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CILE PRACE

Cilem teoretické ¢asti diplomové prace je zpracovani literarni reSerSe na téma:
e Mal¢ GTPasy a jejich funkce ve vesikularni transportu.
e Charakterizace Rab GTPas u rostlin s dirazem na skupinu Rab5 (RabF).
e Stres ze zasoleni u rostlin.

e Uloha endocytosy a malych GTPas v reakci na solny stres.

Cile experimentalni ¢asti:
e Fenotypova analyza transgennich rostlin s modifikovanou Ara7.
e Fyziologické testy transgennich rostlin s modifikovanou Ara7 na toleranci viici
NaCl a KCI.
e Analyza aktivity a abundance vybranych antioxida¢nich enzymu pfi solném

stresu.
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zemédé€lské produkce. Asi 20 % zemédélské plidy je v soucasnosti zasazeno zvySenym
obsahem soli a ptedpoklada se vzrist tohoto podilu az na 50 % do roku 2050. Rostliny
tvori zaklad nasi vyzivy. Svétova populace by v roce 2050 m¢la dosahnout 9,1 miliard.
Aby bylo mozno naplnit potieby populace na dostatek kvalitni potravy a vyzivy, musi
dojit k navySeni produkce potravy az 0 70 %, k ¢emuz je potieba hledat mechanismy
umoziujici zajisténi zemedélského vynosu, zvyseni vitality a trody rostlin i na padach
postizenych zasolenim (FAO, 2009; Ladeiro, 2012; Jing et al., 2018).

Za nejucinngjsi mechanismy se tradiéné¢ povazuji modifikace exprese gent
pro rezistenci, toleranci nebo regulac¢nich genti (napf. transkrip¢nich faktort), popt. genti
kodujicich proteiny zapojené v signalnich drahach (Parmar et al., 2017). V posledni dobé
je stale vétsi vyznam kladen také na procesy dulezité pro rist a vyvoj, jako je napf.
regulace cytoskeletu nebo vesikularniho transportu (Baral et al., 2015).

Vesikularni transport hraje dulezitou roli pfi reakci rostlin na abioticky stres.
Z mnohych funkci vesikularniho transportu pfi regulaci odpovédi na solny stres, lze uvést
napt. stimulaci endocytosy zajistujici internalizaci nékterych membranovych proteint
zapojenych ve zvySovani tolerance (Leshem et al., 2007; Baral etal., 2015). Malé
GTPasy predstavuji hlavni regulatory vesikularniho transportu (Zhang a McCormick,
2010). Funkce mnoha z nich jiz byla prokazana jako nezbytna pro toleranci rostlin
na solny stres (Heo et al., 2005; Asaoka et al., 2013). Tfida malych GTPas 0zna¢ovana
jako Rab5 se u rostlin podili na regulaci endocytosy a vakuolarniho transportu a obsahuje
tii Cleny: Rhal, Ara6 a Ara7 (Vernoud et al., 2003). Z téchto tfi Rab5 GTPas byla jiz
studovana role Ara6 v regulaci odpovédi rostlin na solny stres, kdy knock-outované linie
Arab vykazovaly zvySenou senzitivitu na tento stres, ale linie se schopnosti zachovat
aktivovanou Arab6 toleranci rostlin naopak zvySovala (Ebine et al., 2011).

Ara7 predstavuje dalsiho potencidlniho kandidata pro genetickou manipulaci

za ucelem zvyseni odolnosti rostlin na solny stres.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Pro spravné vitalni funkce vsech eukaryotickych bunék musi neustale dochazet k pfenosu
riznych latek mezi jednotlivymi intracelularnimi organelami, a také mezi témito
organelami a vnéj$im prostiedim. Hlavni z cest tohoto pfenosu je vesikularni transport,
jehoz tkolem je pieprava latek v malych, membranou obalenych utvarech — vesikulech.
Podstata tohoto procesu spociva v odStépeni vesikulu, obsahujiciho transportovany
materidl, z membrany tzv. donorové organely, transport k cilové organele a splynuti s jeji
membranou za uvolnéni ndkladu. Vesikularniho transportu se ucastni pouze organely
tvofené jednou membranou, mezi néz patii: endoplasmatické retikulum (ER), Golgiho
aparat (GA), endosomy, lysosomy, vakuoly a plasmaticka membrana (PM) (Bonifacino
a Glick, 2004; Fan et al., 2015).

Proteiny nové pfijaté z vnéjsiho prostiedi nebo proteiny nové syntetizované na ER,
prochazeji ptes fadu membranovych organel a vytvari tak dvé hlavni protismérné drahy
(Obr. 1). Prvni z téchto drah (tzv. draha endocytosy) umoZznuje piijem latek z vnéjSiho
prostiedi a jejich transport do vakuoly/lysosomu ptes rané a pozdni endosomy (Shoji
etal., 2014). Tato cesta zacina pfijmem latek z vnéjsiho prostfedi a jejich uzavienim
do vesikul internalizovanych z plasmatické membrany V procesu zvaném endocytosa
(Murphy et al., 2005). U rostlin rozlisujeme dva mechanismy piijmu latek z vnéjsiho
prostiedi: klathrinem zprostfedkovanou endocytosu a internalizaci plasmatické
membrany z mist nazyvanych membranové mikrodomény, odliSujici se svym
proteinovym a lipidovym slozenim od okolni plasmatické membrany (jsou obohaceny
o protein flotilin, steroly a sfingolipidy). Prvni jmenovany mechanismus endocytosy tvoii
hlavni proud (Chen et al., 2011; Li et al., 2012; Malinsky et al., 2013).

Rany endosom je dynamicky utvar s nestdlym povrchem, obklopen jednou
fosfolipidovou membranou. SlouZi jako tfidici stanice pro nové internalizované proteiny,
z niz se neustale odstépuji vesikuly a vraci se zpét na plasmatickou membranu (Samaj
et al., 2005). Takto je realizovana recyklace plasmatické membrany, na jejimz zakladée
muze buiika kontrolovat a ménit lipidové slozeni plasmatické membrany a pifitomnost
nebo degradaci riznych receptor (Murphy et al., 2005). U rostlin se rané endosomy
shoduji, alesponi funkéné, s trans-Golgiho siti (TGN). Nékdy se z ranych endosomu
odpojuji vesikuly, které nejprve vytvareji nebo splyvaji s jiz existujicim Gitvarem zvanym

recyklaéni endosom a teprve poté jsou navraceny na membranu (Viotti et al., 2010).
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Obr. 1: Schéma znazorfiyjici hlavni drahy vesikularniho transportu. Draha endocytosy zacina
endocytosou a transportem vzniklych vesikul ptes rany endosom/trans-Golgiho sit' (TGN)
a pozdni endosom/MVB (multivesikularni télisko) az do vakuoly/lysosomu. Sekre¢ni cestou jsou
proteiny a membrany z endoplasmatického retikula (ER) transportovany ptes Golgiho aparat
(GA) a trans-Golgiho sit’ (TGN) na plasmatickou membranu (PM) (exocytosou) nebo, pokud jde
o lytické enzymy, do pozdniho endosomu/MVB a vakuoly/lysosomu. EE, rany endosom; LE,
pozdni endosom. Upraveno dle (Fan et al., 2015; Noack a Jaillais, 2017; Singh a Jiirgens, 2017).

Rané endosomy nésledné dozravaji v pozdni. Pozdni endosomy se od ranych lisi
kyselejsim pH, diky némuz zde jiz dochazi k aktivaci hydrolytickych enzymu
a k hydrolytickému §tépeni. Jejich membrana mize byt internalizovana za vzniku vesikul
uvnitt téchto endosomtl, oznacuji se proto také jako multivesikularni téliska (MVB,
multivesicular bodies) nebo prevakuolarni oddéleni (PVC, prevacuolar compartment)
(Otegui et al., 2006; Otegui a Spitzer, 2008). Multivesikularni téliska obsahuji komplexy
ESCRT (endosomalni tiidici komplexy potfebné pro transport, endosomal sorting

complexes required for transport), které rozpoznavaji poly-ubiquitinilované proteiny



a zprostiedkuji jejich internalizaci, ¢imz urcuji jejich nasledny osud, kterym je degradace
ve vakuole/lysosomu (Korbei a Luschnig, 2013; Cui et al., 2016).

Sekrece a endocytosa jsou vzajemné propojeny. Sekrec¢ni drahou jsou proteiny, nové
syntetizované V endoplasmatickém retikulu, vedeny do Golgiho aparatu (GA) a pot¢ jako
vesikuly pucici z trans-sit¢ GA (TGN, trans-Golgi network) jsou transportovany ven
Z buiiky v procesu zvaném exocytosa. Alternativné mohou byt dopraveny do pozdnich
endosomi/MVB a vakuol/lysosomti, kde vykonavaji své, vétsSinou hydrolytické, funkce
(Obr. 1) (Ding et al., 2014).

Jako retrogradni transport se oznacuje ptenos zpétny vzhledem k cesté¢ endocytosy
asekrece. U rostlin byl prokazan zpétny transport zranych endosom®/TGN
na plasmatickou membranu, z recyklaéniho endosomu na plasmatickou membranu
ado GA a transport z GA do ER. Retrogradni transport je nezbytny pro vyrovnani
pfimého transportu. Navratem membran a latek z organel, ze kterych byly odstépeny tak
zajistuje rovnovahu (Viotti et al., 2010; Luo et al., 2015). Rostliny obsahuji navic drahu
transportujici material, at’ uz syntetizovany de novo v ER nebo pfijaty endocytosou, pies
TGN do délici prepazky pii cytokinezi (Richter et al., 2014).

Vesikularni transport a jiné zivotné dulezité procesy, jako je proliferace bunek,
bunéénd signalizace a procesy spojené s cytoskeletem, probihajici u vSech
eukaryotickych bunék, musi byt ptisné fizeny. Ve vSech téchto funkcich hraji dileZitou
roli regulacni proteiny, z nichz velké mnozstvi vykazuje vlastnosti molekularnich
prepinacti (molecular switches). Tyto proteiny mohou ,,pfepinat® - ménit svij stav
z aktivniho na inaktivni a naopak, diky ¢emuz mohou regulovat a kontrolovat vyse
zminéné bunécné procesy (Vernoud et al., 2003; Jaffe a Hall, 2005).

Mezi takové regulacni proteiny patii GTP-vazebné proteiny se schopnosti vazat GTP
nebo GDP. Existuji tfi skupiny GTP-vazebnych proteini: velké heterotrimerni
oznacované cCasto jako G proteiny, nckteré¢ elongacni faktory a malé monomerni
oznacované jako malé GTPasy s molekulovou hmotnosti 21-30 kDa. Hlavnimi regulatory

vesikularniho transportu jsou pravé malé GTPasy (Leipe et al., 2002; Yang, 2002).

2.1 MALE GTPASY

Kazdy clen skupiny malych GTPas je, jak jiz bylo uvedeno, molekularni piepinac
regulujici rozdilné bunééné procesy. Mechanismus funkce malych GTPas je pozoruhodné
univerzalni u vSech eukaryot. GTPasy se vyskytuji ve dvou konformacich: v aktivni

s navazanym GTP a v inaktivni s navazanym GDP. Pouze v aktivnim stavu mize GTPasa
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vykonavat své funkce, tj. nejCastéji se vazat na jiné proteiny (tzv. efektory), které dale
ovlivituji rGzné bunétné procesy. V aktivnim stavu maji GTP-vazebné proteiny
GTPasovou aktivitu a mohou hydrolyzovat navazany GTP na GDP asamy se tak
inaktivovat. Rychlost této hydrolyzy je vSak velmi nizka, a proto musi byt katalyzovana
tiidou proteintt zvanych GAP (GTPasu aktivujici protein, GTPase-activating protein).
Inaktivovand GTPasa s navazanym GDP mize byt znovu aktivovdna vymeénou
nukleotidl, k ¢emuz je potfeba dalsi tfida regulacnich proteintt GEF (vyménny faktor pro
guaninovy nukleotid, guanine nucleotide exchange factor), ktery umozni uvolnéni vazby
mezi GDP a GTPasou. Na GTPasu se poté vaze piednostné GTP, jelikoz je jeho
koncentrace v cytoplasmé mnohem vyssi nez koncentrace GDP (Bourne et al., 1991,

Cherfils a Zeghouf, 2013). Cely GTPasovy cyklus znazorfiuje Obr. 2.

vyména i /
GEF GDP/GTP GTP hydrolyzaj {

Obr. 2: Mechanismus regulace aktivity malych GTPasy. Nékteré aktivni GTPasy s navazanym
GTP jsou asociovany s membranami a vazou efektorové proteiny, které vykonavaji dalsi
regulaéni funkce. Po hydrolyze GTP na GDP pomoci GAP (GTPase-activating protein) dojde
k inaktivaci malych GTPas a oddéleni od membrany do cytoplasmy, kde se na né mize vazat
inhibitor GDI (guanine nucleotide dissociation inhibitor). Opétovna aktivace je umoznéna
vyménou GDP za GTP pomoci GEF (guanine nucleotide exchange factor). Upraveno dle Cherfils
a Zeghouf, 2013.
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Nékteré malé GTPasy, mezi néz patii také Rab GTPasy, jsou ve svém aktivnim stavu
vazény na membrany, kdezto v inaktivnim se nachdzi v cytoplasmé. Asociaci
S membranami jim cCasto zajiStuje hydrofobni isoprenylovd skupina, kterou ziskaji
Vv procesu post-transla¢ni modifikace. Odpoutani takovych malych GTPas z membrany
by vsak bylo energeticky nevyhodné, kdyby se se svou hydrofobni skupinou mély dostat
do cytoplasmy, kde pievazuje vodné prostedi. Proto je zapotiebi dalSich proteintt GDI
(inhibitor disociace guaninovych nukleotidl, guanine nucleotide dissociation inhibitor),
kter¢ umoznuji lokalizaci inaktivnich malych GTPas do cytoplasmy vazbou
a ,,zakrytim* jejich hydrofobni skupiny. Vazba GDI na inaktivni malé GTPasy také
inhibuje odstépeni GDP, proto musi byt GDI nejprve oddélen od malé GTPasy, aby ji
bylo mozno znovu aktivovat vyménou GDP za GTP (Collins, 2003).

2.1.1 Struktura malych GTPas

Stejné jako je univerzalni mechanismus funkce malych GTPas, musi byt také univerzalni
jejich zakladni struktura zodpovédna za vazbu a hydrolyzu nukleotidi. VSechny malé
GTPasy maji centralni doménu sloZenou ze Sesti B-skladanych listti obklopenych péti a-
helixy (Obr. 3). Na této domén¢ je ptitomno GTP/GDP-vazebné misto (Bourne et al.,
1991; Heider et al., 2010).

Obr. 3: Struktura zakladni centralni ¢asti malych GTPas tvotena ze Sesti -skladanych listd a péti
a-helix. Na mistech oznacenych switchl a switchll dochazi k hlavnim konformac¢nim zménam
v zavislosti na vazbé GTP/GDP. Upraveno dle Vetter a Wittinghofer, 2001.
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Oblasti, které vykazuji strukturné nejvétsi odliSnosti mezi aktivnim a inaktivnim
stavem, se oznacuji jako switchl a switchll (Obr. 3). Ob¢ tyto oblasti jsou zapojeny
ve vétsing, pokud ne ve vSech, interakcich malych GTPas s vazebnymi partnery (Lee
etal., 2009). Vysoka podobnost centralni ¢asti malych GTPas u vSech eukaryot
poukazuje na jejich dulezitost. Ostatni domény, které obklopuji tuto zakladni ¢ast, jsou
vSak velmi rGznorodé, protoze regulace pomoci malych GTPas zavisi na vazbé
specifickych efektori. Malé modifikace sekvence a tim zplisobené zmény ve struktufe
jinych, nez centralnich ¢asti GTPas tak umoznuji specializaci GTPas na razné efektory

(Rojas et al., 2012).

2.1.2 Rozdéleni malych GTPas

Studium malych GTPas zacalo s objevenim virového ras onkogenu, ktery u krys
zpusoboval zhoubné nadory, sarkomy. Odtud dostal své jméno ras (rat sarcoma). Z tohoto
diavodu se n¢kdy pro oznaceni vSech malych GTPas pouziva nazev Ras GTPasy. Tento
nazev se vSak pouziva zvlast také pro jednu konkrétni tfidu malych GTP. Malé GTPasy
se déli na zakladé€ strukturni a funkéni podobnosti do 5 tfid: Ras, Rho (homolog Ras, Ras
homologous), Ran (jaderny protein ptibuzny Ras, Ras-related nuclear protein), Arf (ADP
ribosylacni faktor, ADP ribosylation factor) a Rab (protein piibuzny Ras izolovan
z mozku, Ras-related in brain) (Stenmark a Olkkonen, 2001; Cox a Der, 2010). Genom
Arabidopsis obsahuje 93 gent pro malé GTPasy. Nachdzi se zde 57 riznych Rab GTPas,
21 Arf, 11 Rho a 4 Ran GTPasy. Zadné Ras GTPasy nebyly u rostlin nalezeny
(Vernoud et al., 2003). V nasledujicich kapitolach budou popsany jednotlivé téidy malych

GTPas s hlavnim zamétenim na Rab GTPasy.

2.1.2.1 Ras GTPasy

Ras GTPasy hraji dulezitou roli v kontrole bunéénych signalnich drah, které ovliviiuji
transkripci genll a tim 1 ruast, proliferaci, diferenciaci, morfologii a apoptosu bun&k
(Rojas et al., 2012). Studie provedené u modelovych organismii umoznily vytvortit model
signalni drahy, jejiz soucasti jsou Ras GTPasy, a ktery znazorniuje Obr. 4 (Takai et al.,
2001).

Rizné mimobunééné signaly mohou aktivovat Ras GTPasy v této drdze vazbou
na receptor v plasmatické membran¢. Velké mnozstvi mimobunécnych signdlii interaguje
s tyrosinkinasovym receptorem (RTK — receptor tyrosin kinase) a podnécuje jeho

dimerizaci a autofosforylaci. Fosfatové skupiny na RTK poté mohou navazat adaptorové
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proteiny, které dale umozni vazbu nejznaméjsiho Ras GEF oznacovaného SOS (Son
of Sevenless). SOS zprostiedkuje vyménu GDP za GTP na Ras GTPase a aktivuje ji tak.
Ras GTPasy reguluji genovou expresi aktivaci protein kinasové kaskady, ktera zacina
aktivaci Raf GTPasy. Raf GTPasa poté fosforyluje a aktivuje MEK (mitogenem
aktivovana proteinkinasa kinasa, mitogen-activated protein kinase kinase), které aktivuji
MAPKSs (mitogenem aktivované proteinkinasy, mitogen-activated protein kinases).
Substraty MAPKs jsou rizné cytoplasmatické a jaderné proteiny, coz poukazuje
na schopnost transportu MAPKs do jadra, kde dojde k fosforylaci a aktivaci riznych
transkripcnich faktord (Leevers et al., 1994; Takai et al., 2001; Downward, 2003; Mitin
et al., 2005). Krom¢ vyse uvedené Raf/MAPKs drahy, byly popsany i dal$i drahy,
ve kterych vystupuji Ras GTPasy v dulezité tloze. Pro spravnou funkci Ras GTPas je
nezbytnd jejich vazba na cytoplasmatickou stranu plasmatické membrény, kterou
zajiStuje farnesyl pfipojeny k Ras GTPasdm v prubéhu post-translacni modifikace

(Downward, 2003).

Vnéjsi signal

[Adaptorové proteiny |

Iy
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Obr. 4: Model signalni drahy s Ras GTPasami. Rtizné vnéj$i signaly aktivuji receptor (Casto
tyrosinkanasovy receptor RTK), jehoz nasledna autofosforylace umozni vazbu adaptorového
komplexu, naktery se poté navaze SOS (Ras GEF) a umozni vyménu GDP za GTP
na Ras GTPase, ¢imz ji aktivuje. Opac¢ny ucinek (stimulaci GTPasové aktivity a naslednou
hydrolyzu GTP vedouci k inaktivaci Ras GTPasy) ma GAP. Aktivni Ras GTPasa dale spousti
kaskadu, kde kazdy nasledujici ¢len drahy je aktivovan fosforylaci od ptedchoziho ¢lena. Jsou tak
aktivovany Raf, MEK, MAPKs a nakonec transkrip¢ni faktory, které reguluji genovou expresi.
Upraveno dle Takai et al., 2001; Knickelbein a Zhang, 2015.
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Vzhledem k regulacnim vlastnostem Ras GTPas neni pfekvapujici, ze porucha jejich
funkce vede k tvorbé rakovinovych nadorii. D&je se tak mutaci v Ras GTPasovych
genech, které vedou k selhani GTPasové aktivity, Ras GTPasy se tak vyskytuji stale
v aktivni formé (Downward, 2003; Fernandez-Medarde a Santos, 2011).

Jak jiz bylo uvedeno, u rostlin se Ras GTPasy nevyskytuji (Vernoud et al., 2003).

2.1.2.2 Rho GTPasy

Tato tfida malych GTPas je pfitomna u vSech eukaryot, kde plni dilezitou ulohu v mnoha
bunécnych procesech (jako je bunééné déleni, morfogeneze a polarizace bunky), z nichz
ma velké mnozstvi souvislost s aktinovym cytoskeletem a vesikularnim transportem
(Hall, 1998; Fritz a Pertz, 2016).

U obratlovcli a bezobratlych se Rho GTPasy déli na tfi podtiidy podle funkce
a sekvenéni homologie: Cdc42, Rac a Rho. U jinych eukaryot vSak mohou nékteré
z téchto tiid chybét. Rostliny maji pouze jednu unikéatni tfidu Rho GTPas, ktera u jinych
eukaryot nebyla nalezena, oznacuje se proto jako Rop (Rho of Plants) (Li et al., 1998;
Takai et al., 2001). Vzhledem k nepfitomnosti Ras GTPas a ostatnich tfid Rho GTPas
u rostlin, existuje hypotéza, ze Rop GTPasy mohou zde nahrazovat tyto GTPasy
v signalnich drahach (Yang, 2002).

Analyza genomu Arabidopsis odhalila pfitomnost 11 Rop GTPas, které jsou zapojeny
v regulaci organizace a dynamiky aktinového a mikrotubulového -cytoskeletu,
v endocytose a exocytose, tvorbé sekundarni bunécné stény a v odpovédi na bakteridlni
a houbové patogeny. Zménou dynamiky a organizace cytoskeletu a vesikularniho
transportu ovliviluji Rop GTPasy polaritu a tvar bunék, tvorbu a prodluZzovani
kotenovych vlasku a pylové lacky (Baxter-Burrell et al., 2002; Vernoud et al., 2003;
Craddock et al., 2012; Chen a Friml, 2014).

Pro vykonavani svych funkci musi byt Rop GTPasy navdzany na membranu, kde
pfenasi signal z membranovych receptorii. To je umoZznéno pfipojenim lipidové slozky
Vv pribéhu post-translacni modifikace dvéma zplsoby: isoprenylaci (kovalentni
ireversibilni vazbou farnesylu nebo gerenylgeranylu) nebo S-acylaci (kovalentni
reversibilni vazbou zbytkl kyseliny palmitové nebo stearové) (Sorek et al., 2009).

Rop GTPasy jsou zapojeny i v signalizaci v auxinovych a ABA drahach (Miyawaki
a Yang, 2014).
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2.1.2.3 Ran GTPasy

Hlavni roli Ran GTPas je fizeni transportu ptes jadernou membranu v interfazi buné¢ného
cyklu. Jako vSechny GTPasy se i Ran vyskytuji ve dvou stavech: v aktivnim s navazanym
GTP nebo inaktivnim s GDP. Ran-GDP se vyskytuje v cytoplasmé, protoze je zde Ran-
GAP, ktery umoziiuje hydrolyzu GTP na GDP. Naopak Ran-GEF se nachazi v jadre,
a proto je aktivni forma Ran GTPas lokalizovana v jadre. Toto rozlozeni je nezbytné pro
zajisténi spravného sméru transportu pies jaderné péry (Matunis et al., 1996).
Pfi jaderném transportu vazou naklad z jadra specidlni proteiny (exportiny), které
prochazi ptes jaderné péry do cytoplasmy, pouze pokud se na nich v jadfe navaze aktivni
Ran GTPasa. V cytoplasmé je tato Ran GTPasa inaktivovana hydrolyzou GTP, ¢imzZ se
zde uvolni 1 nédklad a exportin se vraci do jadra. Podobny mechanismus plati i pro opacny
smér transportu, ktery je zprosttedkovan jadernymi importiny a transport pies jaderné
pory smérem do jadra v tomto ptipadé probihd bez vazby Ran GTPasy na importiny.
Vazba aktivni Ran GTPasy v jadfe je poté vSak nezbytna pro uvolnéni tohoto nakladu
a transportu importinu zpét do cytoplasmy (Takai et al., 2001; Ullman et al., 1997).

V prubéhu mitosy, kdy dochazi k rozpadu jaderné membrany je Ran-GEF lokalizovan
na chromatinu, diky tomu vznik4d gradient aktivnich Ran GTPas v buiice, coz
pravdépodobné podnécuje tvorbu déliciho vieténka (Hetzer et al., 2002).

Na rozdil od ostatnich GTPas nejsou Ran post-translacné modifikovany pfidanim
lipidové slozky a nenapojuji se na membrany (Rush et al., 1996).

U Arabidopsis jsou piitomny 4 Ran GTPasy, z nichZ n¢které jsou dulezité pti reakci
na abioticky stres (solny, chladovy a sucho). Tak napt. bylo zjiSténo, Ze zvySena tvorba
RANI u Arabidopsis zvySuje odolnost viici nizkym teplotdm. Tyto funkce nejspiSe
souvisi s jejich schopnosti regulace pribéhu bunééného cyklu a jaderného transportu

(Vernoud et al., 2003; Xu et al., 2016).

2.2 GTPASY REGULUJICI VESIKULARNI TRANSPORT

Vesikularni transport podléha regulaci tfi malych GTPas: Arf/Sar, Rab a Rho (Molendijk
et al., 2004). Arf/Sar GTPasy fidi prvotni kroky procesu, konkrétné shlukovani
specidlnich proteint, zvanych adaptorové a obalové proteiny, na membrané donorové
organely. Tyto proteiny zprostiedkuji vybér ndkladu ur¢eného k transportu a pocatecni
zformovani (tzv. puéeni) vesikul (Pucadyil a Schmid, 2009). Bylo potvrzeno, ze Rab

GTPasy jsou zapojeny V regulaci vSech kroku vesikularniho transportu (zformovani
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vesikul, odsStépeni vesikul z membran, jejich transport cytoplasmou a splynuti
se spravnou cilovou membranou konkrétni organely, do niz méa byt obsah vesikulu
transportovan) (Zerial a McBride, 2001; Stenmark, 2009). U Arabidopsis tyto dvé téidy
tvoti dohromady asi 84 % vSech malych GTPas.

Jak jiz bylo uvedeno, ve vesikularnim transportu hraji lohu také Rho GTPasy. Ty jej
vsak reguluji neptimo fizenim organizace aktinového cytoskeletu, po némz jsou vesikuly
s ndkladem transportovany. Dulezitost Rho GTPas ve vesikularnim transportu byla
popsana zejména u bunék s polarizovanym ristem, kde tyto GTPasy vytvareji
a zachovavaji podélné uspotadani aktinovych filament, a tim urcuji smér transportu

vesikul smérem k rostoucimu konci bunky (Fu et al., 2001).

2.2.1 Arf/Sar GTPasy

Arf (ADP-ribosylation factor) a ptibuzné Sar (se sekreci asociovand Ras rodina,
secretion-associated Ras superfamily), malé GTPasy pifitomné u vSech eukaryot,
se ucastni tvorby proteinovych oball, které obklopuji transportni vesikuly (Pucadyil
a Schmid, 2009). Proteinovy obal ma dvé funkce. Pomaha k membrané shromazd’ovat
proteiny uréené k transportu a napomaha tvorb¢ vesikul tvarovanim membrany, z niz
se vesikuly odstépi. Obal tvofi dvé vrstvy proteinil, vnitini, tvofena adaptorovymi
proteiny a vn¢jsi (v kontaktu s cytoplasmou), kterou tvoii obalové proteiny. Existuji tii
dobfe charakterizované proteinové obaly: klathrinové (tvofené proteinem klathrinem),
COPI (komplex obalového proteinu I, coat protein complex I) a COPII (coat protein
complex IlI). Arf se podili na tvorbé COPI oball u vesikul i¢astnicich se retrogradniho
transportu z Golgiho aparatu do endoplasmatického retikula a klathrinovych vesikul
transportovanych z trans-Golgiho sité. Reguluje také endocytosu a transport vesikul pro
tvorbu bunécné prepazky pii cytokinezi (Naramoto et al., 2010; Richter et al., 2014).
Sar se ucastni tvorby COPII vesikul nesoucich naklad z ER do GA (Wieland a Harter,
1999; Brandizzi a Barlowe, 2013). Geldner et al. (2003) ve své studii také popsali
zapojeni Arf GEF oznaCovaného jako GNOM v recyklaci vesikul zendosomi
na PM a v transportu auxinu (Geldner et al., 2003).

Sarl se v inaktivni formé s GDP nachézi v cytoplasmé. Na membrané ER je jeho GEF
zvany Secl2, ktery oddéli GDP od Sarl. Po vazbé GTP na Sarl dojde ke konforma¢nim
zménam, uvolni se amfifilni a-helix a pronikne do jedné vrstvy membrany ER (Lee etal.,
2005; Miller a Barlowe, 2010). Na takto ukotveny Sarl v membrané ER se poté vazou

obalové proteiny a ukotveni soucasn¢ také snizuje rigiditu membrany, takze snaze dojde
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k jejimu zakfivovani pii formovani vesikul. Rozpad obalu jiz odstépen¢ho vesikulu
nasleduje po hydrolyze GTP na GDP, pficemz se uvolni a-helix z membrany vesikulu.
Vesikul tak mize nasledné splynout s membranou GA (Settles et al., 2010). U Arf GTPas
byl popsan podobny mechanismus funkce (Cevher-Keskin, 2013).

2.2.2 Rab GTPasy

vvvvvv

vesikularniho transportu. Skrze piimou ¢i nepfimou interakci Rab GTPas s efektorovymi
proteiny tidi tyto GTPasy téméf vesSkeré procesy spojené s vesikuldrnim transportem
(Stenmark, 2009).

2.2.2.1 Rozdéleni Rab GTPas

V genomu Arabidopsis bylo nalezeno 57 riznych Rab GTPas, oznacovanych jako
AtRab GTPasy (Arabidopsis thaliana), které mohou byt rozdéleny do 8 t¥id na zakladé
sekvenéni podobnosti. Tyto tfidy se oznacuji pismeny A-H (AtRabA-AtRabH). Nazvy
a zastoupeni Rab GTPas v jednotlivych tfidach popisuje Tabulka 1 (Pereira-Leal
a Seabra, 2001; Vernoud et al., 2003). V odborné literatute se vyskytuje i Ciselné
oznaleni, které se pouziva pro sav¢éi Rab GTPasy. Tiidam A-H u Arabidopsis tak
odpovida 11, 2, 18, 1, 8, 5, 7 a 6 usavcd. Pro srovnani, v genomu kvasinky
Saccharomyces cerevisiae je obsazeno 11 Rab GTPa a u ¢lovéka je to ptiblizné¢ 70
(Pereira-Leal a Seabra, 2001).

Jednotlivi c¢lenové tfidy Rab GTPas se lokalizuji do riznych intracelularnich
odd¢lenich, kde reguluji udalosti vesikularniho transportu. Vernoud et al. (2003)
predpovédéli jejich funkci a umisténi na membranach zapojenych ve vesikularnim
transportu u rostlin, na zakladé podobnosti jejich sekvenci s kvasinkovymi a Zivo¢isnymi
Rab GTPasami, které jsou 1épe prozkoumané. Bylo totiz zjisténo, ze pokud Rab GTPasy
vykazuji sekvencni homologii genid u riznych druhl organismii (kvasinka, ¢lovék,
Arabidopsis), tak tyto konkrétni Rab GTPasy vykonévaji ve vSech druzich stejnou funkci
a jsou lokalizovany na stejné membrané stejné organely. Takto ptedpoveézené funkce
vétSiny rostlinnych Rab GTPas vSak jeSt¢ nebyly experimentalné potvrzeny
(Vernoud et al., 2003). Rozlozeni jednotlivych Rab GTPas na riznych membranach

organel vesikularniho transportu znazornuje Tabulka 1.
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Tab. 1: Rozdéleni Rab GTPas u Arabidopsis, jejich oznaceni a lokalizace na membranach nebo
funkce. TGN trans-Golgiho sit’, ER endoplasmatické retikulum, GA Golgiho aparat. Vytvoieno
dle Vernoud et al., 2003.

Nazev

tFidv Rab Pocet Rab  Oznaceni jednotlivych Lokalizace na
Ny 24D GTPas ve tiids Rab GTPas membranach/funkce
GTPas
AtRabAla-i, TGN a vesikuly z néj
AtRabA2a-d, odstépené, transport GA-PM,
A 26 AtRabA3, AtRabA4a- polarizovany rast (kofenové
e, AtRabAba-e, vlasky), recyklace
AtRabA6a, AtRabA6b  komponentt bunééné stény
B 3 AtRabBla-c GA, trapsport mezi GA
cisternami
AtRabC1, AtRabC2a, . .o .
C 3 AtRabC2b Polarizovany rist bun¢k
D 4 AtRabD1, AtRabD2a-c ER-GA transport
E 5 AtRabEla-e Polarizovana sekrece
AtRabF1, AtRabF2a,
F 3 AtRabE2b Endosomy
AtRabG1, AtRabG2,
G 8 AtRabG3a-f Lysosomy/vakuoly
H 5 AtRabHla-e ER-GA retrogradni transport

2.2.2.2 Rab domény

Vyznamnym a mimofadné dilezitym znakem Rab GTPas je rozdilna lokalizace
na riznych membranach. Je ziejmé, Ze vesikuly pfi cesté cytoplasmou narazi na mnozstvi
membran, se kterymi by mohly splynout. Rab GTPasy slouzi jako markery oznacujici
povrch membran a zajist'uji tak specifitu vesikularniho transportu. Kazda Rab GTPasa se
vaze na jednu nebo vice membranovych organel a kazdd membranova organela obsahuje
jeden nebo vice Rab proteint (Sonnichsen et al., 2000; Barr, 2013). Zptsob, kterym je
zajistén presny mechanismus této funkce, neni zcela znam, ale usuzuje se na roli GDFs
(GDI premist’ujici faktory, GDI displacement factors), které, pfitomné na membranéch,
specificky rozpoznéavaji Rab-GDI komplexy, umoziiuji uvolnéni GDI a tim asociaci
konkrétni Rab GTPasy s membréanou. Rizné Rab GTPasy lokalizované na stejné
organele vytvareji Rab domény (Obr. 5) (Sonnichsen et al., 2000; Sivars et al., 2003,
Barr, 2013). Rozlozeni jednotlivych Rab GTPas na membranach organel ukazuje tabulka
vyse (Tab. 1).
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Obr. 5: Znazornéni Rab domén na jednotlivych organelach u zivoéichti. Kazda z organel
vesikularniho transportu obsahuje na své membrané mista obohacena o konkrétni Rab GTPasu
a tato mista se oznacuji jako Rab domény. Rab5 zde reguluji endocytosu a splyvani z ni vzniklych
vesikul s ranymi endosomy. Rab4 reguluji recyklaéni krok z ranych endosomi zpét
na plasmatickou membranu (PM) nebo do recyklacniho endosomu. Rabl11 reguluji tentyz krok,
ale v pozdé&jsi fazi z recyklaénich endosomu. Pfijaty naklad uréeny pro degradaci je v raném
endosomu roztiidén transportovan do pozdniho endosomu pod kontrolou Rab7. Recyklace
receptort do trans-Golgiho sité¢ (TGN) se d&je na pozdnim endosomu/multivesikularnim télisku
(MVB) pod regulaci Rab9. Upraveno dle Stenmark et al., 2009.

Rané¢ a recyklac¢ni endosomy u zivocichli obsahuji kombinaci Rab4, Rab5 a Rabl 1.
Byly zde pozorovany tfi domény: pouze Rab5, kombinace Rab5 a Rab4 a kombinace
Rab4 a Rabll. Tyto domény jsou dynamické, ale nedochazi k jejich promichavani
(Sonnichsen et al., 2000). Je zfejmé, ze musi existovat n€¢jaky mechanismus, ktery vytvari
tyto domény. Jeden z mechanismti miiZe byt zprostfedkovan efektorovymi proteiny, napf.
lokalni aktivaci GEF proteint. Uplatiiuje se zde poté pozitivni zpétné vazba: Rab GTPasy
aktivované GEF proteiny pfitahuji dal$i GEF proteiny na membranu a tim je umoZnéna
aktivace dalSich Rab GTPas. Bylo zjisténo, ze velké mnozstvi Rab efektort obsahuje
vazebna mista pro dvé a vice riznych Rab GTPas, coz mize mit funkci v udrZzovani
riznych domén na jedné membran¢ (Stenmark, 2009).

Funkci domén mohou ozfejmit nasledujici piiklady. Rané endosomy obsahuji Rab5
a Rab4 domény zapojené ve splyvani vesikul a jejich recyklaci. Vesikul vznikly

endocytosou obsahuje Rab5, které splyvaji s Rab5 doménami na raném endosomu.
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Z Rab4 domén na endosomu probiha recyklace (do recykla¢niho endosomu nebo na PM),
pfi¢emz recyklacni endosom piijima tyto vesikuly také do domén obohacenych o Rab4.
Recykla¢ni endosom obsahuje domény Rab4 a Rabl1. Doména Rabl1 posila vesikuly
na plasmatickou membranu. Pozdni endosomy obsahuji domény Rab7 a Rab9. Rab7
pfijima vesikuly z Rab5 domény raného endosomu a posild je do lysosomu/vakuol.
Rab9 domény umoziuji komunikaci mezi pozdnim endosomem a TGN (Obr. 5)
(Stenmark, 2009).

Rab GTPasy zajistuji identitu membran také tim, Ze kontroluji lokalni pfitomnost
fosfatidylinositoli (PI) na membrané. Fosfatidylinositoly, spolecné s Rab GTPasami,
reguluji vesikularni transport na zakladé¢ své fosforylace nebo defosforylace pomoci
fosfatidylinositol kinas a fosfatas. PI slouzi také k ptitahovani specifickych proteinovych
komplexti na membranu a tim spolupracuji s Rab na vytvofeni membranové identity,
slouzi tedy jako markery membran. Bylo potvrzeno, ze Rab mohou byt schopné
kontrolovat fosfatidylinositolové slozeni membrany (Fukuda et al., 2008; Jean a Kiger,
2012; Noack a Jaillais, 2017). Napi. Rab5 zprostiedkuje aktivaci fosfatidylinositol-3-
kinasy (PI3K), ktera produkuje fosfatidylinositol-3-fosfat (PI(3)P) na membrané
endosomi (Christoforidis et al., 1999). Zajimavé je, ze Rab5 efektory (EEA1 (antigen
raného endosomu 1, early endosome antigen 1) a rabenosyn 5 obsahuji PI(3)P-vazebnou
doménu a jsou pravdépodobné pfipojovany na membranu na zaklad€ pfitomnosti jak
Rab5, tak PI(3)P. Rab5 zde maji tedy dudlni roli, coz zajiStuje véEtsi specifitu
vesikularniho transportu (Simonsen et al., 1998; Nielsen et al., 2000). Rab5 kontroluji
idalsi enzymy zahrnut¢é v Plmetabolismu, napi. PI3K, ktera produkuje
na PM fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfat (P1(3,4,5)P3), a také fosfatidylinositol-4-fosfat
fosfatasu a fosfatidylinositol-5-fosfat fosfatasu (Shin et al., 2005). Rab5 tak mohou
kontrolovat PI sloZeni svych domén na membranach (Stenmark, 2009).

Koordinace jednotlivych Rab GTPas muize byt umoznéna Ctyfmi zpusoby: (1)
pozitivni zpetna vazba: aktivni Rab GTPasa zprostiedkuje vazbu efektoru, ktery obsahuje
GEF pro stejnou Rab GTPasu, (2) sdileni efektort: efektor jedné Rab GTPasy obsahuje
vazebné misto i pro jinou Rab GTPasu, ¢imz je zajiSténo ptiblizovani membran nebo
souhra mezi vice Rab doménami na jedné membrang, (3) spojend aktivace: efektor jedné
Rab GTPasy slouZi jako GEF pro jinou Rab GTPasu, (4) negativni zp&tna vazba: efektor
jedné Rab GTPasy se uplatiuje jako GEF pro jinou Rab GTPasu, jejiz efektor slouzi jako
GAP pro prvni Rab GTPasu, takto mize dochazet k uplné preméné urcité domény

na jinou. Posledni pfipad se uplatituje napt. v procesu zrani ranych endosomt na pozdni,
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kdy se méni zastoupeni Rab5 na raném endosomu na Rab7 pozdniho endosomu (Del
Conte-Zerial et al., 2008; Stenmark, 2009).

2.2.2.3 Mechanismus regulace vesikularniho transportu pomoci Rab GTPas

Rab GTPasy se mohou tcastnit regulace vSech krokl vesikularniho transportu, jak bude

podrobnéji popsano v nasledujicich podkapitolach, a jak znazoriiuje Obrazek 6.
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Obr. 6: Znazornéni funkce Rab GTPas ve vesikularnim transportu. A) Aktivni GTP-Rab GTPasy
stimuluji adaptorové proteiny k tfidéni a vybéru nakladu urceného k transportu. B) Rab GTPasy
ptitahuji fosfatidylinositol (PI) kinasy nebo fosfatasy, které méni fosfatidylinositolové sloZeni
membrany vesikulu (z PI-x na Pl-y), ¢imZ dojde k odpoutani PI-vazebnych obalovych proteinti
auvolnéni obalu. C) Rab GTPasy zprostiedkuji transport vesikul po aktinovych nebo
mikrotubulovych vlaknech vazbou na adaptory molekularnich motorti nebo piimo na molekularni
motory. D) Rab GTPasy aktivuji proteiny zajiStujici pfipoutani na akceptorovou membranu
tzv. tethering proteiny, které interaguji s proteiny na akceptorové membrané. Mohou také
aktivovat SNARE proteiny, které zajisti fizi membran. E) Po dokonceni fuze dojde k inaktivaci
Rab GTPas pomoci GAP, odpoutanim Rab GTPas z membrany a asociace s GDI. Navrat Rab
GTPasy k donorové membrané je zprostfedkovany pomoci GDI. Upraveno dle Stenmark, 2009.
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Uloha Rab GTPas v selekci proteinii a tvorbé vesikul
Selekce neboli tfidéni nakladu (angl. sorting) do specifického transportniho vesikulu je
zékladnim procesem vesikuldrniho transportu. Ttidéni je realizovano asociaci
transmembranovych proteint, piedstavujicich bud’ samotny néklad, nebo receptory pro
naklad, s obalovymi komplexy. Proteinovy obal piedstavuje seskupeni adaptorovych
a obalovych proteini normalné lokalizovanych v cytoplasm¢. Rtizné obalové komplexy
rozpoznavaji specifické struktury na riznych nakladech. Sestaveni proteinového obalu se
tak stava specifickym procesem urovanym povahou transportovaného nakladu. Kromé
nakladu zajist'uji specifické sestaveni obalu na konkrétni membrané také Rab GTPasy
(Stenmark, 2009).

Piikladem poukazujicim na mechanismus miZe byt zapojeni Zivo€isnych Rab9 GTPas
V sestaveni proteinového obalu na pozdnim endosomu, kde dochézi k recyklaci mannosa-
6-fosfatového receptoru do TGN. Adaptorovy protein zajistujici vybér nakladu, ktery se
vaze na cytoplasmatickou ¢ast mannosa-6-fosfatového receptoru, je efektorem Rab9
GTPasy pfitomné na membrané pozdniho endosomu. Interakce s Rab9 dale zvySuje
afinitu adaptorového proteinu pro mannosa-6-fosfitovy receptor, a také vede
k pritahovani dalSich adaptorovych proteinti na tuto membranu, ¢imz je zprosttedkovan
vybér mannosa-6-fosfatovych receptori do nové vznikajicich vesikul (Carroll et al.,

2001).

Uloha Rab GTPas ve ztraté proteinového obalu

Po odstépeni vesikulu z membrany donorové organely nasleduje velmi rychld ztrata
proteinového obalu, ktery splnil svou tGlohu v selekci nakladu a formovani vesikul. Pfi
splynuti vesikulu s membranou cilové organely by proteinové obaly interferovaly, musi
byt proto pfed timto krokem odhozeny. I zde hraji dileZitou roli Rab GTPasy. Napt.
interakce adaptorového komplexu AP2 (adaptor-related protein complex 2), ktery je
soucasti klathrinovych oball a ucastni se tvorby endocytickych vesikul z plasmatické
membrany, s membranou, je stabilizovana fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatem (P1(4,5)P2)
a zintenzivnéna pritomnosti AP2-asociované kinasy AAKI, ktera fosforyluje
podjednotku AP2. Rab5 GTPasa ptitomna na téchto endocytickych vesikulech umoziuje
odstranéni proteinového obalu defosforylaci podjednotky AP2 a zprostfedkovanim vazby
fosfatidylinositol fosfatasy nebo fosfatidylinositol-3 kinasy (PI3K), které preméni

P1(4,5)P2 na jiné fosfatidylinositoly. Timto zptisobené oslabeni vazby AP2 na membranu
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vesikulu vyvola rozpad celého proteinového obalu (Cremona et al., 1999; Semerdjieva
et al., 2008).

Uloha Rab GTPas v transportu vesikul

Transport k cilové organele je zprostiedkovan aktinovym a mikrotubulovym
cytoskeletem  a odpovidajicimi  molekularnimi  motory  vedoucimi  vesikul
po cytoskeletalnich vlaknech (Stenmark, 2009). Ptipojeni molekularnich motort,
myosind, transportujicich naklad po aktinovych vlaknech, k transportovanému vesikulu
zajistuji Rab GTPasy pfitomné v membrané tohoto vesikulu. Ty se na myosiny mohou
piipojit bud’to piimo nebo prostfednictvim svych efektorovych proteinti (Lindsay et al.,
2015). Kinesiny a dyneiny, molekularni motory transportujici  naklad
po mikrotubulovych vldknech, jsou také regulovany Rab GTPasami. Mohou byt pfimymi
efektory Rab GTPas, ale je zde mozna i nepiima interakce pies jiné efektorové proteiny.

(Horgan et al., 2010; Delevoye a Goud, 2015)

Rab GTPasy a SNARE proteiny: uloha ve fizi membran

Aby mohlo dojit ke splynuti dvou membran, musi byt ptekonana vzdalenost mezi nimi
a dojit k pfimému kontaktu. Rab GTPasy mohou byt pfitomné na nékteré ze dvou
membran (nebo na obou) a umoznit jejich pfiblizeni vazbou dalsi tiidy efektorovych
proteinli zvanych angl. tethering proteiny (poutajici proteiny). Tyto proteiny ziskaly sviij
nazev diky schopnosti pfipojit vesikul k cilové membranég, resp. pfipojit k sobé dvé
membrany, které maji splynout (Guo et al., 1999). Déli se do dvou skupin: dlouhé
fibrilarni proteiny a velké multiproteinové komplexy (Kiimmel a Heinemann, 2008).
Jedna c¢ast takového proteinu obsahuje vazebné misto pro Rab GTPasu ptfitomnou
na jedné membrang a protilehla ¢ast proteinu ma vazebné misto pro protein navazany
na cilové membrané (muze jit také o Rab GTPasu nebo jiny protein). Tak je zajiSténo
ptiblizeni téchto dvou membran (Saito a Ueda, 2009). Piiklad ukazujici mechanismus
najdeme opét ve studii zivoc¢iSnych Rab GTPas. Tak napt. Rab$, ktera fidi homotypickou
fazi ranych endosomu a vesikul sranymi endoSomy, ma dva dobfe prozkoumané
tethering (poutajici) proteiny: rabenosyn 5 a early endosomal antigenl (EEAT1). N-konec
I C-konec EEA1 obsahuji mista pro vazbu Rab5, takze EEA1 miiZze zprostfedkovat
pfiblizovani dvou vesikul obsahujicich v membran¢ Rab GTPasu a miZze se tedy
uplatiiovat napi. v homotypickém splyvani endocytickych vesikul mezi sebou (Simonsen
et al., 1998; Nielsen et al., 2000; Rubino et al., 2000).
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K samotnému splynuti dvou membran je vsak zapotiebi jest¢ dalsi tiidy proteinti
oznacovanych jako SNARE (soluble NSF (N-ethylmaleimide-Sensitive Factor)-
association protein) (Han et al., 2017). SNARE jsou relativné malé proteiny (asi 200-400
AMK) charakteristické pfitomnosti helikalni SNARE domény. Tato doména je tvoiena
60-70 AMK, které¢ se opakuji po sedmi. Vétsina SNARE proteinli je asociovana
s membranami pies C-koncovou transmembranovou doménu (Jahn a Scheller, 2006;
Lipka et al., 2007; Han et al., 2017).

Diive byly SNARE d¢€leny na t-SNARE asociované s cilovou membranou (target) a v-
SNARE asociované s membranou vesikulu. Avsak toto rozdéleni nemiize byt aplikovano
na homotypické vesikuly a splyvani, které se vyskytuje mezi endosomy a vakuolami.
Alternativné se proto pouziva oznaceni na zékladé aminokyselinové sekvence ve SNARE
doméné. Pokud je zde konzervovan glutamin (Q), jedna se o0 Q-SNARE, které odpovidaji
t-SNARE. Pokud je konzervovan arginin, oznacuji se jako R-SNARE a odpovidaji v-
SNARE (Hong, 2005).

V-SNAREs maji jeden polypeptidovy fetézec, t-SNAREs maji 2-3 polypeptidové
fetézce. Jeden helix z t-SNARE je vZdy pfipojen na transmembranovy protein, ostatni
dva mohou nebo nemusi byt také soucésti transmembranového proteinu. Helikalni
doména z v-SNARES se ovine okolo tii helikalnich domén z t-SNARES a vytvoii se ¢tyf
helixovy balik, tomuto uspotfadani se fika trans-SNARE komplex. Energie uvolnéna pii
vytvofeni trans-SNARE komplexu je vyuzita pro piekonani odporu mezi dvéma
membranami a k jejich splynuti (Hanson et al., 1997; Min, 2013).

Po dokonceni fuze se trans-SNARE komplex pfemeéni na cis-SNARE komplex, ktery
je pfitomen na zfuzované membrané a dochdzi k recyklaci SNARE proteini pomoci
komplexu NSF (N-ethylmaleimide-Sensitive Factor), ktery je ¢lenem AAA rodiny
(ATPases associated with diverse cellular activities). Jedna se o skupinu enzymt, ktera
katalyzuje ptestavbu proteinovych komplexd. NSF se nachazi v cytoplasmé
a k membrané je poutan pomoci protein alfa-SNAP (soluble NSF-association protein).
Jak jiz bylo uvedeno, SNARE proteiny jsou receptory alfa-SNAP proteinu (Sollner et al.,
1993; Lupas a Martin, 2002). K cis-SNARE komplexu se navaze SNAP, pritihne NSF
a ATP hydrolyza pomoci NFS umozni disociaci cis-SNARE komplexu. SNAREs
vykonavaji dvoji funkci: sestaveni trans-SNARE komplexu nezbytné pro splynuti dvou
membran a zajiSténi specifity fuze membran, jelikoz kazdd membrana obsahuje jiné

SNARE proteiny (Cipriano et al., 2013; Ryu et al., 2015).
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2.2.2.4 Rab5 GTPasy vendocytose, endosomalnim a vakuolarnim

transportu u rostlin

U rostlinnych bunék existuji dva mechanismy, kterymi mohou byt latky z vnéjsiho
prostiedi internalizovany. Jednim z nich je klathrinem zprostiedkovana endocytosa,
kterou reguluji Rab5 GTPasy. Druhou cestu predstavuje endocytosa z membranovych
mikrodomén (Vernoud et al., 2003; Li et al., 2012; Malinsky et al., 2013).

Tti ¢lenové tfidy AtRabF GTPas u rostlin vykazuji vysokou podobnost se sav¢i tiidou
Rab5 GTPas. Jedna se o AtRabF1 (n¢kdy oznaCovanou také jako Ara6), AtRabF2a
(Rhal) a RabF2b (Ara7) (Vernoud et al., 2003). Tyto tii Rab5S GTPasy je mozno rozdélit
do dvou skupin: a) na konvenéni, mezi néZ patii Ara7 a Rhal, b) netradi¢ni Ara6 GTPasa
(Ueda et al., 2001).

2.2.2.5 Lokalizace Rab5 u rostlin

Vsechny tfi rostlinné Rab5 GTPasy jsou pritomny na endoSsomech, kde vSak dochazi
k ptekryvim jejich vyskytu (Ueda et al., 2001). Studie provedené s cilem urcit presnou
lokalizaci Rab5 GTPas u rostlin davaji nekonzistentni vysledky.

Ueda et al. (2001) potvrdili zapojeni Ara6 a Ara7 v cesté endocytosy na zakladé
pozorovani kolokalizace téchto dvou Rab5 GTPas s barvivem FM4-64, zndmym
markerem pro cestu endocytosy (Ueda et al., 2001). Dalsi studie odhalila pfitomnost Ara6
na ranych endosomech (Grebe et al., 2003) a jeji zapojeni v recyklaci vesikul z ranych
endosomi na plasmatickou membranu (Ebine et al., 2011). Naproti tomu Bottanelli et al.
(2012) ve své studii pozorovali Ara6 v MVB a piedpovédéli jeji funkci v transportu
vesikul z tohoto odd¢€leni do vakuoly (Bottanelli et al., 2012). Také v jiné studii byla
pozorovana kolokalizace Ara6 se SYP1 a SYP2, markery MVB (Ueda et al., 2004).
Stejné rozporuplné vysledky je mozné najit také u Rhal a Ara7, kde kromé& vyskytu
na ranych endosomech (Ueda et al., 2004), byly tyto dvé Rab5 GTPasy pozorovany
na MVB a pravdépodobn¢ zde reguluji transport vesikul do vakuoly (Sohn et al., 2003;
Kotzer et al., 2004).

Ueda et al. (2004) na zaklad¢ mikroskopického pozorovani odhalili existenci pouze
malého poctu vesikul obsahujicich vyhradn¢ jednu Rab5 GTPasu. Vétsinou se lokalizace
Ara6, Rhal i Ara6 navesikulech v rizné mife piekryvaly. Tato skute¢nost spole¢né
s moznym funkénim piekryvem ranych endosomi a MVB u rostlin mize vysvétlovat

nekonzistentni vysledky v lokalizacich Rab5 (Ueda et al., 2004).
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Vzhledem k zapojeni Rab5 GTPas v transportu vesikul do vakuoly vyvstava otazka,
jakou funkci u rostlin vykazuji homologa Zzivocisné Rab7 tfidy ucastnici se prave
transportu vesikul z MVB do lysosomu. U rostlin byla pifitomnost Rab7 potvrzena
na tonoplastu (Bottanelli et al., 2012). Zména zastoupeni Rab5 na Rab7 u Zivocichi
doprovazi zrani ranych endoSomut v pozdni endosomy/MVB, v nichz jsou poté Rab7
GTPasy pritomny (Rink et al., 2005; VVonderheit a Helenius, 2005). Piesny molekularni
mechanismus regulace vakuolarni transportu u rostlin je z velké ¢asti neznamy (Ebine
et al., 2014). Obé¢ tiidy Rab5 a Rab7 kontroluji u rostlin vakuolarni transport, ale jejich
ptesna uloha v této kontrole nebyla dosud zcela objasnéna (Bottanelli et al., 2012). Byla
predpovézena mozna existence nezavislych cest vakuolarniho transportu, které jsou pod

kontrolou jak Rab5 s Rab7 dohromady, tak pouze Rab5 nebo Rab7 (Ebine et al., 2014).

2.2.2.6 Studium Rab5 GTPas pomoci mutantii

Pro studium funkce malych GTPas je mozno pouzit vice postupli. Napi. zameénu
konkrétnich aminokyselin, ktera vede ke specifickym defektim ve vazbé a hydrolyze
GTP. Pokud mutace zptsobuje neschopnost zamény GDP za GTP a GTPasa ma tak stale
navazany GDP, a navic takto zménéna GTPasa inhibuje funkci soucasné tvorené stejné
normalni, geneticky nemodifikované GTPasy, oznacuje se jako dominantné negativni
(DN) mutace. Opacna mutace znemozhujici hydrolyzu GTP je oznaCovana jako
konstitutivné aktivni (CA). Mnoho funkci Rab GTPas bylo zjiSténo s pouzitim téchto
mutaci. Dal$i informace mizeme ziskat zasahem do gent proteint, které reguluji cyklus
GTPas (napt. GEF a GAP). Nebo také u genovych knock-outi efektori GTPas, které se
vazi naaktivni GTPasy. DalSi moZnosti studia malych GTPas je pfipojeni
fluorescenénich proteinti (Nielsen et al., 2008). Vysledky riznych studii, v nichz bylo

pouzito také téchto metod pii studiu Rab5 GTPas budou shrnuty v nasledujicim textu.

Arab (AtRabF1 GTPasy)

Ztrata funkce Ara6 nevede k odchylkam ve fenotypu v porovnanim s divym typem
Arabidopsis pfi ristu v normalnich podminkach (Ebine et al., 2012). Konstitutivné
aktivni Ara6 (CA Ara6) je lokalizovana na ranych endosomech a plasmatické membrané
(Ebine et al., 2012). Analyzy provedené s pouzitim nadexprese dominantné negativnich
mutantll (DN) daly rizné vysledky (Sohn et al., 2003; Bolte et al., 2004, Ebine et al.,
2012).
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Ara6 je specificka pouze pro rostliny, u jinych organismi nebyla nalezena jeji
homologa. Lisi se od klasickych Rab GTPas v n¢kolika znacich. Pifedné ji schazi
hypervariabilni doména na C-konci a doména bohatd na cystein (tzv. cys motiv)
lokalizovana za hypervariabilni doménou. Na Cys motivu dochazi k isoprenylaci
VvV pribéhu post-translaéni modifikace, ktera je nezbytnd pro pfipojeni GTPas
na membranu. Hypervariabilni doména je nezbytna pro spravnou subcelularni lokalizaci
(Araki et al., 1991; Chavrier et al., 1991; Novick a Brennwald, 1993; Ueda et al., 2001).

Také aminokyselinova sekvence efektorové domény na Ara6, ktera specifikuje
funkci, zde neodpovida doménam u jinych Rab GTPas (Dunn et al., 1993; Ueda et al.,
2001).

Pfipojeni Ara6 na membranu je namisto isoprenylace na Cys motivu zajiSténo N-
koncovou acylaci zbytkem mastné kyseliny (kyseliny myristové nebo palmitové) (Ueda
et al., 2001). Bylo také zjisténo, Ze nepiitomnost Cys motivu dovoluje odpoutani Ara6
od membrany bez ptitomnosti GDI, u ostatnich ¢leni Rab5 (Rhal a Ara7) je vsak GDI
zapotiebi (Ueda et al., 2001).

Skutecnost, ze rostliny pouZivaji zcela novou Rab GTPasu miZe poukazovat
na nezavisly vyvoj endocytosy a vakuolarniho transportu, anebo odrazi specializaci
tohoto transportu na zivot rostlin. Transport zprostiedkovany Ara6 je totiz nezbytny pro
odpovéd’ rostlin na solny stres, o ¢emz bude detailnéji pojednano v dalSich kapitolach
(Ebine et al., 2012).

Ara6 byla nalezena u vSech rostlin, ale také u mecht a plavuni. Jeji pfitomnost vSak
nebyla potvrzena u jednobunéénych zelenych fas. Tvoii se konstitutivné ve vSech

rostlinnych organech (Ueda et al., 2001; Matsuzaki et al., 2004; Ebine et al., 2012).

Rhal (AtRabF2a GTPasy)
Mutace v GTP vazebném motivu méni lokalizaci Rhal: dominantné negativni Rhal
se nachazi v cytosolu a konstitutivné aktivni Rhal na tonoplastu vakuoly. Také mutace
Vv efektorové doméné a v misté pro isoprenylaci zabranuji asociaci Rhal s membranami
a lokalizuje ji difuzné¢ do cytosolu (Stenmark et al., 1994; Li a Liang, 2001).
To naznacuje, Ze jak GTP vazebny motiv, tak efektorovd doména jsou nezbytné pro
lokalizaci Rhal na MVB (Lee et al., 2004).

Akumulace CA Rhal na tonoplastu je nejspis zptisobena znemoznénim jejiho uvolnéni
z této membrany, K odpojeni je pravdépodobné zapotiebi prave jeji inaktivace. Tonoplast

muZze predstavovat akceptorovou membranu pro vesikuly ozna¢ené Rhal, coz naznacuje
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moznou cestu Rhal zMVB natonoplast. Rhal vSak obvykle neni detekovana
v tonoplastu, a to nespis v dasledku toho, Ze se zde lokalizuje pouze piechodné (Lee et al.,
2004). U DN Rhal mutantt jsou rozpustné vakuolarni proteiny akumulovany v MVB
a jejich transport do vakuoly je znemoznén (Sohn et al., 2003). DN Rhal zptsobuje také
sekreci ¢asti vakuolarnich proteini do média (Lee et al., 2004).

Exprese Rhal byla pozorovdana v podplrnych buiikach priduchti mladych listu,
Vv kvétech, kaloznim pletivu, kofenovych Spic¢kach, v rostoucich semenaccich a ve stonku

u Arabidopsis (Terryn et al., 1993).

Ara7 (AtRabF2b GTPasy)

Ztrata funkce Ara7 se neprojevuje zménou fenotypu v normalnich podminkach (Ebine
etal.,, 2012). Dominantn¢ negativni (DN) Ara7 je pfitomna v cytoplasmé
a na strukturach, které reprezentuji Golgiho aparat. Konstitutivné aktivni (CA) Ara7 se
nachazi na tonoplastu (Kotzer et al., 2004; Dhonukshe et al., 2006).

Kotzer et al. (2004) zdivodnili lokalizaci CA Ara7 na tonoplastu inhibici jejiho
uvolnéni z membrany MVB, pfi¢emz tato inhibice souvisi s neschopnosti hydrolyzovat
GTP. Mozny cyklicky pohyb Ara7 z GA do MVB byl také ptedpovézen na zakladé jeji
lokalizace na GA. Prestoze se Ara7 nachazi na GA v inaktivni form¢ a Rab GTPasy se
vétsinou v této formé& nachazi v cytosolu, je mozné, ze se vaze na GDI nebo
na efektorovou molekulu nachazejici se v membrané GA (Kotzer et al., 2004). Mutaci
zpusobena beznukleotidova forma Ara7 se snizenou afinitou jak ke GTP, tak k GDP,
stejné jako formy s mutaci snizujici schopnost isoprenylace, se lokalizuji vyhradné
v cytoplasmé (Kotzer et al., 2004).

Dominantné negativni Ara7 se vyvolala u n€kterych proteinli ur¢enych pro transport
do vakuoly, sekreci do apoplastu (Kotzer et al., 2004). Konstitutivné aktivni (CA) Ara7
také zptsobuje tvorbu zvétsenych MVB, vyvolanou nejspi§ homotypickym splyvanim
MVB (Jia et al., 2013).

Nedavna studie prokéazala také zapojeni Ara7 v imunitni reakci rostlin. Defekt aktivace

Ara7 vedl ke imunity pfi infekci houbovym patogenem (Nielsen et al., 2017).

2.3 SOLNY STRES

Zasoleni pud je rostouci problém po celém svét€é a predstavuje hlavni omezeni
zemedelské produkce. Odhaduje se, ze vice nez 20 % zeméd¢lské pudy je zasazeno

solnym stresem a tento podil stale roste. V roce 2050 by solny stres mél postihovat
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az 50 % zemédélské pludy. Zavaznost tohoto problému je ziejmé vzhledem k rostouci
lidské populaci a s ni souvisejici potiebou zvyseni zemé&délského vynosu (FAO, 2009;
Ladeiro, 2012; Jing et al., 2018).

Rostliny mohou byt klasifikovany do dvou kategorii podle tolerance solného stresu: 1)
halofilni rostliny neboli halofyty, které prosperuji na zasolenych ptidach a 2) glykofyty
citlivé na solny stres. VétSina potravinaiskych plodin vSak patii do druhé kategorie
(Flowers, 2004; Munns a Tester, 2008). Halofyty tvoti asi 1 % svétové flory a jedna se
o rostliny, které pieZivaji a rozmnozuji se v oblastech, kde koncentrace NaCl v padé je
piiblizng 200 mmol-I"* nebo vétsi. Pouze nékteré z nich viak vykazuji optimum réistu

Vv solnych podminkach (Flowers a Colmer, 2008).

2.3.1 Reakce rostlin na solny stres

Solny stres ptisobi na rostliny dvéma svymi slozkami: osmotickym a iontovym stresem
(Obr. 7). V prub&hu pocatecnich fazi soln¢ho stresu dojde ke ztrat¢ vody. To je jednak
zpusobeno snizenim absorbéni kapacity kofenového systému pro vodu, a jednak
zrychlenym vyparem z listd v disledku zvysené akumulace soli v pidé a v rostling. Solny
stres je tak povazovan zaroven za hyperosmoticky stres. Za normalnich podminek je
koncentrace rozpusténych latek uvniti bun€k kotene vyssi nez ve vnéjsim prostiredi, ¢imz
je umoznén piijem vody do téchto bunék v procesu osmosy. Pti solném stresu je vSak tato
rovnovaha porusena, voda unika z bunék do vngjsiho prostiedi a dochazi ke zmenseni
jejich objemu, coZ se projevuje také celkovym ochabnutim rostliny (Munns, 2005;
Shavrukov, 2013).
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Obr. 7: Znazornéni vlivu jednotlivych slozek solného stresu na bunécné procesy a mechanismy,
které bunka vyuziva v reakci na tento stres pro zotaveni nebo adaptaci. Upraveno dle de Oliveira
et al., 2013.

Tontovy stres je zpisobeny akumulaci Na® v rostlinnych organech. Vzhledem
k chemické podobnosti Na* s K*, spociva &ast jeho toxicity v urcité interferenci
s transportem a cytoplasmatickymi funkcemi K* (Carden et al., 2003; Golldack et al.,
2003; Peng et al., 2004). Draselny iont je esencialni prvek nezbytny pro mnohé rostlinné
procesy, z nich miize byt jmenovano napt. déleni bunék, aktivace enzymil, transport latek
floémem, deficience K* také snizuje aktivitu fotosyntetického aparatu (Deeken et al.,
2002; Volkov a Amtmann, 2006; Maathuis, 2009).

Vysoka koncentrace Na® vpudé inhibuje ptijem K* zvnéjsiho prostredi
do cytoplasmy a zvysuje jeho vydej. Vysoky pomér K* k Na* v cytoplasmé je uréujici
determinantou tolerance rostlin na solny stres. Mechanismy tolerance rostlin na solny
stres sméfuji pravé k ustanoveni tohoto vysokého poméru (Davenport a Tester, 2000;
Shabala, 2000; Chen et al., 2007).

Mnohé poskozeni bunéénych struktur pfi solném stresu jsou zptsobena naslednym

oxidativnim stresem vyvolanym ucinkem reaktivnich forem kysliku (ROS, reactive
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oxygen species) produkovanych v bunkach pravé v reakci na solny stres (Krishnamurthy
a Rathinasabapathi, 2013).

Obranné mechanismy rostliny proti iontovému stresu zahrnuji strategie vedouci
ke snizeni obsahu Na® v cytoplasmg&. Osmotickému stresu je zabranéno produkci
osmoticky aktivnich latek (osmolytit) a ROS jsou odstraniovany pomoci antioxida¢nich

enzymu (Gupta a Huang, 2014).

2.3.1.1 Obrana proti iontovému stresu a SOS signalni draha

Za podminek normalni koncentrace Na* v pudé je tento iont pfijiman do buiiky mnoha
nezavislymi Na* transportery z HKT rodiny (vysoce afinitni draslikovy transporter, high-
affinity potassium transporter), které se déli na dvé tiidy, z nichZ jedna zaji$t'uje uniport
Na*, zatimco druha Na*/K* symport (Horie et al., 2009; Yao et al., 2010). Pfi zvysené
koncentraci pronika Na* do bunék pomoci neselektivniho kationtového kanalu (NSCC,
non-selective cation channel) lokalizovaného na plasmatické membrané (Davenport
a Tester, 2000; Demidchik a Tester, 2002).

Mechanismus piijmu K zavisi na jeho koncentraci v piidé. Pii nizké koncentraci
vyuziva bunika vysoce afinitni aktivni pfijem zprosttedkovany transportery z HKT rodiny
(Schachtman a Schroeder, 1994). V piipadé vysokych koncentraci K* je jeho pijem
do buriky nizkoafinitni a pasivni pomoci PKB transporterti (protein kinasa B) (Lagarde
et al., 1996). Pfi solném stresu tak soutézi Na* s K* o transporter (Sairam a Tyagi, 2004;
Munns a Tester, 2008).

Existuji tf1 mechanismy slouzici k ochrané bunky pted vysokou cytoplasmatickou
koncentraci Na*: omezeni ptijmu Na® do bunék, oddéleni Na* do vakuoly a zvySeni
vydeje Na® zbuiky do okolniho prostiedi. V poslednich dvou jmenovanych
mechanismech je zapojena SOS (salt overly sensitive) signalni draha, k jejiz aktivaci
dojde pii zvyseni intracelularni hladiny Ca?* po percepci zvyseného obsahu Na* (Obr. 8)
(Guo et al., 2004; Chinnusamy et al., 2005). ZvySeni cytoplasmatické koncentrace Ca®*
je registrovano jednim ze tii ¢lenti SOS signalni drahy — Ca?* vazebnym proteinem
s myristoylovou skupinou, oznacovanym jako SOS3. Tento protein po vazbé Ca?'
aktivuje SOS2, coz je serin/threonin protein kinasa (Halfter et al., 2000; Liu et al., 2000).
SOS3 aktivuje SOS2 predevsim v kofenech. V nadzemni ¢asti rostliny je SOS2 aktivovan
proteinem zvanym SCaBP8 (SOS2-like calcium binding protein 8) (Quan et al., 2007).
Interakce SOS3-SOS2 nebo SCaBP8-SOS2 vede k asociaci SOS2 s plasmatickou

membranou, nasledkem ¢ehoz dojde k fosforylaci a aktivaci SOS1 lokalizovaného na této
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membrané, ktery funguje jako Na*/K*-antiporter a vylucuje Na* z cytoplasmy (Huertas
etal., 2012).

Alternativné byla popsana schopnost komplexu SCaBP8-SOS2 aktivovat Na*/H*-
antiportery oznacované jako NHX (Na'/H* exchanger) na tonoplastu. Tyto zaji$tuji
transport Na* z cytoplasmy do vakuoly (Quintero et al., 2011; Quan et al., 2007; Huertas
et al., 2012). Elektrochemicky gradient pro NHX je generovan vakuolarnimi H'-
ATPasami a H*-PPasami (protony pumpujicimi pyrofosfatasami). Rodinu NHX tvoii
U Arabidopsis Sest clent, které lze rozdélit na dvé tiidy: NHX1-4 (lokalizované
na tonoplastu) a NHX5-6 (na membrané endosomti). Transkripce téchto transportert je
zvySena pii akumulaci kyseliny abscisové (ABA) nebo osmotickém stresu (Blumwald,
2000; Yokoi et al., 2002). Solny stres miize zvysit akumulaci ABA (Park et al., 2008).
Exprese vakuolarni H-ATPasy je také zvySena pii solném stresu, ¢imZ je zajiStén

dostate¢ny protonovy gradient pro transport Na* do vakuoly (Dietz et al., 2001).

SOS1) | RBOH
5052 ROS(antioxida¢ni enzymy)

_PLD

Na* receptory = Ca?— nebo MPK6 Na* receptory

SCaBP6

Ca- 5053\ /

NHX

Na

\\ vakuola //
cytoplasma

Obr. 8: Model znazorfujici tfi mozné cesty aktivace SOS1 (Na*/H*-antipoteru, kli¢ového pro
vylouceni ptebyte¢ného Na* z buniky pii solném stresu). Prvni cesta (znazornéna modrymi
Sipkami) je zaloZena na percepci nadbyte¢ného Na* v pudé, zvyseni obsahu cytoplasmatického
Ca?", aktivaci SOS3 nebo SCaBP6 vazbou Ca?*, aktivaci SOS2 pomoci SOS3/SCaBP6 a aktivaci
SOSI1 fosforylaci komplexem SOS3-SOS2 nebo komplexem SCaBP8-SOS2. Komplex SCaBP8-
SOS2 alternativné aktivuje NHX na tonoplastu. Druha cesta aktivace SOS1 (znazornéna
¢ervenymi Sipkami) vede ptes fosfolipasu D, ktera aktivuje MPK6, coZ vede k aktivaci SOS2
anasledné SOS1. Treti cesta (znazornéna zelenymi Sipkami) ukazuje aktivaci SOS1 ptes
membranovou NADPH oxidasu RBOH. Cerné Sipky, zvysena exprese genu pii solném stresu;
RBOH, respiratory burst oxidase homologs; SOS, salt overly sensitive; SCaBP8, SOS3-like
calcium binding protein8; MPK®6, mitogen-activated protein kinase 6; PA, kyselina fosfatidova;
PLD, fosfolipasa D. Upraveno dle Shah et al., 2017 a Ji et al., 2013.
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SOS1 je schopen vyluéovat Na* z cytoplasmy do okolniho prostfedi nebo
Z parenchymatickych bunék do cévnich tkani a zachovava tak nizké hladiny
Na* v cytoplasmé& (Shi et al., 2002a). Zda se vSak, ze aktivita SOS1 nezavisi zcela
na aktivaci pomoci SOS2 (Shabala et al., 2005). SOSL1 je totiz také cilem fosfolipasy D
(PLD) (Yuetal., 2010). Solny stres aktivuje PLDal, coz vede k rapidni akumulaci
produktu jeji hydrolyzy a sekundarniho poslu, kyseliny fosfatidové (PA). PA aktivuje
MPK6 (mitogen-activated protein kinase 6) atapfimo fosforyluje SOS1 (Obr. 8)
(Yuetal.,, 2010). NADPH oxidasa RBOH (respiratory burst oxidase homolog)
na plasmatické membrang, jejiz funkcei je produkce ROS, ma také schopnost aktivovat
SOS1 (Kurusu et al., 2015).

SOS signalni draha je zapojena také v nékolika dal§ich procesech spojenych
s toleranci k solnému stresu. Tak naptiklad SOS3 méni architekturu kofenového systému,
coz se projevuje snizenim poctu kofenovych vlaskd, postrannich kofend a poruchou
elongace primarniho kotfene (Wang a Li, 2008; Wang et al., 2009; Zolla et al., 2010).
SOS3 dale v reakci na solny stres zvySuje biosyntézu auxinu a zpusobuje reorganizaci
aktinového cytoskeletu (Zhao et al., 2011; Ye et al., 2013).

2.3.1.2 Obrana proti osmotickému stresu produkci osmolytl

Osmolyty jsou riznorodé organické latky, nenabité, polarni, rozpustné a neinterferujici
S bunéénym metabolismem ani za vysokych koncentraci v cytoplasmé. Patii mezi né
napf. prolin, glycin betain, cukry a polyoly. Akumulaci v cytosolu pii solném stresu
snizuji osmoticky potencial a zachovavaji piijem vody z prostiedi zasoleni pudy (Zhu
et al., 1997; Hasegawa et al., 2000). Ve vnimani a pfenosu signalu o osmotickém stresu,
stejné jako v nasledné produkci osmolytu, je zapojena MAPK signalni draha (de Nadal
et al., 2002).

2.3.1.3 Uloha ROS a antioxidaénich enzymt v solném stresu

Za normalnich podminek je hladina reaktivnich forem kysliku (ROS) v bunkach nizka.
Avsak pii solném nebo jiném abiotickém stresu, dochéazi k jejimu rapidnimu zvyseni, a to
predevsim diky aktivité riznych oxidas pfitomnych na plasmatické membrang, z nichz je
nejvice prostudovanda NADPH oxidasa znama také pod nazvem RBOH (Apel a Hirt,
2004; Xie et al., 2011; Ma et al., 2012). Mezi reaktivni formy kysliku patii jak volné
radikaly (superoxidovy Oz, hydroxylovy OH', perhydroxylovy HO2, alkoxylovy RO),
tak neradikalové molekuly (H202 a O2). Rostliny obsahuji mnoho enzymd,
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napf. superoxiddismutasa (SOD, superoxid:superoxid oxidoreduktasa, EC 1.15.1.1),
katalasa (KAT, peroxid vodiku:peroxid vodiku oxidoreduktasa, EC 1.11.1.6),
askorbatperoxidasa (APX, L-askorbat:peroxid vodiku oxidoreduktasa EC 1.11.1.11),
glutathionperoxidasa (GPX, glutathion:peroxid vodiku oxidoreduktasa, EC 1.11.1.9),
glutathionreduktasa (GR, NADPH:glutathion reduktasa, EC 1.8.1.7) a neenzymatickych
molekul (askorbat, glutathion, fenolické latky, alkaloidy, tokoferol, neproteinogenni
aminokyseliny), sjejichz pomoci odstrafiuji ROS. K oxidativnimu stresu dochazi
v okamziku poruseni schopnosti antioxida¢nich latek odstranovat pfili§ velké mnozstvi
ROS, které se pak stavaji toxické pro proteiny, lipidy a nukleové kyseliny (Gill a Tuteja,
2010). Na druhou stranu zvySené mnozstvi ROS pii abiotickém stresu slouzi jako signal
pro aktivaci odpovédi buniky na stresové podminky (Baxter et al., 2014). Piesny
mechanismus percepce a transdukce signalu ROS v butice vSak neni zcela znam (You
a Chan, 2015).

Prvni linii obrany proti ROS piedstavuji superoxiddismutasy katalyzujici rozpad
superoxidu na Oz a H202 (Alscher et al., 2002). Tyto enzymy, piitomné u vSech aerobnich
organismu, jsou povazovany za nejefektivnéjsi antioxidaéni enzymy (Gill a Tuteja,
2010). Podle kovového kofaktoru, mohou byt SOD rozdéleny do tii kategorii: FeSOD
(lokalizovana v chloroplastech), MnSOD (v mitochondriich a peroxisomech)
a Cu/ZnSOD (v chloroplastech, cytoplasmé a pravdépodobné v extracelularnim prostoru)
(Kanematsu a Asada, 1990; Smith a Doolittle, 1992).

Dalsi z antioxida¢nich enzymu, katalasa, katalyzuje pfeménu H>O2, na H20 a Oo.
Nachazi se téméf ve vSech zivych organismech a u Arabidopsis byly objeveny
téi isoenzymy: KAT1, KAT2, KAT3 (Frugoli et al., 1996; Garg s Manchanda, 2009).

2.3.1.4 Uloha endocytosy a Rab GTPas v solném stresu

Z dilezitosti endocytosy pro mnohé bunééné funkce lze usuzovat také na jeji zapojeni
v reakci na stresové podminky. Solny stres u kofeni Arabidopsis stimuluje endocytosu
(Leshem et al., 2007). Tato stimulace muze slouzit mnoha funkcim. Pfedné¢ diky ni
dochéazi k internalizaci nékterych membranovych proteinii zapojenych ve zvySovani
tolerance a v signalizaci solného stresu. Internalizace sodného transporteru z plasmatické
membrany a jeho nasledna degradace ve vakuole, tak mize slouzit ke snizeni piijmu
Na" z pudy (Baral et al., 2015). Také pti zmenSeni povrchu plasmatické membrany pfi
plazmolyze v hypertonickém prosttedi mohou buiiky uplatiovat mechanismus

endocytosy. V tomto piipadé vzniklé vesikuly pravdépodobné zlstavaji v cytoplasmeé
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a pii deplazmolyze naopak dochazi k jejich exocytose (Oparka et al., 1990; Assani et al.,
2009; Baral et al., 2015). ZvySena endocytosa aquaporinti v reakci na solny stres muze
hrat roli pfiprevenci ztraté vody (Luu et al., 2012; Wang et al., 2013). Dalsi
z mechanismu zahrnuje rychlou endocytosu NADPH oxidasy z plasmatické membrany
slouzici k tvorbé signalnich molekul ROS ve vzniklych vesikulech, ¢imz je zajisténa
intracelularni tvorba ROS dulezita pro signalizaci solného stresu (Hao et al., 2014).

Prvni Rab GTPasa, u niz bylo prokdzano zapojeni v toleranci na solny stres, byla
RabG3e (homolog sav¢i Rab7 tiidy). RabG3e se nachazi na MVB a fidi transport
do vakuoly. Zvysena hladina RabG3e urychluje endocytosu, a navic vede k vétsi toleranci
na stres (Mazel et al., 2004). Také u jinych druht rostlin, napt. u ryze a halofytu Prosopis
juliflora, souvisi zvySena hladina Rab7 se zvySenou odolnosti na solny stres (George
a Parida, 2011; Peng et al., 2014).

Dominantné negativni RabAl, fidici transport z TGN na plasmatickou membranu,
vykazuje extrémné zvySenou citlivost na solny stres, coz naznacuje, ze biosynteticka
cesta, transport z TGN na plasmatickou membranu hraje také roli v toleranci na solny
stres. Za normalnich podminek dominantné negativni DN RabAl nevykazuje Zzadné
defekty v endocytose (Asaoka et al., 2013).

Rabll, ¢len tfidy Rab-Al a paralog RabA, je u ryze zapojen v transportu z TGN
na plasmatickou membréanu nebo do vakuoly a po tomto transportu nasleduje jeho
hydrolyza pomoci GAP1 (Heo et al., 2005). Rabl1 reguluje vesikularni transport H*-
ATPasy snazvem VHA-al na MVB pii solném stresu. H-ATPasy udrzuji nizké
pH ve vakuolach a endosomech (Hurtado-Lorenzo et al., 2006). Pi solném stresu byly
pozorovany zmény aktivity H'-ATPas (Tsiantis et al., 1996; Dietz et al., 2001).
U Arabidopsis H-ATPasy VHA-B1 a B2 interaguji pfimo se SOS2, coz naznaluje,
Ze Jsou zapojeny v reakci na solny stres (Batelli et al., 2007). Dominantné negativni
Rab1l linie u ryZe vykazuji extrémni citlivost na NaCl. Rab11 zde hraji dileZitou roli
v toleranci toleranci na solny stres, zajisténim transportu VHA-al na MVB nebo
do vakuoly. Gradient H* generovany témito ATPasami pak muZe byt vyuZit pro
tonoplastovy Na*/H*-antiporter z rodiny NHX transportujici nadbyte¢né Na* do vakuoly
(Asaoka et al., 2013).

Dalsi Rab GTPasa studovana v souvislosti se solnym stresem je Ara6. Knock-
outované linie Ara6 vykazuji lehce zvysenou senzitivitu na solny stres, ale konstitutivné
aktivni Ara6 jsou naopak tolerantnéjsi oproti divému typu. Zvysena koncentrace soli

zpusobuje relokalizaci konstitutivné aktivni Ara6 na plasmatickou membranu, coz

38



poukazuje na funkci tohoto proteinu v solném stresu (Ebine et al., 2011). Pfi solném
stresu dochazi ke zvétSeni membranovych oddéleni, ktera obsahuji Ara6 (Zwiewka et al.,
2015). Rostliny s funkéné poskozenym GEF pro Rab5 (VPS9a) vykazuji extrémné
zvySenou senzitivitu na solny stres (Baral et al., 2015). U Mesenbryanthenum
crystallinum byl nalezen Ara6 homolog, jehoz gen byl identifikovan jako responsivni
na vysokou koncentraci soli (Bolte et al., 2000). U ryze vedl solny stres k sekreci Ara6
do apoplastu (Zhang et al., 2009). Bylo také zjisténo, ze konstitutivné aktivni Ara6
zvysuje odolnost na vysokou hladinu sorbitolu, coz naznacuje ulohu Ara6 nejenom

v odpovédi na solny stres, ale na abioticky stres obecné (Ebine et al., 2012).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 MATERIAL

3.1.1

Biologicky material

Rostliny Arabidopsis thaliana ekotyp Columbia (Col-0).

Stabiln¢ transformované rostliny Arabidopsis thaliana exprimujici dominantné
negativni Ara7 (DN Ara7°2*N)-GFP pod kontrolou tamoxifenem indukovatelného
promotoru RPS5A, pfipraveny zaménou aminokyseliny serinu (S) za asparagin
(N) v pozici 24 od N-konce (Dhonukshe et al., 2006). V dalsim textu bude tato
linie oznacovana jako linie DN Ara752\,

Rostliny  Arabidopsis thaliana sexpresi konstitutivné aktivni  Ara7
(CA Ara7?°Yy), piipraveny zdménou aminokyseliny glutaminu (Q) za leucin (L)
v pozici 69 od N-konce (Goh et al.,, 2007). V dal$im textu bude tato linie

oznacovana jako linie CA Ara7%°t,
Chemikalie

2-propanol, Sigma-Aldrich (USA)

30% Acrylamide/Bis Solution, 37.5:1, Bio-Rad (USA)
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin ethansulfonova kyselina (HEPES), Duchefa
Biochemie (Nizozemi)

4x Laemmli Sample Buffer, Bio-Rad (USA)

aceton, Sigma-Aldrich (USA)

akrylamid, Sigma-Aldrich (USA)

Bis-Tris, Sigma-Aldrich (USA)

Complete, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Roche (Svycarsko)
¢inidlo Bradford, Sigma-Aldrich (USA)

dithiothreitol (DTT), Sigma-Aldrich (USA)

dodecylsiran sodny (SDS), Sigma-Aldrich (USA)

ECL Clarity Western Substrate, Bio-Rad (USA)

ethanol 96%, lihovar Kojetin (Ceské republika)

ethylenglykoltetraoctova kyselina (EGTA), Sigma-Aldrich (USA)

fluorid sodny (NaF), Sigma-Aldrich (USA)
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glycerol, Sigma-Aldrich (USA)

glycin, Sigma-Aldrich (USA)

heptahydrat siranu Zeleznatého (FeSO4-7H20), Sigma-Aldrich (USA)
hexakyanozelezitan draselny (K3[Fe(CN)s]), Sigma-Aldrich (USA)
hovézi sérovy albumin, Sigma-Aldrich (USA)

chlorid draselny (KCl), Sigma-Aldrich (USA)

chlorid hotfe¢naty (MgCl2), Sigma-Aldrich (USA)

chlorid sodny (NaCl), Sigma-Aldrich (USA)

chlorid zelezity FeCls, Sigma-Aldrich (USA)

kyselina askorbova, Sigma-Aldrich (USA)

kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA), Sigma-Aldrich (USA)
kyselina chlorovodikova (HCI), Sigma-Aldrich (USA)

kyselina sirova (H2S0Oa), Sigma-Aldrich (USA)

kyselina thiobarbiturova (TBA), Sigma-Aldrich (USA)

kyselina trichloroctova (TCA), Sigma-Aldrich (USA)

methanol, Sigma-Aldrich (USA)

moisky pisek

MS (Murashige a Skoog) médium, Duchefa Biochemie (Nizozemi)
nitroblue tetrazolium chlorid (NBT), Sigma-Aldrich (USA)
odtu¢néné mléko, Laktino (Ceska republika)

persiran amonny ((NH4)2S20s, APS), Sigma-Aldrich, (USA)
phytagel, Sigma-Aldrich (USA)

Ponceau S, Sigma-Aldrich (USA)

Precision Plus Protein Dual Color Standards, Bio-Rad (USA)
riboflavin, Applichem (USA)

sacharosa, Sigma-Aldrich (USA)

siran amonny ((NHa4)2SO4), Sigma-Aldrich (USA)

sorbitol, Duchefa Biochemie (Nizozemi)

tamoxifen, Sigma-Aldrich (USA)

tekuty dusik

tetramethylethylendiamin (TEMED), Sigma-Aldrich (USA)

TGX Stain-Free™ FastCast™ Acrylamide Solutions, Bio-Rad (USA)
Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethan), Sigma-Aldrich (USA)
Tris-HCI (tris(hydroxymethyl)aminomethan hydrochlorid), Sigma-Aldrich (USA)
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e Tween 20, Sigma-Aldrich (USA)
e xylenolova oranz, Sigma-Aldrich (USA)
e [B-merkaptoethanol, Sigma-Aldrich (USA)

3.1.3 Protilatky pouZité pii imunoblotovani

e primarni polyklonalni protilatka rabbit anti-FeSOD, Agrisera (Svédsko)
o fedéni 1:3000
e primarni polyklonalni protilatka rabbit anti-katalasa, Agrisera (Svédsko)
o fedéni 1:2000
e sekundarni protilatka konjugovana s kienovou peroxidasou goat anti-rabbit
IgG-HPR, ThermoFisher Scientific (USA)
o ftedéni 1:5000

3.1.4 Slozeni roztokua a médii

¥ MS médium (Murashige a Skoog, 1962)
e sacharosa (10,01 g1?)
e MS(2,15¢g1?)
e phytagel (8 g1?)
e pH =5,8 (aprava pomoci KOH)
12% délici gel (pro SDS PAGE), celkové mnozstvi 5 ml
e 2,175 ml destilované vody
e 1,25 ml Tris-HCI (1,5 mol-I't, pH = 8,8)
e 1,5ml 40% Acrylamide/Bis Solution 37.5:1 (Bio-Rad)
e 50 pul 10% SDS
e 25ul TEMED
o 25ul10% APS
4% zaostiovaci gel (pro SDS PAGE), celkové mnozstvi 2,5 ml
e 1,59 ml destilované vody
e 0,63 ml Tris-HCI (0,5 mol-I'}, pH = 6,8)
e 0,25 ml 40% Acrylamide/Bis Solution 37.5:1 (Bio-Rad)
e 15ul10% SDS
e 2.5ul TEMED
o 12,5ul10% APS
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12% délici gel (pro nativni elektroforezu), celkové mnozstvi 5 ml

e 2,173 ml destilované vody

e 1,25 ml Bis-Tris-HCI (1,5 mol-I%, pH = 8,8)

e 1,5ml 40% Acrylamide/Bis Solution 37.5:1 (Bio-Rad)

e 25ul TEMED

e 25ul10% APS

4% délici gel (pro nativni elektroforezu), celkové mnozstvi 2,5 ml

e 793 ul destilované vody

e 312,5 ul Bis-Tris-HCI (0,5 mol-I', pH = 6,8)

e 125 pul 40% Acrylamide/Bis Solution 37.5:1 (Bio-Rad)

e 1,25 ul TEMED

e 06,25ul10% APS

Extrakéni pufr

e HEPES (50 mmol-1*), pH = 7,5 (iprava pomoci HCI)

e NaCl (75 mmol1?)

e EGTA (1 mmol1?)

e glycerol (10% v/v)

e MgClz (1 mmol-1?)

e NaF (1 mmol-1?)

Na-fosfatovy pufr, pH = 7,8; 50 mmol-17%)

e pH 0,2 molI"? roztoku NaH2PO4-2H20 (70ml) bylo upraveno na pH 7,8 pomoci
0,2 molI"! roztoku Na;HPO4-2H-0, a objem byl dopInén na 100 ml destilovanou
vodou, pufr byl nafedén na koncentraci 50 mmol-1* (1:3)

Tris-glycin-SDS pufr (elektroforeticky pufr)

e 0,1% SDS (w/v)

o 0,3% Tris (w/v)

o 1,44% glycin (w/v)

TBS-T pufr

o 0,242% Tris (w/v)

e 0,878% NaCl (w/v)

e 0,001% Tween (v/v)

e pH=74
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Tris-glycin pufr (pfenosovy pufr)

e 0,3% Tris (w/v)

e 1,44% glycin (w/v)

e 10% methanol (v/v)
Ponceau S

e 0,1% (w/v) Ponceau S v 5% (v/v) kyseliné octové
Blokovaci roztok

e 5% (w/v) BSAvV TBS-T

o 5% (w/v) susené odtucnéné mléko v TBS-T
3.1.5 Pristroje

o analytické vahy XA110/2X, Radwag (Polsko)

e binokularni mikroskop M165FC, LEICA (Némecko)

« centrifuga Allegra 64R, Beckman Coulter (USA)

« digestof, Merci (Ceska republika)

e dokumentaéni zatizeni pro dokumentaci geld a bloti Chemidoc, Bio-Rad (USA)
o fotoaparat, Nikon (Japonsko)

o fytotron, WEISS Gallenkamp (Némecko)

o laboratorni pfedvazky, BEL (Italie)

e laminarni box, Biohazard (Italie)

o michacka elektromagnetickd, Boeco (Némecko)

o mikrocentifuga s vortexem, Biosan (LotySsko)

o mikrovlnné trouba, Hitachi (Japonsko)

e pH metr, Eutech Instruments (Singapur)

« skener Image Scanner III, GE Healthcare (Svédsko)

o spektrofotometr, Beckman Coulter (USA)

« termoblok, Bioer Technology (Cina)

o tiepacka vykyvnd, Biosan (LotySsko)

o tfepacka, Hoefer Scientific Instruments (San Francisco)
o vortex, Genie (Nizozemi)

e zdroj napéti, Bio-Rad (USA)
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3.1.6 Programy a databaze

o ImagelJ (http://imagej.nih.gov/ij/)

e ImageLab (Bio-Rad)

e MS Excel

e MS Powerpoint

e NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
e TAIR (https://www.arabidopsis.org/)

3.2 METODY

3.2.1 Sterilizace semen

Sterilizace semen probihala v laminarnim boxu. Semena v mikrozkumavce byla nejprve
protiepavana v1ml 70% ethanolu po dobu 5 minut. Po usazeni semen na dné
mikrozkumavky a odebrani 70% ethanolu byl k semenim pi#idan 1 ml 96% ethanolu
a nasledovalo protiepavani po dobu 3 minut. Po usazeni semen na dné mikrozkumavky
byl 96% ethanol nahrazen 1 ml destilované vody a protfepavani semen bylo takto
provedeno 5x (vzdy s novym podilem destilované vody) po dobu 1 minuty. Pti poslednim
kroku byla semena is 1 ml destilované vody nabrana do $pi¢ky pipety a pienesena

na sterilni filtracni papir, kde byla ponechana k vysuSeni.

3.2.2 Priprava kultiva¢niho média a sazeni semen

Jako kultivaéni médium bylo pouzivano 2 MS médium (Murashige a Skoog médium
Vv polovi¢ni koncentraci) (Murashige a Skoog, 1962). Po rozpusténi 10,01 g sacharosy
a 2,15 g MS v destilované vodé¢ bylo upraveno pH na hodnotu 5,8 pomoci KOH. Roztok
byl poté doplnén na objem 1 litru a rozlit do lahvi po 250 ml. Ke kazdym 250 ml roztoku
byly pfidany 2 g phytagelu, ktery zajiSt'uje ztuhnuti média. Nasledovala sterilizace média
autoklavovanim.

V laminarnim boxu byla sterilni média rozlévana do Petriho misek. Sazeni bylo
uskute¢néno pfenosem sterilnich semen pomoci sterilniho paratka na povrch ztuhlého
média. Nasledovalo umisténi Petrihno misek s vysazenymi semeny na 4°C po dobu 1-

2 dni pro zajisténi stratifikace a poté jejich vylozeni do fytotronu.
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Zpusoby kultivace semen ve fytotronu se 1isi pro jednotlivé experimenty a budou
popsany v nasledujicim textu. Podminky ve fytotronu byly pro vSechny experimenty

totozné: 22 °C, 71% vlhkost vzduchu, osvétleni 16 h a tma 8 h.

3.2.3 Evaluace fenotypu koient rostlin s modifikovanou Ara7

na toleranci vaé¢i NaCl a KCI

Pro zkoumani role Ara7 v odolnosti na solny stres byla semena rostlin Arabidopsis
thaliana Col-0, linie DN Ara75*N a linie CA Ara7%%t vysazena na 4 MS médium
v Petriho misce. Po inkubaci vysazenych semen pii 4 °C byla tato semena umisténa
na 5 dnti do fytotronu, Petriho misky se semeny byly vyloZeny do vertikalni polohy.

Paty den po vylozeni semen byly rostliny pfeneseny na nova média. Pienos probihal
sterilné¢ v laminarnim boxu za pouziti sterilni pinzety. Rostliny Arabidopsis linie
DN Ara752*N byly pieneseny na %> MS média obsahujici tamoxifen v 0,2 pmol-1? nebo
odpovidajici mnozstvi 96% ethanolu. Ethanol byl pouzit jako kontrola, roztok tamoxifenu
aplikovany do 2 MS média byl pfipraven rozpusténim tamoxifenu v 96% ethanolu.
Rostliny vystavené ethanolu budou v praci déle oznacovany jako ethanolova kontrola.
Roztoky tamoxifenu i ethanolu byly sterilizovany filtraci pies injekéni sterilizacni filtr
a ptidany do rozehtatého sterilniho 2 MS média pied jeho rozlitim do Petriho misek.

Rostliny Arabidopsis Col-0 a rostliny Arabidopsis linie CA Ara7°®! byly pieneseny
na nové 2 MS médium pro zajisténi odpovidajiciho mechanického stresu pii prenaseni
jako v ptipadé rostlin Arabidopsis DN Ara75*N, Pfenesené rostliny byly nasledn& znovu
umistény do fytotronu na dva dny ve vertikalni poloze, poté skenovany a pozorovany pod
stereomikroskopem, obrazky byly pouzity pro analyzu fenotypu kofenti rostlin
s modifikovanou Ara7 s vyuzitim programu ImageJ.

Naskenované obrazky slouZzily ke stanoveni délek primarnich kofenli (méfeno
15 rostlin Arabidopsis Col-0, 15 rostlin Arabidopsis linie CA Ara7°®°, 30 rostlin linie
DN Ara75*N po indukci tamoxifenem a30 rostlin linie DN Ara75%*N ethanolové
kontroly) a poctu a délek postrannich kofend (méteno 10 rostlin ode vsech ¢tyf uvedenych
kombinaci). Snimky ze stereomikroskopu byly pouzity pro stanoveni pocétu a délek
kotenovych vlaski (méfeno 10 rostlin ode vSech ¢ty uvedenych kombinaci), vzdy
Vv tseku kotene o délce 5 mm od kotenové Spicky.

Nasledné byly rostliny pfeneseny na %2 MS médium, Které obsahovalo nasledujici

koncentrace NaCl a KCI: 50 mmol-1"* NaCl, 100 mmol-1* NaCl, 150 mmol-1"* NaCl,
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50 mmol-1? KCl, 100 mmol-1? KC1, 150 mmol-1* KCI nebo na “%» MS médium
neobsahujici zddnou stl. Na kazdou Petriho misku s jinou koncentraci soli v médiu bylo
pieneseno po 10 rostlinich Arabidopsis linie DN Ara7%2*N (po indukci tamoxifenem
a ethanolové kontroly) a 5 rostlinach Arabidopsis Col-0 a Arabidopsis linie CA Ara7?%%-,
Rostliny byly znovu umistény do fytotronu ve vertikalni poloze a skenovany po dobu
5 dnt od pteneseni. Délky primarnich a postrannich kotfend byly méfeny v programu
Imagel. K vyhodnoceni naméfenych dat slouzil program Excel. Data byla statisticky
vyhodnocena pomoci One way Anova testu na hladiné vyznamnosti p < 0,05. Tento

experiment byl proveden ve tiech biologickych replikach.

3.2.4 Test odolnosti linii s modifikovanou Ara7 na ruzné koncentrace

NaCl a KCI

Pro studium obsahu chlorofylu, jako markeru odolnosti na solny stres, u rostlin
s modifikovanou Ara7, byla vysazena semena Arabidopsis Col-0 a semena transgennich
linii Arabidopisis tvoficich dominantné negativni DN Ara75*N a konstitutivné aktivni
CA Ara7?%t na 15 MS médium v Petriho misce. Dalsi manipulace s rostlinami probihala
zpusobem popsanym v piedchozi kapitole, lisil se az posledni pfenos na solnéd média.
Rostliny byly ptfenaseny na solna média o nasledujicich koncentracich NaCl a KClI:
50 mmol-17 NaCl, 100 mmol-1?* NaCl, 150 mmol-1* NaCl, 50 mmol-1* KCI,
100 mmol 1"t KCI a 150 mmol-1"t KC1. Na média obsahujici uvedené koncentrace soli
Vv jednotlivych Petriho miskach bylo vZzdy umisténo 30 rostlin Arabidopsis Col-0,
30 rostlin  Arabidopisis linie DN Ara75%*N (po indukci tamoxifenem a ethanolové
kontroly) a 30 rostlin Arabidopsis linie CA Ara7°%t. Pro kontrolu bylo 30 rostlin
Arabidopsis Col-0 spole¢né se 30 rostlinami CA Ara7°%° nebo DN Ara75%*N pieneseno
také na %2 MS médium neobsahujici Zadnou stl. Rostliny byly poté umistény do fytotronu
a kultivovany ve vertikalni poloze. Po 5 a 8 dnech probéhlo fotografovani rostlin.

Experiment byl proveden ve dvou biologickych replikéch.

3.2.5 Meéreni obsahu chlorofylu

Rostliny Arabidopsis Col-0, Arabidopisis linie Ara7 DN Ara75?*N a rostliny Arabidopsis
linie CA Ara7?%%" [ 5denniho stafi, jejichz podminky kultivace byly popsany v pfedchozi
kapitole, byly nasledné pouzity na méfeni obsahu chlorofylu. Nadzemni ¢ast téchto

rostlin byla odfezdna, zvaZzena a pot¢é homogenizovana ve tfeci misce
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se 2 ml 100% acetonu a za pfitomnosti moiského pisku. Homogenat byl centrifugovan
(1500 g, 3 min, 4 °C). Po odebrani supernatantu byla méfena jeho absorbance
na spektrofotometru soucasné¢ pii dvou vlnovych délkach: 665 nm a 649 nm. Pokud
absorbance pfevySovala hodnotu 1, byly extrakty nafedény 80% acetonem. Obsah

chlorofylu a a b byl vypocitan dle nasledujicich vzorcu:

chlorofyla = 11,63 - ABSggs — 2,69 - ABSg49 [Mmg]
chlorofyl b = 20,11 - ABS¢49 — 5,18 - ABSges [Mmg]

Experiment byl proveden ve dvou biologickych replikach. Pro rostliny linie DN Ara72*N

pouze v jedné replice.

3.2.6 Meéreni peroxidace lipidi

Solny stres vede k tvorbé€ ROS zplsobujicich oxidativni poSkozeni butiky, mezi které
patii poSkozeni membranovych lipidl, tzv. peroxidace lipida, jejimz produktem
je malondialdehyd (MDA). Ten slouzi jako marker pro stanoveni oxidativniho poskozeni
membran. Malondialdehyd v této metodé tvoii cerveny komplex s kyselinou
thiobarbiturovou (TBA), jehoz absorpéni maximum je pii vinové délce 532 nm.
Vzhledem k faktu, ze TBA nereaguje pouze s malondialdehydem, ale i s jinymi produkty
peroxidace lipidii (z nichz malonaldehyd vsak tvoti 90 %), oznacuje se tato metoda jako
méfeni TBARS (thiobarbituric acid reactive substances) (Larkindale a Knight, 2002).
Manipulace s rostlinami probihala vy$e popsanymi zptsoby, az do pfenosu na solna
média, ktera obsahovala: 100 mmol-1t NaCl a 100 mmol-1"* KCI nebo na média bez soli
v piipadé kontrol. Po dalsich 7 dnech kultivace (rostliny byly celkového stati 14 dnti)
nasledovalo odvazeni celych rostlin a jejich homogenizace ve tfeci misce s pouzitim
tekutého dusiku. K homogenatu bylo pifidano 0,5 ml 0,5% kyseliny thiobarbiturové
(TBA), 0,5 ml 20% kyseliny trichloroctové (TCA) a 0,5 ml pufru (50 mmol-1? Tris-HCI,
175 mmol-1"t NaCl, pH = 8,0). Nasledovalo zahfivani pti 95 °C po dobu 25 minut,
centrifugace (13000 g, 10 min) a méfeni absorbance supernatantu pii vinové délce
532 nm s korekeci pti 600 nm. Obsah TBARS byl spocitan podle nasledujiciho vzorce:
TBARS = [(ABSs3, — ABS¢00)/15500] - 106 [nmol - mi™1]

Experiment byl proveden ve dvou biologickych replikéch.
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3.2.7 Méreni obsahu peroxidu vodiku

Obsah H>O2 byl méfen metodou tzv. xylenol orange assay, jejiz princip spociva
ve schopnosti H,0> oxidovat Zeleznaty kationt Fe?* na Zelezity kationt Fe®*, ktery poté
vytvaii komplex s xylenolovou oranzi, jehoz absorpéni maximum je pti vinové délce
560 nm (Jiang et al., 1992).

Postup sazeni a pienaseni rostlin byl totozny s postupem uvedenym v kapitole 3.1.3,
s vyjimkou toho, Ze byly pouZity pouze tyto koncentrace soli: 100 mmol-1" NaCl
2100 mmol-1* KCI nebo média bez soli v piipadé kontrol. Homogenizace probihala
ve tfeci misce s 1 ml destilované vody. Homogenat byl pfenesen do mikrozkumavky
a centrifugovan (12000 g, 5 minut). Nasledné¢ byla ptipravena reak¢éni smés piidavanim
komponentli v nésledujicim potfadi ve vyslednych koncentracich v reakéni smési:
1) (NH4)2S04 (250 pmol-11), 2) sorbitol (100 pmol-1?t), 3) ethanol (1% Vv/v),
4) xylenolovéa oranz ve 25 mmol-1T H,SO4 (100 umol-1%), 5) vzorek (16, 67% Vv/v),
6) FeSO4-7H20 (250 pmol-171).

Po inkubaci reak¢ni smési 30 minut pii 25 °C, byla métena absorbance pti 595 nm.
Od naméfené absorbance byla poté odeCtena absorbance pozadi ziskana paralelnim
meéfenim bez pridavku FeSO4 7H20 do reakéni smési. Koncentrace H2O2 ve vzorcich
byla odectena z kalibra¢ni kiivky zhotovené méfenim vzorka se znamymi koncentracemi

H20.. Experiment byl proveden ve dvou biologickych replikach.

3.2.8 Detekce aktivity superoxiddismutasy a katalasy pri solném stresu

Aktivity enzymu superoxiddismutasy (SOD) a katalasy (KAT) byly stanovovany u rostlin
Arabidopsis linie DN Ara75%*N, Semena byla sazena a rostliny pienaseny zptisobem
uvedenym v kapitole 3.1.3. Solna média obsahovala: 100 mmol-1" NaCl a 100 mmol-1?
KCI nebo zadnou sul. Rostliny celkového stati 14 dnti byly dale zpracovany. Experimenty
byly provedeny ve dvou biologickych replikach.

Extrakce proteinil

Ve treci misce byly homogenizovany kofeny rostlin pomoci tekutého dusiku.
K homogenatu byl poté piiddn 50 mmol-1* Na-fosfatovy pufr (pH = 7,8) obsahujici 10%
glycerol a kyselinu askorbovou v koncentraci 2 mmol-1. Extrakt byl po zvortexovani
centrifugovan (13000 g, 15 min, 4 °C). Obsah proteinti v supernatantu byl méten metodou
podle Bradforda (Bradford, 1976).
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Nativni elektroforeza

Nativni elektroforeza bez denaturujicich Cinidel byla provedena pro zachovani aktivity
studovanych enzymu. Byl pouzit 10% délici gel a 4% zaostiovaci gel. Pro stanoveni
aktivity SOD bylo davkovano 20 pg proteinti na jamku pro vSechny vzorky, v pfipadé
stanoveni aktivity katalasy to bylo 3,5 pg proteinii na jamku pro vSechny vzorky.
Elektroforeza probihala v nativnich podminkach p#i konstantnich 10 mA/gel, pti 4 °C
Vv Tris-glycinovém pufru S pouzitim aparatury Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad).

Detekce aktivity superoxiddismutasy

Po skonéeni elektroforezy byly gely inkubovany v 50 mmol-1? Na-fosfatovém pufru
(pH = 7,8) po dobu 15 minut na tfepacce. Nasledovala inkubace geli v 50 mmol-1* Na-
fosfatovém pufru (pH = 7,8) s obsahem NBT (nitroblue tetrazolium) v koncentraci
0,6 mmol 1" (po dobu 20 minut ve tmé& na tiepacce). Nésledné byly gely inkubovany
v 50 mmol-1! Na-fosfitovém pufru (pH = 7,8) obsahujicim riboflavin v koncentraci
0,06 mmol-1?, 0,25% TEMED a 5 mmol-1? EDTA (15 minut ve tmé na tfepacce).
Riboflavin byl pied aplikaci rozpustén v 96% ethanolu. Poté byly gely umistény
na 30 minut pod lampu a nasledn¢ dokumentovany na dokumentaénim zafizeni
ChemiDoc. Intenzity bandt byly vyhodnoceny v programu ImageLab.

Princip detekce aktivity SOD pomoci systému NTB/riboflavin spo¢iva ve tvorbé
superoxidovych radikall po ozafeni svétlo-senzitivniho riboflavinu. Superoxidové
radikaly redukuji zluty NBT na modry produkt formazan, ptitomnost SOD vsak zabranuje
této redukci, nebot’ pfevadi superoxidovy radikal do H202. Gel je po této reakci zbarven

do modra s bezbarvymi bandy odpovidajicimi SOD (Beauchamp a Fridovich, 1971).

Detekce aktivity katalasy

Po skonceni elektroforezy byly gely promyvany 3x po dobu 5 minut v destilované vodé.
Poté byly inkubovany v 0,006% (v/v) roztoku H>O> v destilované vodé po dobu 10 minut.
Poté byly gely promyvany vroztoku 1% (w/v) hexakyanozelezitanu draselného
Ks[Fe(CN)e] a 1% (w/v) ferichloridu FeCls v destilované vod¢. Po oplachnuti geld
Vv destilované vodé, byly vyvolavany na dokumenta¢nim zafizeni ChemiDoc. Intenzity
bandt byly vyhodnoceny v programu ImagelLab.

Metoda je zaloZena na redukci hexakyanozelezitanu draselného peroxidem vodiku

na hexakyanoZeleznatan draselny, ktery vytvaii se Zelezitou soli berlinskou modt. Gel je
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po této reakci tmavé zbarven s bezbarvymi bandy odpovidajicimi katalase, ktera

odstranuje peroxid vodiku (Aebi, 1984).

3.2.9 Analyza abundance superoxiddismutasy a katalasy pri solném

stresu

Abundance antioxida¢nich enzymi superoxiddismutasy a katalasy byla analyzovana
metodou imunoblotovani u rostlin Arabidopsis exprimujicich dominantné negativni
Ara7-GFP (linie DN Ara7°2*N), stafi 14 dnii. Sazeni semen a kultivace rostlin probihala
zpusobem popsanym v piedchozi kapitole. Experimenty byly provedeny ve tfech

biologickych replikach.
Extrakce proteinil

Rostliny byly homogenizovany ve tieci misce pomoci tekutého dusiku. Pro extrakci
proteind byl k homogenatu v mikrozkumavce pridan extrakéni pufr (viz kapitola 3.1.4
SloZeni roztokti a médii) s DTT (1 mmol-1?) a inhibitorem proteas (Complete EDTA free
protease tablets; 20 pl na 1 ml), nasledovala inkubace na led¢ (po dobu 15 minut) za
obcasného vortexovani, a centrifugace (13000 g,4 °C, 15 minut). Obsah proteint

V supernatantu byl méten metodou podle Bradforda (Bradford, 1976).

Denaturujici polakrylamidova elektroforeza

Pro separaci proteind pii denaturujici polyakrylamidové elektroforeze s dodecylsiranem
sodnym (SDS-PAGE) byl pfipraven 12% d¢lici gel a 4% zaosttovaci gel. Pro kazdy
vzorek bylo déavkovano 15 pg proteinl. Do prvni drahy gelu bylo aplikovano
3 ul proteinového standardu (Precision Plus Protein Dual Color Standards). Vzorky
urcené pro davkovani byly pfipraveny pfidanim 4x pufru Laemmli Sample Buffer
(vysledna koncentrace 25% v/v) a B-merkaptoethanolu (vyslednd koncentrace 5% v/v)
k extraktu proteini. Vzorky byly ptfed davkovanim zahtivany (95 °C, 5 minut).
Elektroforeza probihala v Tris-glycin-SDS elektroforetickém pufru pfi konstantnim
napéti 180 V asi 60 minut s pouzitim aparatury Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad).

Imunoblotovani

V prvnim kroku byly proteiny pteneseny z gelit na PVDF membrany. PVDF membrany
(6x9 cm) se nejprve aktivovaly v methanolu asi 20 sekund a byly inkubovany spole¢né
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s gely v prenosovém pufru (Tris-glycinovy pufr s 10% methanolem (v/v)) po dobu
10 minut. Po sestaveni aparatury (Mini Trans Blot, Bio-Rad) probihal ptenos pfi
konstantnim napéti 24 V (pies noc, pti 4 °C) v Tris-glycinovém pufru s 10% methanolem
(VIV).

Po ptenosu byly membrany promyty v destilované vod¢ a obarveny barvivem Ponceau
S, pro kontrolu Gspésnosti pienosu. Poté byly oplachnuty destilované vod¢, promyvany
v TBS-T pufru (3x 10 min) anasledné inkubovany v blokovacim roztoku (pies noc,
pii 4 °C) pro zablokovani nespecifickych mist na membranach. Nasledovalo oplachnuti
membrany v TBS-T pufru a inkubace s primarnimi protilatkami (pfes noc, pii 4 °C,
na tfepacéce). Primarni protilatky byly ptidany do roztoku TBS-T s 3% mlékem a fedéni
bylo nésledujici:

e primarni protilatka rabbit anti-katalasa (1:2000)
e primarni protilatka rabbit anti-FeSOD (1:3000)

Dale byly membrany promyvany 5x 10 minut v TBS-T pufru a nasledné na né byla
aplikovana sekundarni protilatka, ktera byla nafedéna do roztoku 1% BSA v TBS-T pufru
(fedéni sekundarni protilatky bylo 1:5000). Inkubace trvala 1,5 hodiny p#i pokojové
teploté na tiepacce. Po dal§im promyvani membrany (5x 10 minut v TBS-T pufru) byl na
membranu aplikovan roztok ECL (ClarityTM Western ECL substrate, Bio-Rad)
a nasledovalo jeji vyvolavani na dokumenta¢nim systému ChemiDoc. Intenzity bandl

byly vyhodnoceny v programu ImageLab.

Denaturujici polyakrylamidova elektroforeza na stain-free gelech

Pro kontroly mnozstvi nanesenych proteini byly pfipraveny polyakrylamidové
denaturujici gely pomoci kitu TGX Stain-Free™ FastCast™ Acrylamide Kit (Bio-Rad).
Tzv. stain free gely umoznuji vizualizaci proteinti na gelu ptimo po elektroforeze pomoci
detekce UV signalu na dokumenta¢nim zatizeni bez nutnosti barveni gelu. Elektroforeza
probihala v Tris-glycin-SDS elektroforetickém pufru pfi konstantnim napéti
180 V asi 60 minut s pouzitim aparatury Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad). lhned

poté byly gely dokumentovany na dokumenta¢nim zatizeni ChemiDoc.
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4 VYSLEDKY

4.1 FENOTYP KORENU ROSTLIN S MODIFIKOVANOU ARA7

Hojné vyuzivanou moznosti studia funkce proteinu v organismu je pozorovani fenotypu
mutantnich organismt majicich gen tohoto proteinu vyfazen z ¢innosti nebo jehoz ¢innost
je modifikovana ne€kterou z metod molekularni biologie. Fenotyp takovychto organismi
je poté porovnavan s fenotypem divych typi organismi a z pozorovanych zmén je mozno
usuzovat na roli studovaného proteinu (Housden et al., 2017). V predkladané praci byla
studovana uloha malé GTPasy Ara7 vreakci rostlin nasolny stres. Tomu vSak
predchazela analyza fenotypu kotfend rostlin s modifikovanou Ara7: exprimujicich
dominantné negativni Ara7-GFP po indukci tamoxifenem (linie DN Ara75%*N) a rostlin
s expresi konstitutivné aktivni Ara7 (linie CA Ara7°%%). Byly porovnavany nasledujici
parametry: délka primarniho kotfene, pocet a délky postrannich kotenil a pocet a délky

kotenovych vlaskda.

4.1.1 Zapojeni Ara7 v ristu primarnich a postrannich korent

Vysledky této analyzy, provedené s cilem zjistit, zda mala GTPasa Ara7 hraje roli v ristu
primarnich a postrannich kofenti, shrnuji obrazky 9, 10 a 11. Realizaci experimentu

popisuji prvni téi odstavce kapitoly 3.2.3.

Uloha Ara7 v riistu primarnich kofent

Studium délky primarnich kofent (Obr. 9) ukazalo odli$nosti mezi divym typem rostlin
Arabidopsis Col-0, rostlinami CA Ara7?®°“ a rostlinami DN Ara75*N (po indukci
tamoxifenem). U obou transgennich rostlin doslo ke snizeni pruimérné délky primarniho
kofene.

Priimérny rozdil délek mezi primarnimi kofeny rostlin Col-0 a rostlin CA Ara79%t
¢inil pfiblizné 14,25 mm a byl tak méné vyrazny nez rozdil mezi rostlinami Col-0
a DN Ara75*N (po indukci tamoxifenem) dosahujici préimémé hodnoty piiblizné
18,50 mm. Oba rozdily Ize povaZovat za statisticky signifikantni na hladin¢ vyznamnosti
p <0,001 v testu ANOVA (Obr. 9, 10).

Vyse uvedené poukazuje na odliSnost mezi délkami primarnich kotfen u rostlin
CA Ara7?%t a rostlin DN Ara75%N (po indukci tamoxifenem), ktery byl taktéz statisticky

signifikantni (Obr. 10). Délka primarnich kofend rostlin DN Ara75%*N (ethanolova
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kontrola), u nichz nedochazi k indukci exprese inaktivni Ara7, se podobala délce téchto
kotent u rostlin Col-0 a byla vyrazné vyssi nez u rostlin DN Ara75%*N (po indukci
tamoxifenem) (Obr. 9, 10).

Aﬁﬁ:b:%ﬂ“ }‘B.ﬁ<¥ ¥_§~$t:¢ 5'1',( -soh'}c:?'? ,

\
| \

Obr. 9: Fenotyp rostlin s modifikovanou Ara7. Rostliny Arabidopsis: ekotyp Col-0 (A),
exprimujici konstitutivné aktivni Ara7 (CA Ara7?°%) (B), exprimujici dominantné negativni
Ara7 (DN Ara7%?®N)  ethanolovd kontrola (C), exprimujici dominantné negativni
Ara7 (DN Ara75%N) po indukci tamoxifenem (D). Celkové stafi rostlin je 7 dnd, rlst 5 dnd
na 2 MS médiu, poté pienos na nové 2 MS médium (A, B), /2 MS médium s ethanolem (C)
a tamoxifenem (D). Mé¢fitko: 1 cm.
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Obr. 10: Grafické znazornéni praimérné délky primarnich kofent rostlin s modifikovanou Ara7.
Rostliny Arabidopsis: ekotyp Col-0, sexpresi konstitutivng aktivni Ara7 (CA Ara7?%b),
exprimujici dominantné negativni Ara7 (DN Ara75%N) ethanolova kontrola a po indukci
tamoxifenem. Celkové stafi rostlin je 7 dnd, rist 5 dnti na %2 MS médiu, poté pfenos na nové
%»MS médium (Col-0, CA Ara7°%%), % MS médium s ethanolem nebo tamoxifenem
(DN Ara75#N),  Sloupce vyjadiuji primér délky (+ smérodatnd odchylka) z 15 (Col-0,
CA Ara7°%t) nebo ze 30 (DN Ara75%#N) méfenych rostlin. Statisticky vyznamné rozdily jsou
oznaceny hvézdickou podle hladiny vyznamnosti v testu ANOVA: *p < 0,05, **p <0,01,
***p <0,001.
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Vyse uvedené vysledky poukazuji na zapojeni Ara7 v rustu primarniho kotene.
Rostliny exprimujici aktivni Ara7 a inaktivni Ara7 vyrazn¢ snizuji délku primarniho
kotene, pficemz toto sniZeni dosahuje u rostlin s inaktivni Ara7 vétsi vyraznost. Lze
vyvodit, Ze cyklickd aktivace a inaktivace Ara7 je nezbytnd pro spravny riist primarnich

kofenu.

Uloha Ara7 v riistu postrannich koient

V porovnani s divym typem Arabidopsis Col-0 doslo k vyraznému snizeni celkového
poétu postrannich kofenii u obou transgennich linii CA Ara7®®“ i DN Ara75N
(po indukci tamoxifenem) (Obr. 9, 11 A), a to na hladin€ vyznamnosti p < 0,001 v testu
ANOVA.
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Obr. 11: Grafické znazornéni poctu postrannich kotfent rostlin s modifikovanou Ara7. Celkovy
pocet postrannich kofenl (A), pocet postrannich kofenti v jednotlivych délkovych intervalech
(B). Rostliny Arabidopsis: ekotyp Col-0, s expresi konstitutivné aktivni Ara7 (CA Ara79%L),
exprimujici dominantné negativni Ara7 (DN Ara75**N) (po indukci tamoxifenem a ethanolova
kontrola). Celkové stafi rostlin je 7 dnu, rust 5 dni na Y2 MS médiu, poté pienos na nové
% MS médium (Col-0, CA Ara7°®l), 4 MS médium s ethanolem nebo tamoxifenem
(DN Ara7%2N). Sloupce vyjadiuji pramérny poCet (+smérodatna odchylka) z 10 mé&fenych
rostlin. Statisticky vyznamné rozdily jsou oznaceny hvézdickou podle hladiny vyznamnosti
v testu ANOVA: *p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001.

55



Celkovy pocet postrannich kofenti dosahoval u rostlin CA Ara7%%°t nizsich hodnot nez
u rostlin DN Ara7?*N (po indukci tamoxifenem), tento rozdil viak statisticky vyznamny
nebyl. Rostliny DN Ara752*N ethanolové kontroly dosahovaly poétu postrannich kofent
piiblizné srovnatelného s rostlinami Col-0, tamoxifen vedl ke snizeni tohoto poctu
(Obr. 11 A).

Spoctené postranni kofeny byly nasledné rozdé€leny do péti interval (0—4, 4—8, 8—12,
12—-16 a 16-20 mm) a v nich porovnavany dle své délky (Obr. 11 B). V jednotlivych
intervalech se projevil stejny trend, jako u celkového pocétu postrannich kofent
komentovanych v pfedchozim odstavci. V kazdém délkovém intervalu tak bylo
zaznamenano snizeni poétu postrannich kofent u rostlin CA Ara7%%t i DN Ara75%N
(po indukci tamoxifenem) v porovnani s divym typem Arabidopsis Col-0, pfi¢emz
rostliny DN Ara7%?"N jiz nevykazovaly pfitomnost postrannich kofenii v délkovém
rozmezi 16—20 mm (Obr. 10 B).

Z vyse uvedenych vysledkti vyplyva duilezitost Ara7, resp. jeji cyklické aktivace
a inaktivace, pro zachovani spravného po¢tu a délky postrannich kofenti, nebot’ postranni

kofeny rostlin tvoficich konstitutivng aktivni CA Ara7%%t a inaktivni DN Ara75%N

dosahuji nizs$iho poctu i délky nez rostliny divého typu Arabidopsis Col-0.

4.1.2 Zapojeni Ara7 v ristu korenovych vlaski

Projev poruchy funkce Ara7 ve fenotypu kofenovych vlaskt, pramenici ze znemoznéni
hydrolyzy GTP (u rostlin CA Ara7°%®) nebo z neschopnosti zdmény GDP za GTP
(u rostlin DN Ara752*N) v porovnani s divym typem Arabidopsis Col-0, ukazuje Obr. 12.
Experiment byl realizovan postupem uvedenym v prvnich tfech odstavcich kapitoly
3.2.3. Byly méfeny vSechny kofenové vlasky do vzdalenosti 5 mm od kofenové Spicky.

Signifikantni snizeni poctu kotenovych vlaskd Vv porovnani s divym typem rostlin
Arabidopsis Col-0 bylo zaznamenano u rostlin CA Ara7?°t ptiblizné o 14 vlaskd
na rostlinu a na hlading¢ vyznamnosti p < 0,05 v testu ANOVA (Obr. 12 A). Avsak
rostliny DN Ara75?*N (po indukci tamoxifenem) vykazovaly téméf identicky podet
kotenovych vlaskt jako rostliny Col-0. Nicméné signifikantni rozdil byl patrny mezi
rostlinami DN Ara752*N (po indukci tamoxifenem) a rostlinami DN Ara75%N ethanolové
kontroly (Obr. 13 A).

Vyhodnoceni délkovych rozdilti kotfenovych vlaski, jehoz bylo dosazeno rozdélenim
kotenovych vlaski do ¢tyi intervald (0—250, 250—-500, 500-750 a 750—1000 pm)
znazoriiuje Obr. 13 B. Kofenové vlasky malé délky (0—250 um) byly u vSech
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zkoumanych rostlin zastoupeny pfiblizné¢ stejné, ptestoze pocet téchto vlasklt dosahoval
u rostlin CA Ara7°%t a DN Ara7%?*N (po indukci tamoxifenem) mirné vy$§ich hodnot
nez u rostlin Col-0, nejednalo se o statisticky vyznamné rozdily. Signifikantni rozdily
se objevily az vintervalech s delSimi kofenovymi vlasky. Mezi rostlinami Col-0
a CA Ara79%t tak byly tyto rozdily statisticky vyznamné od délky 250 pum. Rostliny
DN Ara75%N (po indukci tamoxifenem) vykazovaly nepatrné vyssi pocet kofenovych
vlasku nez rostliny Col-0 v intervalech 750—1000 um (Obr. 13 B).

Obr. 12: Mikroskopické pozorovani rostlin s modifikovanou Ara7. Rostliny Arabidopis: ekotyp
Col-0 (A), sexpresi konstitutivné aktivni Ara7 (CA Ara7°%%l) (B), exprimujici dominantné
negativni Ara7 (DN Ara752*N) ethanolova kontrola (C), exprimujici dominantné negativni Ara7
(DN Ara7%?*N) po indukci tamoxifenem (D). Celkové stafi rostlin je 7 dnd, rist 5 dnil
na Y2 MS médiu, poté pienos na nové %» MS médium (A, B), 2 MS médium s ethanolem (C),
tamoxifenem (D). Sipka znazorfiuje otok kofene. Méfitko: 0,5 mm.
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Obr. 13: Grafické znazornéni poctu kofenovych vlaski u rostlin s modifikovanou Ara7. Celkovy
pocet kofenovych vlaski (A), pocet korenovych vlaski v jednotlivych délkovych intervalech (B).
Rostliny Arabidopsis: ekotyp Col-0, sexpresi konstitutivng aktivni Ara7 (CA Ara7?%h),
exprimujici dominantné negativni Ara7 (DN Ara7%2*N) ethanolova kontrola a po indukci
tamoxifenem. Celkové stafi rostlin je 7 dnt, rust 5 dni na %2> MS médiu, poté pienos na nové
¥» MS médium (Col-0, CA Ara7?%®l), 14 MS médium s ethanolem nebo tamoxifenem (DN
Ara7%*N) - Sloupce vyjadiuji primérny podet (= smérodatnd odchylka) z 10 méfenych
rostlin. Statisticky vyznamné rozdily jsou oznaceny hvézdi¢kou podle hladiny vyznamnosti
v testu ANOVA: *p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001

Usporadani kofenovych vlaski se u rostlin DN Ara752*N (po indukci tamoxifenem)
znacné¢ odliSovalo od ethanolové kontroly. Bylo mozné pozorovat vyrazné piiblizeni zony
rastu kofenovych vlaski ke kofenové $picce u rostlin DN Ara75*N po indukci
tamoxifenem (Obr. 12 D).

Vysledky prokazaly zapojeni Ara7 v tvorbé kotfenovych vlaska. Neschopnost Ara7
hydrolyzovat GTP (aktivace) vede k celkovému snizeni poétu a délky téchto vlaska.

Zamezeni vymény GDP za GTP (inaktivace) poskozuje normalni usporadani vlaskii
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po celé délce kofene a namisto toho je soustfed’uje pouze v jeho dolni ¢asti a zpisobuje
deformaci kotene (otoky).

Doba plisobeni tamoxifenu na rostliny DN Ara7524N

¢inila dva dny, dalsi vysledky této
prace, prezentované v kapitole 4.2.1 (Obr. 15), ukazaly, Ze pramérny narast kofene za den
u téchto rostlin (po indukci tamoxifenem) je 1,49 + 0,97 mm. Vyrazny nartst kofenovych
vlaskli byl pozorovan pravé v této zoné, lze tedy usoudit, ze inaktivace Ara7 vede

K rapidni tvorbé kofenovych vlasku.

4.2 VLIV ARA7 NA ODPOVED ROSTLIN NA SOLNY STRES

Provedeni testl s cilem analyzy zapojeni Ara7 v odpovédi rostlin na solny stres, a tedy
potencidlni vyuziti genetické manipulace Ara7 pro zvySovani vynosu rostlin
na zasolenych ptdach, bylo realizovano ve tfech Castech. Prvni ¢ést se tykala posouzeni
odolnosti kofenového systému rostlin Arabidopsis s modifikovanou Ara7, druha
nadzemnich ¢asti se zaméfenim na zmény v obsahu chlorofylu a tfeti analyzy

oxidativniho poskozeni pti solném stresu a antioxidacnich enzymd.

4.2.1 VIliv Ara7 na reakci koienového systému na solny stres

Provedeni experimentu, majiciho za cil stanovit tlohu Ara7 v reakci kofenového systému
na solny stres, popisuje kapitola 3.2.3, vysledky pak shrnuje Obr. 14. Fenotypova analyza
byla soustfedéna na porovnani délek primarnich kotfenti (délky primarnich kofenii
po 4dennim rustu na solnych médiich znazoriuje Obr. 14), rychlosti ristu primarnich
kotentll vyjadiené jako primérny ptirtstek za 1 den (Obr. 15) a poctu postrannich kotenli
(Obr. 14, 16).

U rostlin Arabidopsis Col-0 byla pozorovana, v souladu s o¢ekavanim, klesajici délka
primarniho kofene s rostouci koncentraci soli NaCl a KCI. U obou koncentraci KCl
(50 a 100 mmol-1) byl tento trend vyraznéjsi, nez u odpovidajicich koncentraci NaCl
(Obr. 14). Stejna situace nastala pfi vyhodnoceni primérného ptirtstku primarniho
kotene za 1 den a tyto vysledky byly statisticky vyznamné (Obr. 15). Jiny trend se projevil
pfi porovnani poétu postrannich kotentl. Zde NaCl v koncentraci 50 mmol-1? zapficinil
signifikantni zvySeni poctu postrannich kotenil, avSak u stejné koncentrace KCI k nému
nedoslo, naopak bylo vyvolano vyrazné snizeni poctu téchto kotenil, velmi podobné

tomu, které bylo vyvolano také Gi¢inkem 100 mmol-1"t NaCl i KCI (Obr. 14, Obr. 16).
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Obr. 14: Vliv solného stresu na fenotyp kotenového systému rostlin s modifikovanou Ara7.
Rostliny Arabidopsis: ekotyp Col-0, sexpresi konstitutivng aktivni Ara7 (CA Ara7?h),
exprimujici dominantn& negativni Ara7 (DN Ara75N) ethanolova kontrola a po indukci
tamoxifenem, rostouci na % MS médiu (A), %2 MS médiu s 50 mmol-1* NaCl (B), 50 mmol-1*
KCI (C), 100 mmol 1t NaCl (D), 100 mmol-1 KCI (E). Celkové stafi rostlin je 11 dni, riist 5 dnd
na % MS médiu, poté prenos na nové ¥4 MS médium (Col-0, CA Ara7°%%l), Y4 MS médium

s ethanolem nebo tamoxifenem (DN Ara75%N). Po dvou dnech pfenos na solnd média, zde riist
4 dny. Métitko: 1 cm.
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Obr. 15: Grafické znazornéni primérného nartstu primarnich kofenti za den u rostlin
s modifikovanou Ara7 pii solném stresu. Rostliny Arabidopsis: ekotyp Col-0, s expresi
konstitutivné aktivni Ara7 (CA Ara7°%b), exprimujici dominantné negativni Ara7 (DN Ara72*N)
ethanolova kontrola a po indukci tamoxifenem. Celkové stafi rostlin je 11 dnu, rdst 5 dni
na %2 MS médiu, poté pienos nanové > MS médium (Col-0, CA Ara7°°.), » MS médium
s ethanolem nebo tamoxifenem (DN Ara752*N), Po dvou dnech pienos na solna média. Sloupce
vyjadiuji primérny narGst (+ smérodatnd odchylka) z 15 (Col-0, CA Ara7%%t) nebo
ze 30 (DN Ara752*N)y méfenych rostlin. Statisticky vyznamné rozdily jsou oznageny hvézdi¢kou
podle hladiny vyznamnosti v testu ANOVA: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001.
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Obr. 16: Grafické znazornéni poctu postrannich kofenti u rostlin s modifikovanou Ara7 pii
solném stresu. Rostliny Arabidopsis: ekotyp Col-0, sexpresi konstitutivné aktivni Ara7
(CA Ara7?%b), exprimujici dominantné negativni Ara7 (DN Ara7%N) ethanolova kontrola
a po indukci tamoxifenem. Celkové stafi rostlin je 11 dni, rist 5 dnt na %2 MS médiu, poté pienos
na nové ¥%» MS médium (Col-0, CA Ara7?%t), 15 MS médium s ethanolem nebo tamoxifenem
(DN Ara75%N), Po dvou dnech pienos na solna média, zde riist 4 dny. Sloupce vyjadiuji primémy
podet (+ smérodatna odchylka) z 15 (Col-0, CA Ara7°®l) nebo ze 30 (DN Ara75%*N) mé&tenych
rostlin. Statisticky vyznamné rozdily jsou oznafeny hvézdi¢kou podle hladiny vyznamnosti
v testu ANOVA: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.

Délky primérnich kofend rostlin Arabidopsis CA Ara7?®°“ nevykazovaly sniZeni
v reakci na puisobeni 50 mmol-1"t NaCl (Obr. 14). Snizeni délky a také statisticky
vyznamné snizeni pramérné rychlosti ristu (na hladiné p < 0,01 v testu ANOVA) bylo

patrné az G¢inkem nasledujicich koncentraci soli: 50 mmol-1"* KCI1, 100 mmol-1* NaCl
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2100 mmol-1? KCI, pfi¢emz vyrazné rozdily mezi témito koncentracemi nebyly
zaznamenany (Obr. 14, Obr. 15). Stejny trend byl pozorovan také pii ucinku soli na pocet
postrannich kofenti, kde se aplikace 50 mmol-1"? NaCl zménou v poétu postrannich
kofentl neprojevila, av$ak aplikace 50 mmol-1"t KCI, 100 mmol-1* NaCl a 100 mmol-1*
KCI vedla k signifikantnimu poklesu poctu téchto kofenii na hladiné vyznamnosti
p <0,001 v testu ANOVA (Obr. 16).

U rostlin Arabidopsis exprimujicich dominantné negativni Ara7 (DN Ara7°2*N)
(ethanolova kontrola) byl pozorovan stejny trend poklesu délek arychlosti ristu
primarnich kofenii jako v pfipad¢ rostlin Col-0. Vyrazné snizeni poctu postrannich
kofenti se zde projevilo az pfi 100 mmol-1? koncentraci obou soli (Obr. 14, 15 16,
statisticky vyznamné rozdily neuvedeny).

Piestoze délky a rychlost ristu primarnich kofent u rostlin Arabidopsis DN Ara75%N
po indukci tamoxifenem vykazovaly mirné zvyseni po aplikaci 50 mmol-1"* NaCl, KCI
a 100 mmol 1"t KCI oproti rostlinAm rostoucim na médiu bez soli, nebyly tyto vysledky
statisticky vyznamné (Obr. 14, 15). ZvySeni poctu postrannich kofent téchto rostlin
Vv reakci na sul v8ak bylo statisticky vyznamné jak u NaCl, tak u KCI1 (Obr. 14, 16).

Délka primarniho kofene a jeho primérna rychlost riistu byla u rostlin Col-0 postizena
vyraznéji pti vystaveni solnému stresu, nez tomu bylo u rostlin CA Ara7<®°. U rostlin
DN Ara75?*N dokonce nedoslo viibec k signifikantnimu snizeni t&chto dvou parametril.
Snizeni poctu postrannich kofenli bylo naopak mirnéjsi u rostlin Col-0 vystavenych
i¢inku soli nez u rostlin CA Ara7?®°, Naproti tomu rostliny DN Ara75*N vykazovaly
vyrazné zvyseni poétu postrannich kofent v tomto experimentu.

Zapojeni Ara7 v rustu primarnich i postrannich kofeni jiZ bylo v této praci vyvozeno,
z vySe uvedenych vysledkli miiZzeme také konstatovat, ze stald aktivita Ara7 mirné€ snizuje
negativni efekt soli na délku a rychlost rlstu primarnich kofenl, avSak zaroven
prohlubuje snizeni po¢tu postrannich kofeni pii stejnych podminkach. Inaktivni Ara7
zvySuje odolnost na ucinek soli v obou parametrech, resp. ptisobi proti inhibi¢nimu vlivu
inaktivace Ara7 na délku primarniho kofene a pocet postrannich kofend. I pies tyto
vysledky zlistdva vSak pocet postrannich kotenti u Col-0 vyssi ve vSech ptipadech nez u
obou transgennich rostlin a stejné je tomu tak i s délkou primarnich kofent. Na zakladé
vySe uvedeného lze konstatovat, ze Ara7 je zapojena v reakci kofenového systému rostlin

na solny stres.
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4.2.2 Obsah chlorofylu u Arabidopsis s modifikovanou Ara7 pri solném

stresu

Obsah chlorofylu je jednim z nej¢astéji pouzivanych parametrti odolnosti nebo citlivosti
rostlin na nepfiznivé podminky (Yancheva et al., 2016). Obsah chlorofylu v liniich
s modifikovanou Ara7 shrnuje Obr. 17. Grafické znazornéni naméfenych hodnot
obsahuje Obr. 18.

Utinek 150 mmol-1"t NaCl i KCI se projevil u rostlin Arabidopsis Col-0 snizenim
obsahu chlorofylu a i chlorofylu b, pfi¢emz toto sniZeni se ukazalo byt zietelnéjsi v reakci
na 150 mmol-1"t KCI u chlorofylu a. Obdobna situace nastala u rostlin CA Ara7%%°-, kde
i¢inek soli, 150 mmol-1"1NaCli KCl, vyvolal pfiblizné shodné snizeni obsahu chlorofylu.

S24N avsak pri

Ztrata chlorofylu G¢inkem soli byla zaznamenana také u rostlin DN Ara7
ptsobeni 150 mmol -1t KC1 dosahovala tato ztrdta mensi vyraznosti, jak u chlorofylu a,
tak u chlorofylu b (Obr. 17, 18 A, B).

Ztrata chlorofylu a i chlorofylu b dosahovala urostlin Col-0 aCA Ara7%t
vystavenym uéinku 150 mmol-1* NaCl a KCI pfiblizné stejnych hodnot, nelze tedy fici,
ze by aktivace Ara7 zmeénila schopnost rostlin tolerovat solny stres. AvSak Uc¢inek
150 mmol 1" KCI na ztratu chlorofylu a u rostlin s inaktivni Ara7 nedosahoval takové
vyraznosti, jako tomu bylo u rostlin Col-0 a CA Ara7%% (Obr. 17, 18 A, B). Tato linie
mize byt odolngj$i na solny stres zptisobeny 150 mmol-1"7 KCI. Mnozstvi biomasy
vytvofené rostlinami, a tedy i zemé&dé€lsky vynos, zavisi na G¢innosti fotosyntézy (Foyer

etal., 2017).
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Obr. 17: Vliv solného stresu na fenotyp nadzemni ¢asti (obsahu chlorofylu) u rostlin s modifikovanou Ara7. Rostliny Arabidopsis: ekotyp Col-0, s expresi
konstitutivng aktivni Ara7 (CA Ara7°%l), exprimujici dominantné negativni Ara7 (DN Ara75%N) ethanolové kontrola nebo po indukci tamoxifenem, rostouci
na médiich %> MS: bez soli (A), 150 mmol-1* NaCl (B), 150 mmol-1? KCI (C). Celkové staii rostlin je 12 dni, rist 5 dnfi na % MS médiu, poté pfenos na nové
Y MS médium (Col-0, CA Ara7?%%), 5 MS médium s ethanolem nebo tamoxifenem (DN Ara75%*N). Po dvou dnech pienos na solna média, zde rtist 5 dnd.
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Obr. 18: Grafické znazornéni obsahu chlorofylu u rostlin s modifikovanou Ara7 pfti solném stresu.
Chlorofyl a (A), chlorofyl b (B). Rostliny Arabidopsis: ekotyp Col-0, s expresi konstitutivné
aktivni Ara7 (CA Ara79%Y), exprimujici dominantné negativni Ara7 (DN Ara752*N) ethanolova
kontrola nebo po indukci tamoxifenem. Celkové stafi rostlin 14 dnt, rist 5 dnd na %2 MS médiu,
poté prenos na nové %> MS médium (Col-0, CA Ara7?°Y), 4, MS médium s ethanolem nebo
tamoxifenem (DN Ara75%N). Po dvou dnech pfenos na solna média (150 mmol-1* NaCl,
150 mmol-1* KCI) zde rast 7 dnd. Sloupce vyjadfuji primérny obsah chlorofylu (mg-g* FW)
(£ smérodatna odchylka) ze dvou biologickych opakovani (Col-0, CA Ara7°®\) nebo z jednoho
(DN Ara7%2N),  Statisticky vyznamné rozdily jsou oznafeny hvézdickou podle hladiny
vyznamnosti v testu ANOVA: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001.

4.2.3 VIliv Ara7 na regulaci obsahu H2O: p¥i solném stresu

Bunééné i organové poskozeni pozorovatelné pii solném stresu je z velké ¢asti dilem
nadmérné  produkce  reaktivnich  forem  kysliku (ROS)  (Krishnamurthy
a Rathinasabapathi, 2013). Z tohoto divodu byl dal$i vyzkum smérovan timto smérem
a zde jsou ptedlozeny vysledky méfeni obsahu H202 (Obr. 19), jednoho z klicovych

zéastupct ROS. Provedeni experimentu popisuje kapitola 3.2.7.
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Obr. 19: Grafické znazornéni obsahu H.O, u rostlin s modifikovanou Ara7. Rostliny Arabidopsis:
ekotyp Col-0, sexpresi konstitutivné aktivni Ara7 (CA Ara7°%®%), exprimujici dominantné
negativni Ara7 (DN Ara75**N) ethanolova kontrola a po indukci tamoxifenem. Celkové stafi
rostlin 14 dni, rdst 5 dnd na %2 MS médiu, poté pfenos na nové 2 MS médium (Col-0,
CA Ara7?%®L), 1, MS médium s ethanolem nebo tamoxifenem (DN Ara75%N). Po dvou dnech
pienos na solnd média (100 mmol-1"* NaCl, 100 mmol 1" KCI) zde rist 7 dnii. Sloupce vyjadiuji
pramérny obsah H,0; (mg-g? FW) (+ smérodatna odchylka) ze dvou biologickych opakovani.
Statisticky vyznamné rozdily jsou oznaceny hvézdickou podle hladiny vyznamnosti v testu
ANOVA: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.

Obsah H202 Vv rostlinaich Arabidopsis Col-0 zustal prakticky nezménén puisobenim
100 mmol-1"t NaCl v porovnani s rostlinami rostoucimi Col-0 na médiu bez soli. SniZzeni
bylo zaznamenano az v reakci na u¢inek 100 mmol-1"t KCI, pokles vSak nedosahoval
statistické vyznamnosti. U rostlin CA Ara7°% doslo k nariistu obsahu H,02 v disledku
ptisobeni 100 mmol-1™ NaCl, o néco vyssi nartist zpiisobil 100 mmol-1"t KCI. Situace se
opakovala urostlin DN Ara7%?*N (ethanolova kontrola). Rostliny DN Ara75?"N
(po indukci tamoxifenem) vykazovaly sniZeni obsahu H20, Vv reakci na 100 mmol-1*
NaCl, ale malé zvyseni tohoto obsahu v reakci na 100 mmol-1"* KCI (Obr. 19).

Z vyse uvedencho lze usoudit vliv Ara7 na tvorbu nebo spiSe odstraiovani H20> pfi
solném stresu. Aktivace Ara7 zvySuje obsah H202 vyraznéji, nezZ je tomu v piipadé rostlin
s normalni funkci Ara7. Inaktivace Ara7 pii G¢inku 100 mmol-1"* NaCl snizuje obsah
H202 v porovnani s rostlinami s normalni funkci Ara7, aviak pii ptsobeni 100 mmol-1*
KCI tento obsah zvysuje. Pokud neuvazime ptsobeni solného stresu, lze fici, ze porucha
funkce Ara7 se projevuje snizenim obsahu H202 (Obr. 19). Nutno poznamenat, Ze

na oxidativnim poskozeni zplsobeném solnym stresem se kromé H2O- podileji i dalsi

66



ROS, které zastavaji navic i signalni funkci, neexistuje tedy piima souvislosti mezi

obsahem H>0., stupném oxidativniho poSkozeni a odolnosti zkoumanych linii.

4.2.4 Analyza peroxidace lipidi v liniich s modifikovanou Ara7

Reaktivni formy kysliku, jejichz produkce je vyvolana solnym stresem, zpusobuji
poskozeni biologickych membran (Cordeiro, 2014). Produkty tohoto poSkozeni vytvaii
komplex s kyselinou thiobarbiturovou (TBA) a méfeni jeho absorbance tvoii zaklad
metody pouzité v této praci pro stanoveni peroxidace lipidi. Vice k principu a metodé
v kapitole 3.2.6.

Nejmensi oxidativni poskozeni lipidli po ucinku soli vykazovaly rostliny Col-0. Nartst
peroxidace lipidti u rostlin Col-0 pii i¢inku 100 mmol 1™ NaCl je vyraznéjsi nez u rostlin
CA Ara7%N a DN Ara75*N, celkové oxidativni poskozeni lipidii viak dosahuje stale
srovnatelné u obou soli (100 mmol-1" NaCl i 100 mmol-1* KCI). U rostlin DN Ara752*N
pisobeni 100 mmol-1? NaCl vedlo k vétsi mife peroxidace lipidGi neZ piisobeni

100 mmol-I* KCI (Obr. 20).
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Obr. 20: Grafické znazornéni peroxidace lipidi (obsahu TBARS) u rostlin s modifikovanou Ara?.
Rostliny Arabidopsis: ekotyp Col-0, sexpresi konstitutivng aktivni Ara7 (CA Ara79%b),
exprimujici dominantn& negativni Ara7 (DN Ara75#N) ethanolova kontrola a po indukci
tamoxifenem. Celkové staii rostlin 14 dnt, rast 5 dn na Y2 MS médiu, poté pfenos na nové
¥ MS médium (Col-0, CA Ara7?%Y), % MS médium s ethanolem nebo tamoxifenem
(DN Ara752*N), Po dvou dnech pienos na solna média (100 mmol-1"* NaCl, 100 mmol-1* KCI) zde
rist 7 dnd. Sloupce vyjadfuji primémy obsah TBARS (mg-g! FW) (+ smérodatna odchylka)
ze dvou biologickych opakovani. Statisticky vyznamné rozdily jsou ozna¢eny hvézdi¢kou podle
hladiny vyznamnosti v testu ANOVA: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001.
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Lze konstatovat, ze jak trvald aktivace, tak i inaktivace Ara7 vede ke zvySenému
poskozeni lipidii vyvolaného produkci ROS v solném stresu v porovnani s normalni
funkci Ara7. Nejvyssi odolnost vykazovaly rostliny s normalni funkci Ara7. Tieba vSak
zohlednit fakt, ze z celkového mmnozstvi vSech molekul potencialné podléhajicich
oxidativni poSkozeni vyvolanému solnym stresem, byla zde pozornost vénovana pouze

lipidam.

43 ULOHA ARA7 VREAKCI ANTIOXIDACNICH ENZYMU
NA SOLNY STRES

Antioxida¢ni enzymy zajistuji svou schopnosti zneSkodnit ROS ochranu bunéénych
struktur pied oxidativnim poskozenim vyvolanym mj. solnym stresem. Diky této
vlastnosti jsou ¢astym cilem genetické manipulace vyuzivané pro zvySovani odolnosti
rostlin na abioticky stres (Negi et al., 2016). Zmény v aktivit¢ a abundanci
superoxiddismutasy (SOD) a katalasy (KAT) v liniich DN Ara7%%*N v podminkéach
solného stresu byl zkouman v této praci. Realizaci experimentt pro analyzu aktivity SOD

a KAT popisuje kapitola 3.2.8, provedeni analyzy abundance pak kapitola 3.2.9.

4.3.1 Uloha Ara7 v regulaci aktivity a abundance superoxiddismutasy

pri solném stresu

Vliv inaktivace Ara7 na aktivitu a abundanci SOD pfi solném stresu vyjadiuji Obr. 21
a22.

Aktivita SOD u rostlin DN Ara75%N (po indukci tamoxifenem), na n&z neptisobil solny
stres, dosahovala vyssich hodnot nez u ethanolové kontroly téchto rostlin, a tento trend
byl pozorovan u vsech isoforem SOD (MnSOD, FeSOD i CuZnSOD). Pisobeni
100 mmol-1"t KCl vyvolalo sniZeni aktivity viech ti isoforem SOD u ethanolové kontroly
rostlin DN Ara75%N i rostlin DN Ara75?*N po indukci tamoxifenem, pti¢emz snizeni
aktivit MnSOD a FeSOD u rostlin DN Ara75?*N (po indukci tamoxifenem) dosahovalo
vetsi vyraznosti, nez tomu bylo u rostlin DN Ara7 ethanolové kontroly. Pokles aktivit
CuZnSOD byl vSak vyrovnany. Stejna situace, avSak s méné vyraznym poklesem, nastala
pfi pisobeni 100 mmol-1t NaCl (Obr. 21).

Ke stanoveni abundance SOD byla vybrana FeSOD. Byla pouZita primarni protilatka
rozeznavajici vS§echny 3 isoformy FeSOD (FeSODI1, FeSOF2 a FeSOD3). Tamoxifenem

indukovatelné rostliny DN Ara752*N obsahovaly v kontrolnich podminkach vice FeSOD,
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nez tomu bylo u ethanolové kontroly rostlin DN Ara72*N, U¢inek 100 mmol-1'* KCI vedl
ke snizeni abundance FeSOD u obou zkoumanych p#ipadi, u rostlin DN Ara752N
po indukci tamoxifenem byl tento pokles vyraznéjsi. Tyto vysledky jsou v souladu
strendem pozorovanym u aktivit FeSOD. Nesoulad vSak nastal pii puasobeni
100 mmol-1* NaCl, kde doslo k poklesu aktivity FeSOD u rostlin DN Ara75%N
po indukci tamoxifenem anarGstu aktivity FeSOD u ethanolové kontroly, avSak
abundance vykazovala pifesné¢ opa¢ny trend, tyto rozdily vSak nebyly statisticky
vyznamné. Nicméné z vysledki 1ze usuzovat roli Ara7 v regulaci SOD pfii solném stresu,

pficemz jeji inaktivace vede ke snizeni aktivity FeSOD.
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Obr. 21: Vizualizace specifické aktivity superoxiddismutasy (SOD) na nativnich gelech
v rostlinach exprimujicich dominantné negativni Ara7 (DN Ara75%N) ethanolové kontroly
a po indukci tamoxifenem (A). Vizualizace proteinu ze vzorka pouZitych v Obr. A pomoci ,,Stain
free” technologie (BioRad) (B). Grafické zndzornéni téhoz (C). Celkové stafi rostlin 14 dnti, rast
5 dnti na Y2 MS médiu, poté pienos na nové Y2 MS médiu, s ethanolem nebo tamoxifenem. Po dvou
dnech pfenos na solnd média (100 mmol-1* NaCl, 100 mmol-1? KCI) zde rtst 7 dnd. Sloupce
vyjadiuji primérnou optickou denzitu (+ smérodatna odchylka) ze dvou biologickych opakovani.
Rm, relativni mobilita (pomér migra¢ni drahy proteinu k celkové délce elektroforezy). Statisticky
vyznamné rozdily jsou oznaceny hvézdi¢kou podle hladiny vyznamnosti v testu ANOVA:
*p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001.
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Obr. 22: Abundance FeSOD v rostlinach exprimujicich dominantné negativni Ara7
(DN Ara752*N) ethanolova kontrola a po indukci tamoxifenem (A). Vizualizace proteinii
ze vzorkd pouzitych v Obr. A pomoci ,,Stain free technologie (BioRad) (B). Grafické znazornéni
téhoz (C). Celkové stafi rostlin 14 dnt, rGst 5 dnti na 2 MS médiu, poté prenos na nové 2 MS
médium s ethanolem nebo tamoxifenem. Po dvou dnech pfenos na solnd média (100 mmol-1*
NaCl, 100 mmol-1* KCI) zde rtist 7 dndi. Sloupce vyjadiuji primérnou relativni optickou denzitu
(£ smérodatnd odchylka) ze tfi biologickych opakovani. Statisticky vyznamné rozdily jsou
oznaceny hvézdickou podle hladiny vyznamnosti v testu ANOVA: *p < 0,05, **p <0,01,
***p < 0,001.
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4.3.2 Uloha Ara7 v regulaci aktivity a abundance katalasy p¥i solném

stresu

Rozdily v aktivité katalasy nebyly mezi ethanolovou kontrolou rostlin DN Ara7524N
a témito rostlinami po indukci tamoxifenem a rostoucimi na médiu bez soli signifikantni.
Avsak co se ty¢e abundance katalasy, ta byla u rostlin DN Ara75*N po indukci
tamoxifenem vys§i. Piisobenim 100 mmol-1"t KCI doslo ke sniZeni aktivit katalasy u obou
rostlin DN Ara75%N, ptigemz toto snizeni bylo vétsi u rostlin po indukci tamoxifenem.
Vysledky abundance toto pozorovani kopiruji. Pisobeni 100 mmol-1* NaCl vyvolalo
pouze nepatrné snizeni aktivity katalasy u rostlin DN Ara752*N ethanolové kontroly, vétsi
bylo u DN Ara75%N po indukci tamoxifenem. Tyto vysledky nesouhlasi s vysledky
ziskanymi méfenim abundance, kde doslo ke zcela opacné situaci, avSak rozdily nebyly
signifikantni (Obr. 23, 24).

Ze ziskanych vysledkll je mozné usuzovat na roli Ara7 v regulaci aktivity katalasy pfi
solném stresu, nebot’ inaktivace Ara7 aktivitu katalasy vyraznéji snizuje, rozdily vsak

statisticky vyznamné nejsou.
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Obr. 23: Vizualizace specifické aktivity katalasy (KAT) na nativnich gelech v rostlinach
exprimujicich dominantné negativni Ara7 (DN Ara75%N), ethanolova kontrola a po indukci
tamoxifenem (A). Vizualizace proteini ze vzorki pouzitych v Obr. A pomoci ,,Stain
free technologie (BioRad) (B). Grafické znazornéni téhoz (C). Celkové stafi rostlin 14 dnd, rast
5 dnt na Y5 MS médiu, poté pfenos na nové %2 MS médium s ethanolem nebo tamoxifenem.
Po dvou dnech pfenos na solna média (100 mmol-1* NaCl, 100 mmol-1* KCI) zde rist 7 dnd.
Sloupce vyjadiuji primérnou optickou denzitu (+ smérodatna odchylka) ze dvou biologickych
opakovani. Statisticky vyznamné rozdily jsou oznaceny hvézdi¢kou podle hladiny vyznamnosti
v testu ANOVA: *p < 0,05, **p <0,01, ***p <0,001.
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Obr. 24: Abundance katalasy v rostlinaich exprimujicich dominantné¢ negativni Ara7
(DN Ara75?*N), ethanolova kontrola a po indukci tamoxifenem (A). Vizualizace proteinii
ze vzorkl pouzitych v Obr. A pomoci ,,Stain free* technologie (BioRad) (B). Grafické znazornéni
téhoz (C). Celkové stafi rostlin 14 dnd, rst 5 dnli na %2 MS médiu, poté pienos na nové > MS
médium s ethanolem nebo tamoxifenem. Po dvou dnech pienos na solnd média (100 mmol-1*
NaCl, 100 mmol-1" KCI) zde rist 7 dnti. Sloupce vyjadiuji primérnou relativni optickou denzitu
(£ smérodatnd odchylka) ze dvou biologickych opakovani. Statisticky vyznamné rozdily jsou
oznaCeny hvézdickou podle hladiny vyznamnosti vtestu ANOVA: *p<0,05 **p<0,01,
***p < 0,001.
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5 DISKUZE

Neporusena aktivita Ara7 se zachovanou schopnosti ménit stav mezi aktivnim
snavazanym GTP a inaktivnim s navazanym GDP, se ukazala jako nezbytna pro
spravnou morfologii kofenového systému, tj. normalni délku primarniho kotene, pocet
a délku postrannich kotent a kotenovych vlaskt. Lze predpokladat interferenci Ara7
s mechanismy kontrolujicimi tyto parametry.

Délku primarniho kofene urcuji dva faktory: rychlost bunécného déleni
v meristematické (dé€livé) zoné kotene a nasledna expanze kotenovych bun¢k v elongacni
(prodluzovaci) zon¢ koiene, definovana jako nartst objemu bunky zptisobeny zvySenim
objemu vakuoly za souc¢asného zvétseni povrchu buiky (Dolan a Davies, 2004; Bizet
et al., 2015). Hlavni postaveni pii regulaci rustu primarniho kofene patii fytohormonu
auxinu pracujicimu v sou¢innosti s jinymi fytohormony, z nichz Ize zdtraznit cytokininy,
ethylen a gibereliny (Fu a Harberd, 2003). Auxin, syntetizovan v nadzemni ¢asti, proudi
floémem do kotenové $pi¢ky po koncentraénim gradientu (Morris a Thomas, 1978)
a maximalni koncentrace dosahuje v buiikach tzv. klidového centra (ang. quiscent
centre), které stimuluje sousedici bunky meristému k produkci bunék vsech kotfenovych
oblasti, tj. kofenové Cepicky, epidermis, kortexu, endodermis a cévnich svazkt (Doerner,
1998; Beemster et al., 2003; Overvoorde et al., 2010). Dalsi transport auxinu, z mist
Vv blizkosti buné€k tichého centra, vede bunikami epidermis a kortexu vzhiru k elonga¢ni
z6n¢ kotene, kde se uplatnuje jako regulator expanze bunék (Muday a DeLong, 2001;
Rahman et al., 2007). Vysoké koncentrace auxinu inhibuji elongaci bunék kofene, avsak
V nizké koncentraci auxin tuto elongaci podporuje pravdépodobné potlacenim inhibice
giberelinli, povazovanych za hormony piimo stimulujici elongaci bunék kofene
(Okumura et al., 2013; Saini et al., 2013). Nutno poukazat na mechanismus transportu
auxinu bunikami kofene smérem k elongacni zon€. Neptitomnost sitkovych bunék floému
zde vyzaduje membranové transportery, znichZ nejvyznamnéjsi piijem (influx)
zajist'ujici prenaseci se oznacuji jako AUX/LAX proteiny a vydej (eflux) zprostredkujici
ptenaseci jako PIN proteiny (Bennett et al., 1996; Blilou et al., 2005; Ljung et al., 2005).
Pro spravnou polarni distribuci PIN proteinti v plasmatické membrané bunky je nezbytna
jejich  klathrinem zprostfedkovand endocytosa a naslednd recyklace zranych
endosomi/TGN zpét na plasmatickou membranu (Kitakura et al., 2011; Kleine-Vehn
et al., 2011). Za piedpokladu, Ze se Ara7 ucastni regulace endocytosy (Ueda et al., 2001),

1ze spatfit jeji vliv na délku primarniho kofene prave zde. Porucha spravné distribuce PIN
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proteinli na plasmatické membrané mtize vést ke snizeni transportu auxinu do elonga¢ni
zony kotene, nedostatek auxinu zde neumozni potlaceni inhibice giberelinii a jejich
pozitivni vliv na elongaci kofene.

Distribuci PIN proteini na plasmatické membran¢ ovlivituje dalsi tfida rostlinnych
hormoni, cytokininy, které inhibuji endocytosou zprostiedkovanou recyklaci PIN
proteind na této membrané a podnécuji jejich degradaci ve vakuole. Timto mechanismem
cytokininy reguluji distribuci auxinu v kofenech (Marhavy et al., 2014). Cytokininové
receptory mohou pravdépodobné cyklovat mezi plasmatickou membranou a endosomy
(Dortay et al., 2008), v ¢emz muze hrat roli Ara7. Nadprodukce cytokinint vede
ke snizeni odolnosti rostlin na solny stres (Wang et al., 2015).

Tvorba dominantné negativni Ara7 (inaktivni s GDP), lokalizovand difuzné
Vv cytosolu, jiz byla spojena s inhibici endocytosy a s vyraznou inhibici ristu primarniho
kotene (Dhonukshe et al., 2006). Tato studie navic prokazala poSkozeni tvorby buné¢né
prepazky v cytokinezi vlivem inhibice endocytosy. Fenotyp zkraceného primarniho
kofene tak muze byt pficten i tomuto faktoru, tedy poruSe déleni bunék meristému
(Dhonukshe et al., 2006). Konstitutivné aktivni Ara7 (S GTP) muzZe snizovat délku
primarniho kotfene podobné, tedy interferenci s transportem auxinu. Za piedpokladu,
ze Ara7 reguluje také transport z MVB do vakuoly, by mohlo dochéazet k poruse
transportu PIN z ranych endosomid/TGN do MVB a odtud do vakuoly k degradaci
(Kotzer et al., 2004; Kleine-Vehn et al., 2008b; Jia et al., 2013). Porucha transportu PIN
proteini do vakuoly negativné ovliviiuje jejich polarni lokalizaci na plasmatické
membrané (Inoue et al., 2013).

Vytazeni funkce genu kodujiciho VPS9 (GEF pro Rab5) se projevilo také snizenim
délky primarniho kofene, a to az 3x v porovnani s kontrolou, a vznikem abnormalni
kotfenové architektury (Goh et al., 2007). Jmenovana studie prokazala dtlezitost Rab5
v téchto procesech: vytvofeni nebo wudrzeni polarni distribuce PIN proteint
na plasmatické membran¢, popt. v lokalizaci PIN proteinli na plasmatickou membranu
(v soucinnosti s Arf/GNOM systémem), spravnou aktivitu kofenového meristému
(mutace VPS9 vedla ke snizeni jeho aktivity) a elongace bun¢k kotene (Goh et al., 2007).
Neschopnost aktivace Ara7 vedla k otoku kofene zpuisobeného periklinalnim délenim
endodermis (Benfey a Scheres, 2000; Inoue et al., 2013). Otok primarniho kofene
urostlin s inaktivovanou Ara7 byl pozorovan také v této diplomové praci. Spravna
aktivita Rab5 je nezbytna také pro koncentrovani auxinového maxima do tichého centra

(Inoue et al., 2013).
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Iniciace tvorby postrannich koteni u dvoudéloznych rostlin je situovana do pericyklu
a na kontrole vsech fazi se podili mnoho mechanismi, z nichz hlavni roli zastava auxin,
jehoz pritomnost vyvola degradaci AUX/IAA proteini inhibujicich ARF transkrip¢ni
faktor nezbytny pro tvorbu postrannich kofent (Fukaki a Tasaka, 2009; Péret et al., 2009;
Goh et al., 2012; Stoeckle et al.,, 2018). Pocet postrannich kofent je zavisly
na koncentraci auxinu (Péret et al., 2009). Znemoznénim transportu auxinu zptsobenym
nespravnou funkci Ara7 popsané vyse, tak 1ze vysvétlit ubytek poctu postrannich kofenti
u rostlin s modifikovanou Ara7, pozorovany v této diplomové praci.

Nadprodukce cytokininii inhibuje tvorbu postrannich kofenti, avSak pfesny
mechanismu této cytokininové regulace neni zcela znam (Laplaze et al., 2007; Stoeckle
etal., 2018).

Iniciace a elongace kotfenovych vlaska z bun€k epidermis zavisi na auxinu, pii¢emz
rostouci koncentrace auxinu zvySuje délku kofenovych vlaska (Pitts et al., 1998; Grebe
et al., 2002). V bunkach epidermis zajist'uji auxinovy transport PIN2 proteiny (Petrasek
a Friml, 2009). Spravna funkce Ara7 je nezbytna pro polarni lokalizaci PIN2 a pro jeho
transport do vakuol, pfi¢emz transport PIN2 do vakuoly je sam nezbytny pro udrZeni
polarni distribuce PIN2 (Inoue et al., 2013). Bylo také zjisténo, ze nadexprese PIN2
snizuje délku kotenovych vlaskt, PIN2 proteiny zde nejspis zptisobuji nadmérny vydej
auxinu z bunék epidermis do vnéjsiho prostiedi, a tedy snizuji obsah auxinu, nezbytného
pro elongaci vlaskd, v buikach epidermis (Ganguly et al., 2010). Je mozné se domnivat,
ze stala aktivita Ara7 by mohla blize nespecifikovanym zptuisobem inhibovat degradaci
PIN2 proteini nebo jejich endocytosu, coz by vyustilo ve zvySeni mnozstvi PIN2
na membrané bunck epidermis asnizeni délky kotenovych vlaskd. Alternativné by
nahromadéni PIN2 proteinti na membrané mohlo vést ke zvySenému obsahu auxinu v této
oblasti, coz by vysvétlovalo rapidni narist kofenovych vlasku u rostlin se stale inaktivni

Ara’.

5.1 ROLE ARA7 YV TOLERANCI K SOLNEMU STRESU

Typicka reakce rostlin na solny stres zahrnuje snizeni délky primarniho kotene (Potters
et al., 2007; Bernstein et al., 2010) a zmény kotenové architektury (Julkowska et al.,
2014). Pokles elongace kofene vyvolany soli je nejcastéji davan do souvislosti s poklesem
expanze bunék v elongacni zon¢ (Bustos et al., 2008) a s inhibici bunétného cyklu
Vv kofenovém meristému vedouci k mensi bunééné produkcei a zkraceni délky meristému

(West et al., 2004).
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Jednim z mechanismii vedoucich k ochrané buiiky pfed vysokou cytoplasmatickou
koncentraci Na* je oddéleni Na" do vakuoly pomoci tonoplastovych a endosomalnich
Na*/H" antiporteri z rodiny NHX (Chinnusamy et al., 2005). Tyto transportery také
reguluji vesikularni transport kontrolou endosomalniho pH (Bassil et al., 2012). Solny
stres vede ke zvySeni exprese NHX transportert a ty nasledné zvySuji odolnost na solny
stres (Popova a Golldack, 2007). Mutace genu kodujiciho protein VAM3/SYP22 (Q-
SNARE regulujici transport mezi MVB a vakuolou) zptsobujici jeho vytazeni z ¢innosti
se projevila ve zvyseni: odolnosti rostlin na solny stres a abundance NHX transportert
v kofenech, avSak ve sniZeni této abundance v nadzemni &asti. Také obsah Na* narostl
u tohoto mutanta v kotenech, ale poklesl v nadzemni ¢asti, diky ¢emuz se tyto rostliny
jevily jako tolerantné&jsi na solny stres (Hamaji et al., 2009). Naru$eni funkce Ara7, ktera
také reguluje vakuolarni transport, by mohlo vykazovat podobné vlivy na lokalizaci
NHX. Uloha Ara7 mize byt spatiena také vregulaci splyvani malych vesikul
obsahujicich Na* s vakuolou, které bylo pozorovano pii solném stresu (Hamaji et al.,

2009).

5.1.1 Ara’ Vv regulaci ristu primarnich koreni

Solnym stresem vyvoland inhibice primérného ristu priméarniho kotene prohlubujici se
s koncentraci NaCl byl, mimo ptedkladanou praci, pozorovan také v jinych studiich
u Arabidopsis (Zolla et al., 2010; Meng et al., 2015; Jiang et al., 2016) a kukutice
(Lietal., 2014). Shi et al. (2002b) prokazali, v souladu s vysledky v této diplomové
praci, stejny pokles v zavislosti na koncentraci u KCl s vét§im inhibi¢nim vlivem nez
NaCl (Shi et al., 2002b). Za ptirozenych podminek je pravé NaCl a jeho akumulace
v pudé hlavni pficinou solného stresu. Z tohoto diivodu mohlo u rostlin dojit k vyvoji
adapta¢nich mechanismu vedoucich ke schopnosti 1épe tolerovat NaCl nez s KCI (Ramos
et al., 2004; Affenzeller et al., 2009). Mechanismy reakce rostlin na ob¢ soli jsou ziejmé
odlisné. Lucini et al. (2016) pozorovali snizeni biomasy a obsahu makroprvku
I mikroprvkt (Ca, Mg, Mn, B, Zn) pfi solném stresu, ktery byl vyvolan nadbytkem KCI.
Tento stres narusil také hormonalni rovnovahu auxinu, brassinosteroidd a giberelint
(zvysil akumulaci GA, auxinu) (Lucini et al., 2016).

Naruseni rustu primarniho kofene pfi solném stresu muze byt zptsobeno poruchou
transportu auxinu. Jiz byly prokdzany poruchy polarizované lokalizace auxinovych
transporteri AUX1, PIN1 a PIN2 na plasmatické membrané vyvolané solnym stresem,

ktery vede k disociaci PIN1 z této membrany a lokalizuje jej difuzné do cytoplasmy,
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snizuje expresi PIN2 a znemoziuje jeho asociaci s plasmatickou membranou bunék
kortexu a, v mensi mife, také bunék epidermis. Takto je ovlivnéno pisobeni auxinu
na kofenovy meristém a elongacni zonu (Chavez-Avilés et al., 2013; Jiang et al., 2016).
Za zminku stoji také studie spojujici naruseni lokalizace PIN proteinti pfi solném stresu
s distribuci ROS (Tsukagoshi et al., 2010; Jiang et al., 2016). Produkce ROS vyvolava
zvySeni redoxniho potencidlu (posun ke kladnéj$im hodnotam) v kofenu a je nejspise
nutna k aktivaci obrannych procest v prvnich hodinach puisobeni solného stresu. Nartst
redoxniho potencialu meristematické zony koiene je spojen se snizenim Cetnosti mitosy,
coz vede ke snizeni délky primarniho kofene, a navic kolisanim redoxniho potencialu
dochazi ke spojeni signalizace pomoci ROS s regulaci bunécného cyklu a diferenciace
(Fehér et al., 2008; Jiang et al., 2016).

Aplikace NaCl (v koncentraci 50 mmol-1") a KCI (v koncentraci 50 a 100 mmol-1?)
vedla k mirné napravé inhibi¢niho efektu inaktivni Ara7 na elongaci primarniho kofene
VvV této praci. Stala inaktivace Ara7 inhibuje endocytosu (Dhonukshe et al., 2006).
Pti solném stresu vSak dochdzi ke zvySeni endocytosy, které ma pravdépodobné funkci
v internalizaci sodnych transporterii, popf. aquaporini, pro zamezeni pi{jmu Na* a ztraté
vody. Endocytosa NADPH oxidasy vyskytujici se na plasmatické membrané vede
K tvorbé ROS uvnitt vzniklého vesikulu, a tyto ROS nejspise funguji jako signalni
molekuly nezbytné pro aktivaci odpovédi na solny stres a zajisténi tolerance (Leshem
et al., 2007; Hao et al., 2014; Baral et al., 2015). Osud vesikul pfijatych endocytosou pti
solném stresu neni zcela znam, vétsina z nich v§ak skonci ve vakuole nebo je recyklovana
zpét na plasmatickou membranu (Baral et al., 2015). Inhibice endocytosy navic vede
ke zvySené citlivosti rostlin na solny stres (Golani et al., 2013). Inhibice endocytosy
vyvolana stalou inaktivaci Ara7 by se tak méla také projevit sniZenou toleranci na solny
stres. V predkladané praci skuteCné vykazovaly nejmensi délku primarniho kotene
rostliny se stale inaktivni Ara7, av§ak stimulace naristu primarniho kotene byla vyvolana
pravé ucinkem soli. Existuje nékolik moznych vysvétleni pro tento efekt: 1) inhibice
endocytosy muze narusit internalizaci membranové NADPH oxidasy, ¢imz nedojde
K vyraznému nartstu redoxniho potencialu kotfene a k nasledné inhibici jeho narstu, 2)
pokud solny stres vede krapidnimu zvySeni endocytosy, muze byt endocytosa
intenzivnéj$i nez u nestresovanych rostlin, a tedy vliv inhibice endocytosy zptusobeny
inaktivni Ara7 mize byt pfi solném stresu mirné potlacen, 3) inhibice endocytosy popi-.
alterace nékterych krokii vesikuldrniho transportu miiZze potlacovat rozsahlost naruSeni

lokalizace auxinovych transporterd pii solném stresu, 4) inhibice endocytosy mize,
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neznamym mechanismem, snizit pijem NaCl a KCl do cytoplasmy. Posledni hypotézu
vSak popiréd studie, v niz byla pozorovana zvysena tolerance rostlin na solny stres pii
zvySeni endocytosy, nebot’ tyto rostliny Iépe uzaviraly NaCl do vakuoly (Mazel et al.,
2004). Jina z tiidy Rab5 GTPas, Ara6, pii solném stresu dramaticky méni svou lokalizaci
na plasmatickou membranu, kde nejspiSe zastava své funkce pii solném stresu praveé

ovlivnénim endocytosy (Ebine et al., 2011).

5.1.2 Ara’ v regulaci ristu postrannich korent

Vysledky mnoha studii potvrzuji v této praci pozorované sniZzeni poctu postrannich
kotenii pii solném stresu u divého typu Arabidopsis pii vysSich koncentracich
soli, a naopak stimulaci tvorby téchto kofenu pii nizsich koncentracich NaCl (kolem
50 mmol-1?) (Zolla et al., 2010; Zhao et al., 2011; Duan et al., 2013). Inhibice iniciace
tvorby postrannich kofent nejspi$ opét odrazi naruseni auxinového transportu.

Iniciace 1 elongace postrannich kofenl pfi mirném solném stresu je regulovana
proteinem SOS3, ktery stimuluje produkci auxinu a jeho transport do kofent, dale
ovliviiuje aktivitu PIN1 a PIN2 proteint (Zhao et al., 2011). Intenzivni solny stres zase
zvySuje produkci ABA, jejiz uCinek vyvolava snizeni poctu primarnich kofent (Achard
et al., 2006; Zhao et al., 2014) a bylo zjisténo, Ze pifi solném stresu ABA reguluje rist
postrannich kofent, avSak nema vliv na primarni (Duan et al., 2013).

Ve zvyseni poctu postrannich kofent u¢inkem NaCl i KC1 v obou koncentracich u rostlin
se stale inaktivovanou Ara7 mohou hrat roli podobné mechanismy jako ve zvySeni

nariistu primarniho kofene u té€chto rostlin, viz pfedchozi kapitola.

5.1.3 Ara7 vregulaci reaktivnich forem Kkysliku a antioxidac¢nich

enzymu

Aby mohly rostliny vyuZivat H202 jako signalni molekulu, je tfeba zachovat jeho hladinu
nizkou, a tedy netoxickou, je nutno ptesné¢ regulovat rovnovahu mezi jeho produkci
a odstraniovanim. Produkce ROS je jednou z prvnich odpovédi organismu na stresové
podminky (Halliwell, 2006; Gill a Tuteja, 2010). H20: je rostlinami vyuzivan k aktivaci
mnoha genti dilezitych pro toleranci na abioticky stres (Hossain et al., 2015).

V této praci inaktivace Ara7 sniZovala pii solném stresu, vyvolanému ucinkem NaCl,
obsah H20- v rostlinach. Jednu z cest interference endocytosy s produkci H20> 1ze vidét
v internalizaci NADPH oxidasy (Baral et al., 2015). ROS mohou byt produkovany také
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peroxisomy nebo Vv apoplastu funkci peroxidas (Minibayeva et al., 2015; Del Rio
a Lopez-Huertas, 2016).

Produkce H202, resp. ROS pfi solném stresu slouzi jako signal pro zajisténi exprese
gent slouzicich k ochran¢ pied timto stresem, mezi néz patii geny pro antioxidacni
enzymy (Niu a Liao, 2016). Vyvozeni ptimé souvislost mezi obsahem H,O> a aktivitou
antioxidac¢nich enzymut neni zcela mozné, je tfeba uvazit komplikovanost a zapojeni
ostatnich ROS a antioxida¢nich enzymd. U rostlin s inaktivni Ara7 bylo také
zaznamenano nejveétsi poskozeni membran vyvolané uc¢inkem NaCl a zaroven nejmensi
obsah H20;, nelze ptimo ur¢it, zda se H20, zde nespotieboval pfi tomto posSkozeni.

Zmeéna aktivity a abundance antioxidacnich enzymt pfi solném stresu zavisi
na koncentraci soli, koncentraci H2O2, dobé& expozice a také na organu rostliny. Exogenni
aplikace H202 u rostlin baviny stimuluje expresi a aktivitu SOD pouze do urcité
koncentrace (do 1 mmol-1"), poté je jiz inhibuje, naopak u KAT dochéazi ke zvyseni
aktivity az pfi vysSich koncentracich H20. (Wang et al., 2016). U rostliny Brassica
oleracea klesa aktivita SOD v dolni ¢asti kofene pii aplikaci 80 mmol-1 NaCl, aviak
narista v horni Casti kotene pii stejné koncentraci NaCl. Aktivita KAT klesa v obou
zénach kotene H20. byl akumulovan pii solném stres v kofenech Brassica oleracea
(Hernandez et al., 2010) v kofenech ryze (Tsai et al., 2004). Nékteré studie vsak
nezaznamenaly zadnou zménu (Lee et al., 2001) nebo zaznamenaly dokonce sniZeni
obsahu H>O> (Kim et al., 2005). Jiang et al. (2007) ve své studii pozorovali efekt soli na
SOD u Arabidopsis v zavislosti na dob¢ expozice a kofenové zoné. Kratka expozice vedle
k poruse ¢innosti SOD, ale dlouha jeji aktivitu zvysila (Jiang et al., 2007). V této praci
byla aktivita i abundance SOD a KAT métena v celych rostlinach, v ¢emZ muze spocivat
nesoulad mezi aktivitami téchto enzym a jejich abundanci.

V mnoha ptipadech bylo ptedpoklddano, Ze tolerance na solny stres je zavisla
na aktivité antioxidac¢nich enzymn, ale tato souvislost neni vzdy splnéna, nekoleruje vzdy,
protoze zvysena exprese antioxida¢ni enzymu nezvysSuje vzdy toleranci na solny stres

(Munns a Tester, 2008).
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6 ZAVER

Vyzkum provedeny v této praci se zamérem zjistit a posoudit vhodnost malé¢ GTPasy
Ara7 jako potencidlniho cile genetické manipulace pro zvySovéani odolnosti rostlin
na solny stres a umoznéni jejich vitalniho riistu a vynosu i na zasolenych ptdach, byl
realizovan v nékolika krocich.

Na pocatku stala fenotypova analyza rostlin s modifikovanou Ara7, ktera prokazala,
ze cyklicka aktivace a inaktivace Ara7 je nezbytna pro spravny rist primarnich kofenti,
zachovani spravného poctu a délky postrannich kofenli a normalni usporadéani
kotenovych vlaskl. Tyto fenotypové znaky maji dilezity agronomicky vyznam, nebot’
zajistuji ukotveni rostlin v pud¢é a piijem latek z pudy. Zvlasté inaktivace Ara7 je
potencidlné zajimava pro biotechnologické aplikace, nebot’ vyvolava rapidni produkci
kotenovych vlaski.

Fenotypové analyzy rostlin s modifikovanou Ara7 na toleranci Kk solnému stresu
ukazaly, Ze je Ara7 dulezitym proteinem pro reakci rostlin na zasoleni a rostliny
se schopnosti udrZzovani cyklické aktivace a inaktivace Ara7 vykazuji nejmensi defekty
zpusobené solnym stresem, pokud uvazujeme délku primarniho kofene a pocet a délku
postrannich kofenti a obsah chlorofylu. Inaktivace Ara7 by potencialné mohla, na zakladé
vysledki v této praci, zvySovat toleranci rostlin na stres zpisobeny KCl, je ovSem tieba
dalSich vyzkumt po potvrzeni této hypotézy.

Dalsi vyzkum v této praci, zaméfeny na detekci ROS, oxidativniho poskozeni
a antioxidacnich enzymu pii solném stresu, naznacil, Ze by Ara7 mohla byt zapojena
i v regulaci téchto procesi, av§ak pro potvrzeni této hypotézy je potieba dalsiho vyzkumu
zaméfeného na detekci ostatnich forem ROS (napf. superoxidového radikalu, vyuziti
histochemickych metod k pozorovani produkce ROS nasledkem solné¢ho stresu),
antioxidac¢nich enzymt (napf. peroxidas) popf. antioxida¢nich molekul, vyzkum
zaméfeny na NADPH oxidasu a oxidativni poSkozeni dalSich bunéénych struktur

V rostlindch vystavenych solnému stresu.
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8 SEZNAM ZKRATEK

AAK1 kinasa asociovana s AP2

ABA kyselina abscisova

ABS absorbance

ANOVA analyza variace

AP2 adaptorovy protein 2

APS persiran amonny

APX askorbatperoxidasa

Arf ADP-ribosylaéni faktor

ARF auxin-responsivni faktor

AUX auxin transporter

CA konstitutivné aktivni

Cdc42 protein kontroly buné¢ného déleni 42

COPI, 1 komplex obalového proteinu I, 11

DN dominantné negativni

DTT dithiothreitol

ECL zvySena chemiluminiscence

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

EE rany endosom

EEAl antigen raného endosomu 1

EGTA ethylenglykoltetraoctova kyselina

ER endoplasmatické retikulum

ESCRT endosomalni tiidici komplexy potfebné pro transport

FAO organizace pro vyzivu a zeméd¢lstvi

FM4-64 N-(3-triethylamoniumpropyl)-4-(6-(4-
(diethylamino)fenyl)hexatrienyl)pyridinium dibromid

FW cerstva hmota

GA Golgiho aparat

GAP GTPasu aktivujici protein

GDF GDI premist'ujici faktor

GDI inhibitor disociace guaninovych nukleotidi

GEF vyménny faktor pro guaninovy nukleotid

GPX glutathionperoxidasa

GR glutathionreduktasa

GRB2 protein 2 vazajici se na receptor rustového faktoru

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin ethansulfonova kyselina

HKT vysoce-afinitni draslikovy transporter

HPR kfenova peroxidasa

IAA kyselina indolyl-3-octova

IgG imunoglobulin G

KAT katalasa

LAX protein podobny auxinovému transporteru

LE pozdni endosom

MAPK mitogenem aktivovana protein kinasa

MDA malonaldehyd

MEK mitogenem aktivovana proteinkinasa kinasa

MPK6 mitogenem aktivovana proteinkinasa 6

MS Murashige a Skoog

MVB multivesikularni télisko

NBT nitroblue tetrazolium

NHX Na+/H+ transporter

NSCC neselektivni kationtovy kanal

p hladina vyznamnosti
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PA

Pl
PI(3)P
P1(3,4,5)P3
P1(4,5)P;
PISK
PIN
PKB
PLD
PM
PPasa
PVC
PVDF
Rab
Rac

Raf

Ran
Ras
RBOH
Rho
Rho
RLK
Rm

Rop
ROS
RPS5A
RTK
Sha
Sarl
SCaBP8
SDS
Secl2
SHC
SOD
SOS
SOS
Src
SYP
TBA
TBARS
TCA
TEMED
TGN
VHA
VPS9

kyselina fosfatidova

fosfatidylinositol
fosfatidylinositol-3-fosfat
fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfat
fosfatidylinositol-4,5-difosfat
fosfatidylinositol-3-kinasa

pin-formed, jehlickovity

protein kinasa B

fosfolipasa D

plasmatickd membrana

proteiny pumpujici pyrofosfatasa
prevakuolarni oddéleni
polyvinylidenfluorid

protein piibuzny Ras izolovan z mozku
protein piibuzna Ras

rychle rostouci fibrosarkomy

jaderny protein piibuzny Ras

krysi sarkom

homolog oxidasy respiracniho fetézce
homolog Ras

homolog Ras

receptor like kinase

relativni mobilita

rostlinny homolog Rho

reaktivni formy kysliku

ribosomalni protein S5a
tyrosin-kinasovy receptor

podjednotka (subunit) 5a

se sekreci asociovany protein 1 ptibuzny Ras
SOS2-podobny vapnik vazajici protein 8
dodecylsiran sodny

protein spojeny se sekreci

obsahujici Src homologni doménu
superoxiddismutasa

vyrazng citlivy na sil

son of sevenless, gen nachazejici se downstream od genu sevenless
sarkom

synaptophysin

kyselina thiobarbiturova

slouceniny reagujici s kyselinou thiobarbiturovou
kyselina trichloroctova
tetramethylethylendiamin

trans-Golgiho sit’

protonova ATPasa typu V, podjednotka A
vakuolarni tfidici protein 9
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