil aj kli¢ivost’ semien vsetkych
testovanych linii. Pocas solného stresu dochadza k ovplyvneniu iénovych transportérov
a ATPazy, ktora pumpuje H* iony von z bunky a udrzuje tak elektrochemicky potencial bunky,
aby sa zlepsil prijem nutrientov (Xiong et Zhu, 2002). To vysvetl'uje, pre€o maju rastliny
v tychto podmienkach problém s klicenim. Po dlh§om podsobeni sa pomocou Specifickej
ATPazy ulozenej v membrane vakuoly akumuluja iony, ktoré su vd’aka soI'nému stresu v bunke
V nadmernom mnoZstve a vyrovnava sa tak elektrochemicky potencidl vo vnutri bunky.
Rastliny sice eSte mo6Zu v obmedzenej miere rast’, ale st omnoho menSsie ako pri kontrolnych
podmienkach. Rastliny Col-0 a pMAT-GFP mali priemernt kli¢ivost’ na kontrolnom médiu
a na médiach s obsahom NaCl vyssiu ako transgénna linia Annl-GFP (Obr. 6) a dizka
primarneho korena sa so vzrastajucou koncentraciou NaCl zmensovala (Obr. 7). Na médiu s

obsahom 200mmol.I"X NaCl nevykli¢ili ziadne semena zo $tudovanych linii.

Rozdiely v raste boli pozorované aj pri oxidativnom strese, kedy sa produkuje viac ROS, ktoré

vSeobecne zaujimaji doleziti Glohu pri raste buniek. NavySe stimuluju transportné kanaly
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v plazmatickej membrane, ktoré zabezpecuju prijem Ca?* do buniek (Finkel et Holbrook, 2000),
ktory tiez zohrava vyznamnu ulohu Vv raste buniek. AvSak nadmerna koncentracia ROS je uz
pre bunky toxickd a po dlhSom pdsobeni sa rastliny nemo6zu normalne vyvijat’ a zostavaja
zakrpatené. Vysledky s aplikaciou dvoch roznych koncentracii PQ pri raste rastlin tuto
tendenciu potvrdili. Ukazalo sa, Ze transgénna linia Annl-GFP je odolnejsia vo¢i PQ nez
divoky typ Col-0 alebo pMAT-GFP. Po 21 dioch kultivacie rastlin na médiu s obsahom
0,5umol.I"t PQ boli rastliny linie Ann1-GFP rezistentnejie neZ rastliny Col-0 a pMAT-GFP.
Zvacsenu tmavozelenu listovu ruzicu, ktora kvitla, malo az 80 % rastlin Annl-GFP linie,

Vv pripade pPMAT-GFP to bolo len 20 % a u Col-0 33,3 % rastlin (Obr. 13C).

Annexiny patria do rodiny Ca?*-viazucich proteinov, ktoré mozu viazat membranové
fosfolipidy (Santoni et al., 1998). Nami sledovany annexin 1 je exprimovany hlavne
V cytoplazmatickej membrane a v cytoplazme (Lee, 2004). In vivo lokalizacia Ann1-GFP v
koreniovych, listovych a hypokotylovych epidermalnych bunkach pomocou laserovej
konfokalnej mikroskopie bola potvrdena v zhode s literatirou (Obr. 14A, B, C a D). Rastlinné
annexiny sa podiel’ajl na organizicii a funkciach biologickych membran. M6zu zohravat
dolezita tlohu v stresovych odpovediach rastlin (Gorecka et al., 2005). Annl by mohol hrat
ulohu pri intracelularnej idnovej homeostaze. Ked’ sa zvysi hladina cytosolického vapnika,
annexiny sa pohybuju z cytoplazmy smerom Kk povrchu cytoplazmatickej membrany
a interaguji s cytoskeletom. V praci sme sa zamerali aj na pdsobenie mikrotubularnych
inhibitorov na abundanciu Ann1-GFP pomocou sledovania zmien v intenzite fluorescencie.
Inhibitory MT st chemicky rdznorodd skupina latok a su a€inné uZ pri vel'mi nizkych
koncentraciach (Jordan et al., 1992). Za tymto ucelom bol vybraty taxol a oryzalin.
V transgénnej linii Ann1-GFP bola overena interakcia Annl s mikrotubularnym cytoskeletom,
kedy sa po aplikacii inhibitorov MT zniZovala intenzita fluorescencie Annl-GFP v priebehu
60, resp. 70 min (Obr. 15 a 19). K overeniu spravnosti experimentu bolo pouzité tekuté 2 MS
médium s DMSO ako kontrola, ktorého intenzita fluorescencie Annl-GFP pocas pozorovania
nepatrne poklesla (Obr. 17 a 18). V prostredi sol'ného stresu, kedy dochadza k plazmolyze
rastlinnych buniek, sa zvysuje priliv Ca?" a tak sa zvysuje koncentracia cytosolického vapnika
(Kiegle et al., 2000; Shi et al., 2000; Tracy et al., 2008). Annexiny agreguju membranové
plochy a tym sa zvySuje intenzita fluorescencie Ann1-GFP (Obr. 23 a 25). Tato periférna vazba
je reverzibilna, pretoze po dostato¢nom premyti tekutym %2 MS médiom sa bunky a intenzita
fluorescencie vratili do pévodného stavu (Obr. 24 a 25). ZvySenie fluorescencie sa overilo aj

biochemickou analyzou pomocou SDS-PAGE a Western blotu. Rastliny Annl-GFP boli
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inkubované v rovnakej koncentracii NaCl ako pri in vivo lokalizacii a nasledne boli
analyzované. Z vysledkov bolo zretel'ne vidiet zvySenu intenzitu fluorescencie Annl-GFP
v koreni (Obr. 28 a 29). V listoch je Annl zastupeny v menSej miere (Lee, 2004), ¢o potvrdila
aj biochemicka analyza (Obr. 28).

Napokon bola vykonana analyza organizacie mikrotubulov u kli¢encov linie Annl-GFP
pomocou imunofluorescenéného znadenia tubulinu metédou ,,whole mount“ (Samajova et al.,
2014). V bunkach vidiet' normalne bunkové delenia a mitotické mikrotubularne figary
vyskytujice sa v bunkovom deleni rastlin — PPB, fragmoplast (Obr. 31) a mitotické vretienko
(Obr. 32). Asociaciu pripadne kolokalizaciu Annl-GFP s mikrotubulami sa nam zatial

nepodarilo dokazat'.
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(. Zaver
V literarnom prehlade bola detailne popisana Struktira annexinov ako multigénnej rodiny
membranovych proteinov a charakterizované annexiny vyskytujuce sa v A. thaliana.
Podrobne;jsie je popisany nami sledovany annexin 1, najpoc¢etnejsi annexin z rodiny annexinov
u Arabidopsis. V prehl'ade su zhrnuté zakladné poznatky o vapnikovom signalingu, cytoskelete
rastlin, sposoboch odpovedi rastlin na vybrané abiotické stresy a 0 modelovom druhu A.

thaliana a jeho vyuziti vo vedeckom vyskume.

V experimentalnej Casti bola prevedena fenotypova analyza Annl-GFP za kontrolnych
podmienok (72 MS médium), pri pésobeni sol'ného stresu (75, 100, 150, 200 alebo 250 mmol.I"
1 NaCl) a pri pdsobeni oxidativneho stresu (0,1 alebo 0,5 pmol.I paraquat). Bolo pozorovanych
a popisanych mnoho zmien pri aplikacii tychto abiotickych stresov, vratane kli¢ivosti semien,
dizky korenov, vzdialenosti korefiovej $picky od prvych korefiovych vlaskov a fenotypové
zmeny pdsobenim oxidativneho stresu. Tieto efekty boli paralelne porovnavané s rastlinami
PMAT-GFP linie a divokého typu Col-0. Na sol'ny stres bola najcitlivejsia transgénna linia
ANnn1l-GFP. Na médiach s obsahom NaCl dosahovali primarne korene tejto linie najkratSiu
diZku a tiez kli¢enie semien bolo viac inhibované v porovnani s liniou pMAT-GFP a divokym

typom Col-0. Avsak na oxidativny stres bola transgénna linia Ann1-GFP najrezistentnejSia.

Dalou ¢astou bola in vivo lokalizacia Ann1-GFP po pdsobeni mikrotubularnych inhibitorov
a sol'ného stresu. Obidva inhibitory, taxol a oryzalin, navodili zniZenie intenzity fluorescencie
Ann1-GFP v priebehu 60, resp. 70 min. Naopak NaCl navodil zvySenie intenzity fluorescencie.
Vysledky vplyvu sol'ného stresu na in vivo lokalizaciu Annl-GFP boli nasledne overené
pomocou Western blotu, kde sa potvrdilo zvySenie denzity fluorescencie Ann1-GFP v korenioch

ovplyvnenych NaCl.

Poslednou ¢astou bolo imunocytochemické stadium mikrotubulov metédou ,,whole mount®.
Bola sledovand organizédcia mikrotubulov u  klicencov Annl-GFP  pomocou

imunofluorescenéne znadeného tubulinu.
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9. Zoznam pouzitych skratiek

A. thaliana
ABA
Annl
Annl-GFP

AnnAtl1-8
Anx1Mtl
ANXA1-13
Asp
AtCP1
ATHK1

ATP
BSA
Ca?*
CaBP-22
cADPR

CaM
CaMK
CCaMK

CDPK
CNGC
CNX
Col-0
CRK
CRT
DAPI
DMSO
DNA
DTT
EDTA
EF-motiv
GFP
Gly
GST
GTP
H+
H.02
HIK33
IP3

Arabidopsis thaliana

kyselina abscisova

annexin 1

transgénna linia exprimujuca s GFP znafeny annexin 1 pod
vlastnym prométorom

annexiny 1-8 u Arabidopsis

annexin 1 z Medicago trunculata

annexiny 1-13 u stavovcov

kyselina asparagova

Arabidopsis capping protein/uzatvaraci protein u Arabidopsis
Arabidopsis receptor histidine kinases/receptorové histidin
kindzy u Arabidopsis

adenosintrifosfat

hovédzi sérovy albumin

vapenaty kation

calcium binding protein/Ca?*-viazuci protein

cyclic adenosine diphosphate ribose/cyklicka adenosindifosfat
ribdza

kalmodulin

CaM-dependent protein kinases/na CaM-zavislé protein kinazy
Ca2*/CaM-dependent protein kinases/Ca®*/CaM-zavislé protein
kinazy

Ca?*-dependent protein kinases/na Ca?*-zavislé protein kinazy
cyclic nucleotide-gated channels/cyklické nukleotidové kanaly
kalnexin

ekotyp Columbia-0 (divoky typ)

CDPK-related protein kinases/CDPK-pribuzné protein kinazy
kalretikulin

4’,6-Diamidino-2-phenylindol

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

ditiothreitol

kyselina etylendiamintetraoctova, chelata¢né ¢inidlo

motiv helix-sluc¢ka-helix

zeleny fluorescencny protein

kyselina glutdmova

glutation S-transferaza

guanosintrifosfat

vodikovy katién

peroxid vodika

histidine kinase/histidin kindza

inozitol-1,4,5-trifosfat
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K+

KCI
MS-médium
MT
MTSB
NaCl
NADPH
NH2
Oz~

Obr.
OH
PAL
PBS
PCP

PIPES
PLD
PMAT

PP7
PPB

PQ

RNS

ROS
SIPK/CIPK

SLN1
SOS
Tab.
TEMED
TCH2, 3
TRIS
Trp
uVv-B

draslikovy kation

chlorid draselny

Murashige and Skoog medium

mikrotubuly

mikrotubuly stabilizacny pufor

chlorid sodny

nikotinamidadenindinukleotidfosfat

amino skupina

superoxidovy anion

obrazok

hydroxylovy radikal

fenylalanin amoniak-lyaza

fosfatom tlmeny sol'ny roztok

pistil-expressed Ca?*-binding protein/Ca®*-viazuce proteiny
exprimované v piestiku
piperazin-N,N*-bis(2-ethansulfonova kyselina)

fosfolipaza D

transgénna  linia  exprimujuca  chiméricky gén  pre
cytoplasmaticky fuzny protein s GFP

serin/treonin fosfataza

preprofazny zvédzok

paraquat (1,1-dimetyl-4,4-bipyridium dichlorid)

reaktivne formy dusika

reaktivne formy kyslika

SOS3/CBL interacting protein kinases/serin/treonin protein
kinazy

osmosensor histidine kinase/histidin osmosenzorova kindza
salt overly sensitive/precitlively na sol

tabulka

tetrametyletylendiamin

produkt génu u A. thaliana

pufor, (tris-hydroxymetyl)aminometan

tryptofan

ultrafialové ziarenie B
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