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1 Uvod

Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou c¢éaste¢né redukované formy atmosférického
kysliku. Jsou znamé ptedevSim pro svou vlastnost zplisobovat oxidativni poskozeni
proteinti, DNA a lipidd. Mohou ov§em slouzit také jako signalni molekuly, kdy spoustéji
genovou expresi vV podminkach stresu anebo napomahaji pii regulaci bunééného cyklu,
prodluzovani bun¢k, embryogenezi, kli¢eni semen a programové bunécné smrti (PCD;
Mittler, 2017). ROS se v rostlinach tvofi jako vedlejsi produkty aerobniho metabolismu
ve vice bunéénych kompartmentech, a béhem stresovych podminek dochazi k jejich
nadmérné akumulaci. Diky toxicité nékterych ROS si rostliny musely vyvinout urcité
obranné mechanismy, diky nimz se mohou efektivné témto toxickym ucinktim branit.

Superoxiddismutasy (SOD) jsou antioxida¢ni enzymy, které piedstavuji jeden z téchto
obrannych mechanismi proti oxidativnimu posSkozeni zplsobenému ROS. SOD
odbouravaji superoxidovy radikal (O27) na peroxid vodiku (H202) a molekulu kysliku.
Timto zabrani tvorbé hydroxylového radikalu (HO"), nejvice reaktivni formy ROS, jez
extrémné reaguje se vSemi biomolekulami (Mittler, 2017). Jednda se o rodinu
metaloenzym, vyuZzivajici kovové kofaktory, kdy u vyssich rostlin mezi takto vyuzivané
kovové kofaktory patii zelezo (FeSOD), mangan (MnSOD) a zinek-méd’ (Cu/ZnSOD).

Auxin je jednim z hlavnich fytohormont, ktery ovlivituje fadu procesii v rostlinach,
zejména procesy souvisejici s rustem a vyvojem. Pii zvySené hladiné ROS, auxin
interaguje s redoxnim metabolismem, coz vede ke sniZeni hladiny ROS (lIglesias et al.,
2010). ROS na druhou stranu ovliviiuji stabilitu auxinu, a to oxidaci kyseliny
indol-3-octové (IAA), jez je jednim z nejvice zastoupenych auxini (Kawano, 2003).
Kyselina N-1-naftylftalamova (NPA) je synteticky inhibitor polarniho transportu auxinu
(PAT). NPA interaguje s proteiny zodpovidajicimi za transport auxinu, ale také s proteiny
zodpovédnych za regulaci transportu auxinu (Bailly et al., 2008).

Pletivova distribuce exprese FSD1 (FeSOD1) ukazala znaénou podobnost S distribuci
auxinu v kofenové Spic¢ce Arabidopsis thaliana (Petersson et al., 2009; Dvotak et al.,
2021a). Z tohoto duvodu bylo cilem této prace studovat propojeni FSDI s PAT
prostfednictvim testovani vlivu NPA na fenotyp tDNA inserénich mutantii A. thaliana

fsd1-1 a fsd1-2.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Tvorba a regulace reaktivnich forem kysliku u rostlin
2.1.1 Reaktivni formy kysliku

ROS jsou ¢astecné redukované formy atmosférického kysliku, které jsou zejména znamé
pro svou vlastnost zptisobovat oxidativni poskozeni proteini, DNA a lipidi. Narustajici
mnozstvi ditkkazli ale poukazuje na to, ze ROS jsou také signalni molekuly. Jsou neustale
produkovany rostlinami jako vedlejsi produkty aerobniho metabolismu. Na Zemi se
pravdépodobné objevily zaroven s prvnimi molekulami atmosférického kysliku pied
zhruba 2,4 - 3,8 miliardami lety (Halliwell a Gutteridge, 2015).

Jsou to reaktivni formy molekularniho kysliku. Patfi mezi n¢ napiiklad singletovy
kyslik (*O2), hydroxylovy radikal (HO), superoxid (O27) a peroxid vodiku (H20;
Wrzaczek et al., 2013). Tvorba ROS probihda v mitochondriich, chloroplastech,
peroxisomech, ale také v kazdé bunétné organele obsahujici proteiny nebo molekuly
s dostatecné vysokym redoxnim potencialem k excitaci nebo transferu elektronu
atmosférickému kysliku (Mittler, 2017).

ROS vznikaji pfeménou kysliku v zakladnim stavu (*0,), a to dvéma zptisoby: bud’
transferem energie, nebo transferem elektronu. Transfer energie vede K tvorbé
singletového kysliku. Transfer elektronu sméfuje Kredukci a naslednému vzniku
superoxidu, peroxidu vodiku a hydroxylového radikalu (Apel a Hirt, 2004).

Jakozto signalni molekuly jsou ROS velmi vSestranné, za coz vdéci svym rozmanitym
vlastnostem. Piikladem téchto vlastnosti jsou rozdilné urovné reaktivity, mista produkce
a potencial pro prichod biologickymi membranami (Mignolet-Spruyt et al., 2016;
Halliwell a Gutteridge, 2015). ROS byly pravdépodobné pouzity bunikami jako prvni
signalni molekuly k detekci nebezpecnych hladin atmosférického kysliku nebo
k monitorovani metabolickych reakci (Mittler et al., 2011). Naptiklad u vyssich rostlin
doslo ke zjisténi, Ze ROS reguluji vyvoj, diferenciaci, redoxni rovnovahu, odpovédi na
stres, interakci s ostatnimi organismy, systematické odpovédi na PCD (Mittler, 2017).

Nékteré ROS mohou byt velmi toxické a jsou nasledné detoxikovany riznymi
enzymatickymi a neenzymatickymi mechanismy. Produkce ROS jako vedlejsich
produktti acrobniho metabolismu, spojena s jejich detoxikaci antioxida¢nim systémem,
probiha v bunkach neustale z dtvodu prevence potencialniho oxidativniho stresu
vedouciho k oxidativnimu poskozeni. Evoluce aerobnich metabolickych procest, jako
jsou respirace a fotosyntéza, vedla k produkci ROS v chloroplastech, mitochondriich

a peroxisomech.



2.1.2 Charakterizace reaktivnich forem kysliku

Kazdy z ROS se lisi v nékolika vlastnostech, jako jsou reaktivita, zivotnost, migracni
vzdalenost, mista produkce a latky/mechanismy, které je detoxikuji. LiSi se
i mechanismem vzniku, kdy dojde Kk pfeméné atmosférického kysliku raznymi
mechanismy (Mittler et al., 2004).

Singletovy kyslik jako jediny ROS vznika transferem energie a je pomérné reaktivni
(Obr. 1). Reaguje zejména s lipidy (Farmer a Mueller, 2013), s aminokyselinovymi
zbytky Trp, His, Tyr, Met nebo Cys (Konig et al., 2012; Mignolet-Spruyt et al., 2016)
a s guaninem v DNA (Mignolet-Spruyt et al. 2016), jez oxiduje. Jeho Zivotnost je
odhadovéna na nékolika mikrosekund (1-4 ps) a migracni vzdalenost je zhruba 30 nm.
Misty produkce jsou bunééné membrany, tylakoidni membrana chloroplastt a jadro.
Typickymi detoxikanty jsou karotenoidy a a-tokoferoly (Mittler, 2017).

Superoxidovy radikal vznika transferem elektronu (Obr. 1). Je pomérné reaktivni
s Fe-S proteiny, ale také muze dochazet k jeho dismutaci na peroxid vodiku (Obr. 1).
Mimo dismutaci na peroxid vodiku muze superoxidovy radikal reagovat s oxidem
dusnatym (Obr. 1), ¢imZ dojde k tvorbé peroxynitritu, coz je jedna z reaktivnich forem
dusiku (Vandelle a Delledonne, 2011). Zivotnost a migra¢ni vzdalenost je podobna jako
u singletového kysliku. Vznika Vv elektronovém transportnim fetézci chloroplastt
a mitochondrii, dale pak v apoplastu a peroxisomech. Typickymi detoxikanty jsou
flavonoidy, askorbat (ASC) a SOD (Mittler, 2017).

ONOO*

f

Singletovy kyslik  Dikyslik Superoxidovy radikal  Peroxidovy aniont
e - e
0, «<— 0, —> o, — 0,
2H*
FeZt
—_— *

Peroxid vodiku T Hydroxylovy radikal

H,O, + Fe?*=—>0H "+ OH" + Fe3*

Obr. 1 Schéma vzniku jednotlivych reaktivnich forem kysliku (ROS) a jedné z reaktivnich forem
dusiku, kdy jako zékladni molekula figuruje molekula atmosférického kysliku (dikysliku). Zdroj:
(Mittler, 2017).
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Peroxid vodiku mutize vznikat transferem elektronit superoxidovému radikalu, kdy
vznika peroxidovy iont (02%), ktery je nasledné pfeménén za dodani protonti na peroxid
vodiku (Obr. 1). Peroxid vodiku je také jednim z produktt fotorespirace. V tomto piipadé
je produkovan Vv peroxisomech oxidaci glykolatu, produkovaného v chloroplastech
b&hem fotorespirace. Peroxid vodiku je nejstabilngjsi formou ROS. Zivotnost ma peroxid
vodiku vétsi nez 1 ms a migraéni vzdalenost je vétsi nez 1 pm. Reaguje
s aminokyselinovymi zbytky (Cys a Met), s proteiny obsahujicimi hemovou skupinu
as DNA. Je rozkladan neenzymaticky pomoci ASC a glutathionu (GSH), a také
enzymaticky askorbatperoxidasou (APX), jinymi peroxidasami (PRX), katalasou (CAT)
a peroxiredoxinem (Prxr; Mittler, 2017).

Hydroxylovy radikal vznikd transferem elektronti, konkrétné Fentonovou reakci, kdy
reaguje peroxid vodiku s Zeleznatym iontem (Fe2*; Obr. 1). Je to nejvice reaktivni forma
ROS, kdy extrémné reaguje se vSemi biomolekulami, véetné DNA, RNA, lipidd
a proteinti. Ma nejmensi zivotnost (okolo 1 ns) a migra¢ni vzdalenost (zhruba 1 nm) ze

v§ech ROS. Typickymi detoxikanty jsou flavonoidy, prolin, cukry a ASC (Mittler, 2017).

2.1.3 Tvorba reaktivnich forem kysliku

2.13.1 Tvorba reaktivnich forem kysliku v chloroplastech
Produkce ROS v chloroplastech je velmi tizce spojena s fotosyntetickymi reakcemi

zavislymi na svétle a je ovlivnéna fyziologickymi a environmentalnimi faktory. Ve chvili,
kdy intenzita fotoni pievySuje intenzitu vyzadovanou pro asimilaci COz, dojde
k akumulaci elektrond v elektronovém transportnim fetézci chloroplasti a ke zvySeni
miry tvorby ROS (superoxidu) pienosem elektroni z fotosystému I (PSI) nebo
fotosystému II (PSII) na kyslik (Obr. 2; Asada, 2006). K této situaci dochazi predevsim
behem abiotického stresu (sucho, salinita, extrémni teploty), ktery zplisobi vodni stres
a limitaci koncentrace CO; vlivem zavirani pruducht (Das a Roychoudhury, 2014).
Jako donor elektronu muze figurovat napiiklad NADPH nebo xantin (Obr. 2). Tyto
donory jsou oxidovany svymi specifickymi oxidasami (pro NADPH to je
NADPH-oxidasa, pro xantin to je xantinoxidasa (XO; Obr. 2). Superoxidovy radikal je
pfeménovan na peroxid vodiku ve stroma chloroplasti spontanné, nebo za pomoci
enzymu SOD (Obr. 2). Tvorba peroxidu vodiku v chloroplastech spolu se zménami
antioxidacnich systému jsou signalem poskytujicim informace o chloroplastovych

metabolickych zménach do jadra v procesu retrogradni signalizace. Pro chloroplasty je
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Obr. 2 Schéma tvorby a detoxikace ROS Vv rostlinné buiice. K tvorbé singletového kysliku
dochazi zejména transferem energie z PSII v membrané tylakoidd. Ke tvorbé superoxidového
radikalu dochazi v procesech s velkym tokem elektronti, jako jsou elektronové transportni
fetézce v chloroplastech a mitochondriich, anebo muze vznikat jako produkt nékolika
enzymatickych reakci. Peroxid vodiku je produktem enzymaticky katalyzovanych dismutaci
superoxidového radikalu, nebo mtize vznikat jako vedlejsi produkt oxidace glykolatu. Peroxid
vodiku jako jediny z ROS, je schopen prochédzet pfes biomembrany pomoci akvaporint.
Vsechny subcelularni kompartmenty, ve kterych vznikaji ROS, maji mechanismy (at’ uz
neenzymatické, nebo enzymatické), kterymi detoxikuji vznikajici ROS. VSemi mechanismy
tvorby a detoxikace ROS si je buika schopna regulovat vnitini hladiny ROS dle potieby.
Zkratky: AOX, alternativni oxidasa; APX, askorbatperoxidasa; ASC, askorbat; CAT, katalasa;
DHA, dehydroaskorbat; DHAR, dehydroaskorbatreduktasa; SOD, superoxiddismutasy; MDA,
monodehydroaskorbat; MDAR, monodehydroaskorbatreduktasa; Fd, ferredoxin; FNR,
ferredoxin-NADP* reduktasa; FTR, ferredoxin dependentni thioredoxinreduktasa; GOX,
glykolatoxidasa; GR, glutathionreduktasa; GPXL, enzymy podobné glutathionperoxidase;
GSH, glutathion; GSSG, glutathion disulfid; MP, mezimembranovy prostor; NTR, NADPH
dependentni thioredoxinredkutasa; OPPP, oxidativni pentosa-fosfatova draha; PAO,
polyaminoxidasa; PRX, peroxidasy; Prxr, peroxiredoxiny; PSI, fotosystém I; PSII, fotosystém
II; RBOH, NADPH-oxidasy lokalizované na plazmatické membrang; ROS, reaktivni formy
kysliku;  sAPX, stromdlni askorbatperoxidasa; SA, kyselina salicylova; SOD,
superoxiddismutasa; tAPX, tylakoidni askorbatperoxidasa; Trx, thioredoxin; XO,
xantinoxidasa; 1-V, mitochondrialni elektronové transportni fetézce. Zdroj: (Waszczak et al.,
2018).

unikatni formovani singletového kysliku. Ten muze vznikat transferem energie
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Z tripletového priméarniho donoru elektrontt (*Peso*) PSII do kysliku v zdkladnim stavu
(Obr. 2; Waszczak et al., 2018).

2.1.3.2 Tvorba reaktivnich forem kysliku v mitochondriich
Zivo¢isné mitochondrie jsou nejvétsim zdrojem ROS, zatimco u rostlin piispivaji
k tvorbé ROS relativné malo, piedev§im ve fotosyntetizujicich pletivech (Apel a Hirt,
2004). K tvorbé ROS v rostlinnych mitochondriich dochéazi pfevazné za normalnich
podminek, ov§em béhem abiotického stresu je tvorba ROS velmi zvysena, coz ovliviiuje
sprazeni elektronového transportniho fetézce a syntézy ATP (v mitochondriich), vedouci
ke zvysené redukci elektronovych pienasec¢t (napt. ubichinonu), coz generuje ROS (Das
a Roychoudhury, 2014).

Produkce ROS v mitochondriich je spojena s mitochondrialnim elektronovym
transportnim fetézcem, nachdzejicim se na vnitini membrané. Hlavnimi misty produkce
superoxidového radikalu v mitochondriich jsou mitochondridlni komplexy I, II a III
(Obr. 2). Mezi komplexy III u rostlin a Zivo¢ichti nejsou zadné vyznamné rozdily, a diky
tomu lze usoudit, ze produkce superoxidového radikalu na vnitini membrané probiha
I u rostlin (Waszczak et al., 2018).

Neni jisté, zda mezimembranovy prostor mitochondrii obsahuje enzymy §tépici ROS,
ovSem na zdklad€ polopropustnosti vnéjSi membrany by tuto roli mohly zastdvat
cytoplazmatické komponenty. Rostliny maji strategie, jak se vyhnout formovani ROS
V mitochondriich, a to pfesmérovanim proudu elektronti alternativni cestou pies
alternativni oxidasu (AOX) mimo komplexy Il a IV (Obr. 2; Huang et al., 2016). Ve
chvili, kdy jsou elektrony z redukovaného ubichinonu (Millenaar a Lambers, 2003)
predany AOX, elektrony jiz dale nepokracuji do komplexu III a IV, jak tomu byva
obvyklé, ale na misto toho jsou uvolnény ve form¢ tepelné energie (Obr. 2; Millenaar
a Lambers, 2003).
2.1.3.3 Tvorba reaktivnich forem kysliku v peroxisomech
V peroxisomech dochazi k metabolickym procestim, z nichz mnoho vede k tvorbé ROS.
K fotorespiraci dochazi za podminek nizkych koncentraci CO2 (pfi stresovych
podminkach, napft. pfi zavirani praduchi za podminek vodniho stresu), kdy misto toho,
aby doslo ke karboxylaci ribulosa-1,5-bisfosfatu, dojde k oxygenaci za vzniku
2-fosfoglykolatu, ktery je pfeménén na glykolat (Foyer et al., 2009). Proto je tvorba ROS
V peroxisomech tzce propojena s fotosyntézou (Waszczak et al., 2018). Glykolat je

transportovan z chloroplastu do peroxisomu, kde je oxidovan glykolatoxidasou na
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glyoxylat, pfi¢emz zaroven s glyoxylatem vznika peroxid vodiku (Obr. 2; Foyer et al.,
2009).

V peroxisomech dochazi i k tvorb¢ jinych ROS. Superoxidovy radikal je produkovan
V peroxisomech na dvou mistech. Prvnim mistem je matrix peroxisomu, kde se nachazi
X0, jez hraje roli v pfeméné xantinu a hypoxantinu na kyselinu moc¢ovou, béhem které
dochazi k tvorbé superoxidového radikalu jako vedlejsiho produktu (Obr. 2). Druhym
mistem je membrana peroxisomu, v niz se nachazi na NADPH zavisly elektronovy
transportni fetézec, ktery vyuziva Oz jako akceptor elektront a uvoliluje superoxidovy
radikal do cytosolu (Das a Roychoudhury, 2014).

CAT jsou hlavnimi peroxisomovymi enzymy S$tépici H2O, (Obr.2), kdy mutantni
rostliny s nedostacujici aktivitou CAT vykazuji mnohé abnormality ristu zavislé na
period¢ a intenzité svétla a na koncentraci CO2 (Queval et al., 2007).

2.1.34 Tvorba reaktivnich forem kysliku v apoplastu

Apoplast je mistem, kde dochazi k vyméné Zivin a informaci mezi rostlinou buiikou
a prostfedim. Mimo tyto funkce se zde tvoti i ROS. K produkci ROS v apoplastu dochézi
diky aktivni stimulaci enzym, jako jsou NADPH-oxidasy lokalizované na plazmatické
membrané (RBOHS,), apoplastické PRX (peroxidazy tiidy I11) a polyaminoxidasy (PAO;
Obr. 2).

prenaseji elektrony pres plazmatickou membranu z cytoplazmatické NADPH na
molekularni kyslik, a produkuji tak superoxidovy radikal (Obr. 2). Ten mize byt
pfeménén na peroxid vodiku spontanné, nebo pomoci apoplastické SOD (Suzuki et al.,
2011). U rostlin jsou NADPH-oxidasy kodovany geny rodiny RBOH (Kadota et al.,
Vv reakci na bioticky ¢i abioticky stres (Kadota et al., 2015). Za regulaci téchto RBOH je
zodpovédnych nékolik mechanismil. Jednim je regulace zavisla na apoplastickém Ca?".
Jedna se o pozitivni regulaci, kdy se v pfitomnosti patogenu Ca?* navaze na specifické
vazebné misto na RBOH, ¢imz spusti produkci ROS (Kadota et al., 2004). Dalsim
regulatorem jsou na Ca?* zavislé protein kinasy, které aktivuji RBOHD jeho fosforylaci,
coz zpusobi tvorbu ROS jakozto signalnich molekul pifi napadeni rostliny patogenem
(Dubiella et al., 2013). Mimo tyto mechanismy existuji i regula¢ni mechanismy nezavislé
na Ca?*. Ptikladem je regulace RBOHD cytoplazmatickou kinazou BIK 1, jez fosforyluje
N-terminalni ¢ast RBOHD (Li et al., 2014). OdlisSnym mechanismem regulace RBOHD
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je endocytoza, kdy dochéazi ke zméné subcelularni lokalizace RBOHD. Timto se snizi
celkové mnozstvi aktivni RBOHD na plazmatické membrané (Hao et al., 2014).

RBOH spole¢né s apoplastickymi PRX hraji klicovou roli pii tzv. apoplastickém
oxidativnim vzplanuti v odpovédi na bioticky stres. Apoplastické PRX maji dilezitou
roli pfi poranéni rostliny, kdy zesiluji buné¢nou sténu polymerizaci makromolekul
a zesitujicich komponent bunécéné stény (Almagro et al., 2009). PAO katalyzuji
metabolismus spermidinu a sperminu, pficemz je tento metabolismus doprovazen
tvorbou peroxidu vodiku (Yoda et al., 2006).

2.1.4 Neenzymaticka antioxida¢ni obrana

Antioxida¢ni systémy u rostlin udrzuji koncentraci ROS na netoxické turovni.
Antioxida¢ni obranu rostlin Ize rozdélit na enzymatickou a neenzymatickou. Mezi
typické neenzymatické antioxidanty patii ASC, GSH, aminokyseliny, cukry, karotenoidy
a flavonoidy (Noctor et al., 2018).

funguji jako pfimé detoxikanty ROS (dochézi k pfimému chemickému odstranéni ROS;
Noctor et al., 2018). Mohou ale byt i soucasti enzymatické antioxidacni obrany, kdy
vystupuji jako substrat (GSH — pro urcité PRX), nebo jako kofaktor (ASC — pro PRX;
Noctor et al., 2018). Vyhodou ASC a GSH je, Ze mohou byt opakované vyuzity pro
udrzeni redoxni rovnovahy, na rozdil od jinych antioxidanti (Foyer a Noctor, 2011).
Toho je docileno regeneraci jejich oxidované formy vysokokapacitnimi reduktasami
a ptidruzenymi systémy, jez Cerpaji reduktanty generované béhem fotosyntézy (Foyer
a Noctor, 2011).

Dalsimi jsou a-tokoferoly, karotenoidy, flavonoidy a prolin. A-tokoferoly jsou
jedinym zastupcem tokoferolt, ptispivajicich Kk antioxida¢ni obran¢ rostlin (Hussain et
al., 2013). Reaguji s lipidovymi radikaly, které redukuji, a samy se ptitom transformuji
na radikdl, jenz je nasledné¢ recyklovan na svoji redukovanou formu interakci
s redukovanym GSH nebo s kyselinou askorbovou (Das a Roychoudhury, 2014).
Karotenoidy se nachazeji v plastidech fotosyntetickych a nefotosyntetickych tkani rostlin
(Sun et al., 2018). Reaguji jednak s excitovanym, nebo tripletovym chlorofylem (3Chl"),
¢imz zabrani tvorb¢ singletového kysliku. Dale pak mohou piimo detoxikovat singletovy
kyslik, béhem ¢ehoz se uvoliuje energie ve formé tepla (Pospisil, 2016). Flavonoidy jsou
sekundarnimi detoxikanty ROS, protoze doplnuji jiné, vice dulezité antioxidacni

mechanismy, napt. enzymy (Fini etal., 2011). Aminokyselina prolin je jednim z u¢innych
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detoxikantti hydroxylového radikalu a singletového kysliku (Verbruggen a Hermans,
2008).

2.1.5 Enzymaticka antioxidacni obrana

K enzymatické antioxida¢ni obran¢é dochéazi za pomoci enzymu. Odbouravani superoxidu
a peroxidu vodiku je zabezpeCovano odliSnymi enzymy. Mezi nejvyznamnéjsi
enzymatické antioxidanty tadime SOD, CAT, APX, monodehydroaskorbatreduktasy
(MDAR), dehydroaskorbatreduktasy (DHAR), glutathionreduktasy (GR)
a glutathionperoxidasy (GPX; Dvorak et al., 2021b).

2.15.1 Superoxiddismutasy

SOD jsou antioxida¢ni enzymy, které odbouravaji (Katalyzuji dismutaci) superoxidovy
radikal na peroxid vodiku, ¢imz zabraiiuji jeho pfeméné na velmi reaktivni hydroxylovy
radikal Haber-Weissovou reakci (Fridovich, 1995; Kliebenstein et al., 1998). Jedna se
0 rodinu metaloenzymu, vyuZzivajicich kovové kofaktory. U vysSich rostlin mezi takto
vyuzivané kovové kofaktory patii Zelezo (FeSOD), mangan (MnSOD) a méd-zinek
(Cu/ZnSOD).

Vyskyt jednotlivych SOD u rostlin (Kliebenstein et al., 1998) a zivoc¢icha (Oury et al.,
1996) se lisi. Genom A. thaliana obsahuje celkem sedm isoforem SOD, z niz tfi jsou
isoformy Cu/ZnSOD (CSD1, CSD2 a CSD3), dale pak tfi isoformy FeSOD (FSD1, FSD2
a FSD3) a jedna isoforma MnSOD (MSD1; Dvotak et al., 2021b). Lokalizace
jednotlivych SOD v bunice se rtizni a je zéavisla na pozadavcich na odbouravani
superoxidového radikalu.

Cu/ZnSOD je slozena ze dvou podjednotek vazajicich atomy Cu a Zn, coz zvySuje
celkovou aktivitu a stabilitu enzymu (Lin et al., 1995). Vsechny tii isoformy se vyskytuji
v riznych kompartmentech bunky. CSD1 je cytosolickda (Kliebenstein et al., 1998),
CSD2 se nachazi v chloroplastech (Kliebenstein et al., 1998; Myouga et al., 2008) a
CSD3 je pravdépodobné peroxisomalni (Chu et al., 2005). Pro jejich aktivitu a expresi je
dulezita koncentrace médi v prostiedi (Abdel-Ghany et al., 2005). Cu/ZnSOD chrani
rostliny pted fotooxidativnim stresem (Xing et al., 2013) a zvysuji jejich toleranci vici
nizkym teplotam (Che et al., 2020). Maji také vliv na kveteni rostlin (Rizhsky et al.,
2003).

MnSOD je mitochondrialnim zastupcem SOD u A. thaliana (Morgan et al., 2008).
Rostlindm proptijcuje zvySenou toleranci viici solnému stresu a stresu ze sucha (Wang et
al., 2005; 2007). Je také dalezita pii rustu rostliny (Morgan et al., 2008) a udrzuje
homeostazu ROS béhem embryogeneze (Martin et al., 2013).
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FeSOD se vyskytuji u prokaryot a rostlin, ale ne u zivoc¢ichti, coz vede k nazoru, ze
gen FSD pochazi z genomu plastidi a az néasledné se piesunul do jaderného genomu
v pritbéhu evoluce (Alscher et al., 2002). Tato teorie je podporovana piitomnosti nékolika
konzervovanych sekvenci FSD V rostlinach a cyanobakteriich, jez se ovSem nenachazeji
u nefotosyntetizujicich bakterii (Bowler et al., 1994).

FSD2 a FSD3 se vyskytuji v chloroplastech rostlin, kde t€sné ptiléhaji na stromalni
stranu tylakoidni membrany (Kliebenstein et al., 1998; Myouga et al., 2008). Ob¢ tyto
SOD spolu tvoii heterokomplex v nukleoidech chloroplasti a jsou zodpovédné za
ochranu chloroplasti pied oxidativnim poskozenim (Myouga et al., 2008).

Protein FSD1 byl lokalizovan v nadzemnich i podzemnich organech A. thaliana.
Subcelularné se FSD1 vyskytuje v plastidech, jadru a cytosolu, kde je lokalizovana
zejména v blizkosti plazmatické membrany (Kuo et al., 2013; Myouga et al., 2008;
Dvorak et al., 2021a). Lokalizace FSD1 je podobna i za podminek etiolizace, i kdyz
intenzita FSD1 v cytosolu v blizkosti plazmatické membrany je vétsi oproti svétlu
vystavenym rostlinam (Dvorak et al., 2021a). V jadfe je lokalizace FSD1 difuzni, pticemz
absentuje v jadérku (Dvofiak et al., 2021a).

Jednou z funkei FSD1 je jeji vliv na vyvoj rostliny. Ugastni se ristu laterarnich kofent
a kliceni (Dvorak et al. 2021a). Exprese FSD1 b&hem kliceni a brzkého vyvoje klicka
A.thaliana se ruzni v zavislosti na case. Béhem prvnich hodin kli¢eni dochazi
K maximalni expresi v mikropylarnim endospermu v oblasti budouciho mista proniknuti
radikuly. S protrzenim endospermu a se vznikem rychle rostouciho primarniho kofene
dojde k utlumeni exprese v mikropylarnim endospermu a hlavnim mistem exprese se
stava primarni kofen, a to zejména v prechodové (angl. transition zone) a prodluZovaci
zOné, ovsem se snizujici se expresi v diferenciacni zon¢ zejména po vzniku kofenovych
vlaskli. Ke zvySeni exprese nasledné¢ dochazi ve vznikajicich kotyledonech, pozdéji
v hypokotylu a s pokracujicim vyvojem ve stonkovém apexu a V prvnich pravych listech.
Celkové pak dochézi ke sniZzeni exprese v oblastech prodluZovani bunék, diferenciace
a v oblastech vzniku kofenovych vlaski (Dvorak et al., 2021a).

V piipad¢ kofenli byl protein FSDI lokalizovan v bunikdch kotfenového apexu.
Nachézi se v bunikach laterarni kofenové cepicky, v meristematickych buiikach, bunikach
prodluzovaci (elonga¢ni) zony primarniho kofene, v trichoblastech v diferencia¢ni z6né
primarniho kofene, v mensi mife v buiikach kolumely a v primordiich laterarnich kotend.
ZvySend akumulace FSD1 byla pozorovéana v inicidlech kortexu a endodermy, pficemz

v bunkach klidového centra exprese absentovala (Dvorak et al., 2021a).
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Pti tvorbé kotenovych vlaskl se nejdiive FSD1 akumuluje v apikalni a subapikalni
z6n¢ kotenového vlasku a po ukonceni prodluzovani se FSD1 akumuluje v plastidech
Vv kortikalni vrstvé cytosolu. Ze vSech organel to jsou pravé plastidy, v nichz dochazi
k nejvétsi akumulaci FSD1, kdy celkové mnozstvi FSD1 v plastidech odpovida zhruba
polovin¢ celkového mnozstvi FSD1 v bunce (Dvorak et al., 2021a).

Hlavnim faktorem ovliviiujicim expresi FSD1 jsou ptfitomnost a koncentrace médi
v prostiedi/médiu. Pii nedostatku médi se transkripéni faktor (TF), zodpovédny za
regulaci homeostazy (rovnovazného stavu) Cu?* SPL7 (SQUAMOSA promotor vazajici
protein-like 7) pfimo vaze na FSD1 promotor, ¢imz pozitivné reguluje expresi FSD1
(Yamasaki et al., 2009). Pti nizkych koncentracich médi v prostiedi SPL7 také pozitivné
reguluje expresi miRNA398, ktera negativné ovliviiuje expresi CSD1 a CSD2 (Cohu et
al., 2009). Pii vysokych koncentracich médi je exprese CSD1 a CSD2 regulovana
pozitivné, ovSem exprese FSD1 je potlacena (Abdel-Ghany et al., 2005). Mimo tento
faktor expresi gentt FSD1 (a SPL7) reguluji také cirkadialni a diurnalni rytmy (Perea-
Garcia et al., 2016).

Aktivita FSD1 je zprostiedkovana piimou interakci s chloroplastovym co-chaperonem
20 (CPN20; Kuo et al., 2013) a také pomoci MAPK (mitogenem aktivované
proteinkinasy; Takac et al., 2014). CPN20 pomaha chaperonu CPN60 pii skladani
proteinli v chloroplastech. CPN20 mé tedy dvoji funkci kdy, mimo napomahani pfi
skladani proteind, podstatné zprostiedkovava aktivitu FSD1. Mimo tyto funkce CPN20
také pravdépodobné zasahuje do post-transkripéni regulace FSD1 (Kuo et al., 2013).

FSDI1 je znama piedev§im pro svou funkci chranit rostliny pfed oxidativnim
poskozenim zpisobeném ROS, konkrétné superoxidového radikalu (McKersie et al.,
2000; Camp et al., 1990; Gallie et al., 2019). Jelikoz se FSD1 vyskytuje i v cytosolu,
mohla by byt jednim z proteinii odpovidajicim za detoxikaci superoxidu v cytosolu,
amohla by tak chranit bunééné kompartmenty pfed oxidativnim poskozenim
zpusobeném akumulaci superoxidu v cytosolu (Dvorak et al., 2021a). Plastidova FSDI1
u A. thaliana je dulezita pii obran¢ vici ROS generovanych v chloroplastech. Tato funkce
plastidové FSD1 byla potvrzena experimentem, kdy knock-out mutantni linie fsdl
vykazovala pfi vystaveni oxidativnimu stresu podstatné snizené mnozstvi chlorofylu
a a chlorofylu b oproti divému typu a transgennim liniim (Dvofak et al., 2021a).

Mimo antioxidacni funkci béhem oxidativniho stresu ale ptibyva studii upozornujicich
na dalsi funkce, a to konkrétn€ na osmoprotektivni tlohu FSD1 pfi toleranci vii¢i solnému

stresu. Ulohou FSDI pii vystaveni solnému stresu je zvySeni tolerance rostliny
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A. thaliana na tento stres, a to jak béhem kliceni rostliny, tak i celkové béhem zivota
rostliny (Dvotak et al., 2021b). Solny stres zptisobuje prudkou produkci ROS (konkrétné
superoxidu) NADPH-oxidasami (Leshem et al., 2007). Akumulace takto produkovanych
ROS musi byt piisné kontrolovana, aby nedoslo k oxidativnimu poSkozeni zpisobenému
ROS (Dvorak et al., 2021a). Béhem vystaveni bunék hypertonickému prostedi (napf.
pomoci NaCl) dochazi k jejich plazmolyze. FSD1 je béhem tohoto, mimo svou typickou
lokalizaci (plastidy, cytosol, jadro), lokalizovana v Hechtovych fetézcich a Hechtové
retikulu (Dvorak et al., 2021a), které propojuji smr§téné protoplasty s bunécnou sténou
plazmolyzovanych bun¢k. Akumulace ROS a lokalizace FSD1 na Hechtovych fetézcich
a Hechtov¢ retikulu se shoduje u bunék, kde doslo k plazmolyze vlivem solného stresu,
z ¢ehoz lze usoudit, ze produkce a akumulace ROS v Hechtovych fetézcich a Hechtove
retikulu zavisi na expresi FSD1 (Dvofiak et al., 2021a).

2.1.5.2 DalSi enzymy antioxidacni obrany

Detoxifikaci peroxidu vodiku zajistuji CAT, APX a GPX. MDAR, DHAR a GR se
podileji na detoxifikaci peroxidu vodiku neptimo, jelikoz slouzi k regeneraci ASC a GSH
v ramci askorbat-gluthatinového cyklu (ASC-GSH; Obr. 2). CAT katalyzuje dismutaci
peroxidu vodiku na H20 a Oz v peroxisomech (Mhamdi et al., 2010).

CAT se nachazi v peroxisomech, cytosolu a mitochondriich a ma vysokou aktivitu,
kdy je schopna pfeménit 6 x 108 molekul peroxidu vodiku na H20 a O, za min (Mhamdi
et al., 2010). A. thaliana obsahuje tii CAT geny, CAT1, CAT2 a CATS3, piicemz CAT1
a CAT3 jsou lokalizované na chromosomu 1 a CAT2 je lokalizovan na chromosomu 4
(Frugoli et al., 1996). Aktivita CAT je dulezita pro toleranci rostlin béhem mnoha
abiotickych a biotickych strest, jako jsou solny a osmoticky stres, stres z nizkych teplot
(Vanderauwera et al., 2005), rezistence vuci bakteriim (Chaouch et al., 2010),
fotooxidativni stres (Vandenabeele et al., 2004) nebo stres z tézkych kovt (Corpas
a Barroso, 2017). CAT2 dohromady s CAT1 a CAT3 generuji signal, ktery podporuje
autofagni PCD béhem imunitni odpovédi rostliny (Hackenberg et al., 2013). CAT maji
vyznamnou roli pfi senescenci, kde je jejich exprese regulovana TF jako GBF1 (G-Box
vazajici faktor; Smykowski et al., 2010) anebo WRKY53 a WRKY25 (Miao et al., 2004,
Doll et al., 2020) a ucastni se také procesit souvisejicich s ristem primarniho kofene
(Yang et al., 2019).

APX jsou soucasti ASC-GSH cyklu. Jedna se o PRX obsahujici hemovou skupinu.
Redukuji peroxid vodiku v cytosolu a chloroplastech na H>O a dehydroaskorbat (DHA)
pomoci ASC jakozto reduktantu (Obr. 2). V A. thaliana se nachazi 9 APX gend, pticemz
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jeden je pseudogen a jednomu chybi detoxikaéni aktivita peroxidu vodiku (Granlund et
al., 2009). Zbylych sedm APX se odliSuje svou subcelularni lokalizaci, kdy tii APX
(APX1, APX2, APX®6) jsou cytosolické, dale jsou dvé chloroplastové, jez se déli na
stromalni (SAPX) a tylakoidni (tAPX), a dv¢é peroxisomalni (APX3 a APXS5; Maruta et
al., 2016). sAPX byly lokalizované i v mitochondriich (Chew et al., 2003). APX maji
predev$im vyznam pii odbouravani peroxidu vodiku produkovaného v chloroplastech.
Studie potvrzuji, ze SAPX a tAPX jsou nezbytné pro odpovéd’ rostlin pii vystaveni
nadmérnému osvétleni (Kangasjarvi et al., 2008), pti zlepSeni tolerance vuci solnému
a osmotickému stresu (Sun et al., 2010a; Li et al., 2012) nebo pii odolnosti vii¢i nizkym
a vysokym teplotam (Sun et al., 2010b). Je zajimavé, Ze exprese cytosolickych isoforem
je dulezita pro stabilitu exprese chloroplastovych isoforem (Davletova et al., 2005) a ze
cytosolické isoformy se vyznamné podileji na obrannych reakcich rostlin viéi solnému
stresu (Teixeira et al., 2006), stresu z vysokych teplot a vic¢i patogenim (Park et al.,
2004), t¢zkym kovim (Vansuyt et al., 1997) a vici nadmérnému osvétleni (Fryer et al.,
2003). APX hraji roli béhem rustu, reprodukce a také zlepsuji kliceni (Agrawal et al.,
2003; Sun et al., 2010a).

GPX jsou enzymy neobsahujici hemovou skupinu jakozto kofaktor detoxifikujici
peroxid vodiku. Misto toho obsahuji Cys (Bela et al., 2015). Genom A. thaliana obsahuje
celkem 8 GPX gend, k jejichz expresi dochazi v rozdilnych bunéénych kompartmentech
(chloroplasty, cytosol, mitochondrie, jadro, plazmatickd membrana, Golgiho aparat,
endoplazmatické retikulum (ER), apoplast; Bela et al., 2015). Hraji dilezitou roli pii
biosyntéze ligninu a obrané proti biotickému stresu, a to pouzitim peroxidu vodiku pfi
degradaci IAA (Djiana et al., 1996; Morales a Barcelo, 1997). Dulezita role GPX spociva
predevs§im v ochrang rostliny pted solnym stresem a stresem z mrazu (Paiva et al., 2019;
Janda et al., 2003). Béhem vyvoje rostliny jsou GPX dilezitym kontrolorem architektury
kofene a vyvoje laterarnich kofent (Passaia et al., 2014).

MDAR regeneruje askorbovou kyselinu z monodehydroaskorbatu pomoci NADPH
jakozto reduktantu (Obr. 2; Foyer a Noctor, 2011). MDAR souvisi se zvySenou odolnosti
rostlin vii¢i 0zonu, solnému a osmotickému stresu (Eltayeb et al., 2007). Mimo svou ucast
V odolnosti vii¢i riznym strestim figuruje MDAR také v procesech klic¢eni, vyvoje klicki
a senescence (Eastmond, 2007). DHAR redukuje DHA na askorbovou kyselinu vyuzitim
redukovaného GSH jakoZto donoru elektronil a ten je oxidovan na glutathion disulfid
(GSSG,; Obr. 2). Je to thiolova skupina na DHAR, ktera se ucastni katalyzované reakce

(Dvorak et al., 2021b). DHAR se tcastni procesi souvisejicich s ochranou rostlin proti
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solnému a fotooxidativnimu stresu (Ushimaru et al., 2006; Noshi et al., 2017). GR
vyuziva NADPH jako reduktantu k redukci GSSG na GSH, jenz je nasledné vyuzit na
regeneraci askorbové kyseliny (Obr. 2). GR chrani rostliny pied fotooxidativnim stresem
a stresem z tézkych kovi (Miiller-Schiissele et al., 2020; Guo et al., 2016). Ugastni se
I vyvoje rostlin, a to konkrétn¢ rdstu kofenti a udrzovani kotfenového apikalniho
meristému (RAM; Yu et al., 2013). Tento ASC-GSH je odpovédny za udrZzovani
rovnovahy v hladinach peroxidu vodiku v burice (Obr. 2).

Specifickou skupinou, ktera detoxikuje peroxid vodiku ve stroma chloroplastt, jsou
Prxr (Asada, 2006). Prxr vyuzivaji katalytickych mechanismi zaloZenych na thiolu
k redukci peroxidu vodiku (Obr. 2; Dietz, 2011). Jejich regenerace muze byt nasledné
katalyzovana  glutaredoxiny, thioredoxiny (Trx) a NADPH dependentni
thioredoxinreduktasou C (Obr. 2; Dietz, 2011).
2.2 Auxin
Auxin je jednim z hlavnich fytohormon, jenZ ovliviiuje fadu procest, zejména ty, které
souviseji s rustem a vyvojem rostlin. Zodpovida za regulaci déleni, elongaci a diferenciaci
bungk, dale reguluje tvorbu laterarnich kofend a kveteni rostlin (Davies, 2010; Zhao,
2018). Mezi auxiny spada mnoho sloudenin, znichz nejznaméjsi, nejvyznamnéjsi
a Vv ptirodé prirozené se vyskytujici formou auxinu je IAA. Mimo IAA existuje mnoho
jinych forem auxinu, at’ uz ptirozenych, ¢i syntetickych, kdy z pfirozenych lze zminit
napiiklad kyselinu indol-3-maselnou (IBA) nebo kyselinu fenyloctovou, ze syntetickych
naptiklad 2,4-dichlorofenoxyoctovou kyselinu (2,4-D) nebo kyselinu 1-naftyloctovou
(NAA; Enders a Strader, 2015).
2.2.1 Metabolismus auxinu
Biosyntéza auxinu v rostlinach je komplexni a rostliny maji unikétni strategie pro jeji
regulaci. K biosyntéze dochazi v mladych pletivech, a to zejména v meristematickych, ve
Spickach primarniho kofene, dale pak v listech, ¢i apikalnich meristémech (Tognetti et
al., 2012; Wang a Jiao, 2018). Pievladajici forma auxinu IAA, je syntetizovana
z indolovych prekurzori, a to bud’ prostifednictvim na tryptofanu zavislé syntézy, ¢i na
tryptofanu nezavislymi drahami (Zhao, 2018). Mezi nejvice se vyskytujici prekurzory
patii  kyselina  indol-3-pyrohroznova  (IPyA), indol-3-acetaldoxim  (IAOX),
indol-3-acetamid (IAM), indol-3-acetonitril (IAN) a indol-3-acetaldehyd (IAAIld;
Obr. 3).

Tryptofan-dependentni draha, pti které dochazi k dvoukrokové pieméné tryptofanu na

IAA, je povazovana za hlavni drahu biosyntézy auxinu (Enders a Strader, 2015). Prvnim
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Obr. 3 Tvorba kyseliny IAA z indolovych prekurzort (de hovo syntéza, tryptofan dependentni) a
pfeména zasobnich neaktivnich forem IAA na aktivni formu. Plné ¢ary reprezentuji reakce, u
kterych jsou znamé katalyzujici enzymy, zatimco carkované Cary reprezentuji reakce, u nichz
nebyly identifikovany zadné enzymy nebo je jejich objev ve fazich zkoumani. Zkratky: AMI1,
amidasa 1; AO, aldehydoxidasa; 1AA, kyselina indol-3-octova; TAA-AA, amidové konjogaty
IAA; IAAId, indol-3-acetaldehyd; 1AM, indol-3-acetamid; IAN, indol-3-acetonitryl; 1AOX,
indol-3-acetaldoxim; IBA, kyselina indol-3-maselna; IPyA, kyselina indol-3-pyrohroznova; NIT,
nitrolasa; TAA, tryptofanaminotransferasa. Zdroj: (Enders a Strader, 2015).

krokem je pfeména tryptofanu na IPyA pomoci enzymu tryptofanaminotransferasa z A.
thaliana (Stepanova et al., 2008) a druhym krokem je pfeména IPyA na IAA pomoci tzv.
YUCCA enzymu (Obr. 3; Stepanova et al., 2011). Tryptofan je na IAOx preménén

pomoci cytochrom P450 enzymi, coz jsou monooxygenasy s oznacenim CYP79B2
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a CYP79B3 (Hull et al., 2000). V zavislosti na podminkach je IAOx pfeménén v rtizné
mite na IAA (Enders a Strader, 2015). Endogenni auxinovy prekurzor IAM muiZe vznikat
pfeménou IAOx nebo i jinych prekurzort (Sugawara et al., 2009). Mechanismus piemény
IAOx na IAN a IAM zatim neni zndm a vyzaduje dalsi studie. Je ovSem znam zpusob
premény IAN a IAM na IAA. Pfeména IAM na IAA je dosazena pomoci enzymu amidasa
1 (AMI1; Obr. 3; Pollmann et al., 2003). IAA vznika z IAN reakci katalyzovanou
nitrolasami (Obr. 3; Normanly et al., 1997). IAAIld je pfeméhovan na IAA pomoci
aldehydoxidas (AO; Seo et al., 1998).

Existence Trp-nezavislych drah biosyntézy IAA byla prokdzana analyzou, kdy trp
mutantni rostliny A. thaliana nevykazovaly zadné zmény hladin volné IAA v porovnani
s rostlinami divého typu (Normanly et al., 1993). Cytosolicka indolsyntasa je klicovym
enzymem drah Trp-nezavislé biosyntézy IAA, kdy takto generovany auxin ma
nezastupitelnou roli béhem pocatenich fazi vyvinu embrya (embryogeneze)
u A. thaliana (Wang et al., 2015).

Mimo zminéné drahy mize dojit k rychlé tvorbé IAA ze zésobnich neaktivnich TAA
forem, mezi néZ patii amidové konjugaty IAA (IAA-AA), metylester IAA (MelAA) nebo
IBA (Obr. 3; Korasick et al., 2013). Konjugace auxinu je jednim z determinantd jeho
homeostazy a spolu s oxida¢nimi procesy negativné (inaktivaci IAA) ovliviiuje stabilitu,
transport a ukladani auxinu (Tognetti et al., 2012; Casanova-Saez et al., 2021). Existuji
tf1 hlavni typy auxinovych konjugati: esterové typy (karboxylova skupina IAA je vazana
na sacharidy napt. glukozu), amidové typy (karboxylova skupina IAA tvofi amidovou
vazbu s aminokyselinami ¢i s polypeptidy) a MelAA (Casanova-Saez et al., 2021). U
A. thaliana patii vétSina extrahovatelnych konjugati ve vegetativnich pletivech mezi
amidové typy (Tam et al., 2000). IAA-AA, konkrétné IAA-Leu a IAA-Ala, mohou byt
hydrolyzovany zpét na IAA aktivitou specifickych hydrolas (Obr. 3; Korasick et al.,
enzymum (Obr. 3; Yang et al., 2008). IBA je B-oxidaci pfeménéna na IAA, ovSem
mechanismus pievedeni IAA na IBA v rostlindch neni znam, tudiz nelze ptesné fict, zda
je IBA prekurzorem, nebo zasobni formou IAA (Casanova-Saez et al., 2021). Mimo
konjugaci mohou oxidativni modifikace také katabolizovat auxiny. Oxidativnimi
modifikacemi se v tomto piipadé rozumi na peroxidaze zavisla oxidace IAA, pii niz
nedochazi k dekarboxylaci. Tyto modifikace ovliviuji indolovy kruh i s jeho kruhovymi

fetézci, coz vede k inaktivaci auxinu (Woodward a Bartel, 2005).
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2.2.2 Transport auxinu

Transport auxinu je zajiStovan jak aktivnimi, tak pasivnimi mechanismy. Auxin
syntetizovany ve zdrojovych pletivech je distribuovdn na velkou vzdalenost pasivné
prostiednictvim floému do kofenti, kofenovych Spicek a dalsich pletiv. Druhou moznosti
transportu je transport na kratkou vzdalenost mezi bunikami. Jedna se o aktivni transport,
ktery je pomalejsi ve srovndni s pasivnim transportem a je zabezpecovan polaritou bunék
(Vanneste a Friml, 2009). Tento polarni transport bunék zabezpecuje asimetrickou
distribuci auxinu v pletivech, coz vede k rastovym zménam (Zhao, 2018).

V ramci kotfenové Spicky se distribuce auxinu rizni. Nejvétsi koncentrace auxint je
ve srovnani S okolnim kofenovym pletivem v bunkéch klidového centra (az 5x vétsi),
v buiikach endodermis a v bunkach apikalni casti stély (2x vétsi). Naproti tomu
Vv buiikach epidermis a v buiikdch kolumely je celkova hladina auxini mensi v porovnani
s okolnimi pletivy (Petersson et al., 2009). Existuje specifické schéma transportu auxinu
v kofeni nazvané obracena fontana (Grieneisen et al., 2007). Auxin je vtomto
mechanismu transportovan uvniti stéle smérem ke kotfenové Spicce, tam dojde k jeho
redistribuci a nasledné je transportovan smérem vzhtru (ke stonku) vnéjSimi vrstvami
kotene (Grieneisen et al., 2007).
2.2.2.1 Bunécny import a export auxinu
Za ptijem a vydej auxinu bunikou zodpovidaji rizné ptenaseCe (transportéry). Piijem
auxinu je zprosttedkovavan AUXI/LAX (AUXIN RESISTANTL/LIKE AUX1)
pienaseci, které jsou lokalizované na plazmatické membrané a jsou specifické pro urcité
formy auxinu (Obr. 4; Kerr a Bennett, 2007). Vydej auxinu butikou je mozny diky pro
rostlinu specifickym PIN proteinim (Plant-specific pin-formed; Galweiler et al., 1998),
nebo diky ABCB transportnimu proteinu (ATP vazajici kazetovy transportér B; Obr. 4;
Verrier et al., 2008).

PIN proteiny jsou gradientem pohanéné pienaseCe auxinu ovliviwujici PAT, jez se
ovsem ucastni i endomembranového transportu (Mravec et al., 2009). Vyskytuji se pouze
u rostlin a u A. thaliana se nachazi celkem osm isoforem téchto proteint rozdélenych na
»kratké“ a . dlouhé“ PINy (Adamowski a Friml, 2015). Dlouhé PINy (PIN1-4, PIN7) jsou
subcelularné lokalizovany polarné na plazmatické membrané¢ (Obr. 4) a jejich lokalizace
v ramci pletiv se lisi (Enders a Strader, 2015). Vsechny dlouhé PINy transportuji IAA,
ovSem schopnost transportovat ostatni formy auxinu se vyraznég 1i§i mezi jednotlivymi
PINy (Enders a Strader, 2015). Je to pravé polarni lokalizace PIN proteinti na plazmatické
membrang, ktera je dalezita pro polaritu bunék (Adamowski a Friml, 2015). Kratké PINy
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Obr. 4 Transportni mechanismus auxinu z/do buiiky. Auxin je do bunék transportovan
pomoci AUXI/LAX ptrenaSecim nebo specifickymi ABCB proteiny (ABCB4 a
ABCB21) v zavislosti na koncentraci cytoplazmatického volného auxinu. Pokud je
koncentrace vysoka, ABCB4 a ABCB21 se ,pfepnou” z importu na export auxinu
z buiiky. Mimo tyto specifické ABCB proteiny jsou za vydej auxinu buiikou odpovédné
zbyvajici BACB proteiny a ,,dlouhé* PIN proteiny. Dlouhé Piny jsou lokalizované na
apikalni nebo bazalni strané buriky v kofenech z diivodu udrzovani auxinového gradientu
a ovliviiovani PAT. V buiice mlze byt auxin transportovan z cytoplazmy do ER
Hkratkymi*“ PINy, nebo pomoci PILS proteinti. Timto buiika reguluje hladiny volného
auxinu v cytoplazmé. Na vnéj$i laterarni oblasti v epidermis se nachazeji ABCG
proteiny, které transportuji IAA ven z bun¢k. Zkratky: ABCB/G, ATP vazajici kazetovy
transportér B/G; AUXI/LAX, AUXIN RESISTANT/LIKE AUXI1 proteiny; ER,
endoplazmatické retikulum; TAA, Kyselina indol-3-maselna; IBA, Kyselina
indol-3-maselna; PILS, proteiny podobné PIN proteinim; PIN, Plant-specific
pin-formed proteiny. Zdroj: (Enders a Strader, 2015).

(PIN5, PING, PIN8) a proteiny podobné PIN proteinim (PILS) transportuji IAA a NAA
z cytoplasmy do lumen ER (Obr. 4). Kratké PINy jsou lokalizované v membrané ER

a funguji jako regulatory homeostazy volného auxinu v cytoplasmé (Mravec et al., 2009;
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Ding et al., 2012; Simon et al., 2016). PIN5 a PIN6 jsou podobné dlouhym PINGm
a mohou byt lokalizované i na plazmatické membrané, z ¢ehoz lze usoudit, ze tyto PINy
mohou fungovat jako dudlni regulatory intra- a extracelularniho transportu auxinu
(Ganguly et al., 2014; Simon et al., 2016).

ABCB transportni proteiny jsou dalsi mozné transportéry, které jsou vyuzivany pro
vydej auxinu buiikou (Obr. 4). Jedna se o aktivni transportéry, jez pro transport auxinu
proti jeho gradientu vyuzivaji energii z hydrolyzy ATP, na rozdil od PING a AUX1/LAX,
které transportuji auxin po elektrochemickém gradientu (Geisler et al., 2017). ABC
transportéry se skladaji ze dvou transmembranovych domén zodpoveédnych za translokaci
a dvou cytoplazmatickych domén hydrolyzujicich ATP (Liu et al., 2017). U A. thaliana
to jsou konkrétné ABCB1, ABCB4, ABCB19 a ABCB21 (Remy a Duque, 2014). I kdyz
jsou tyto proteiny zminéné v souvislosti s vydejem auxinu butikou, tak konkrétné ABCB4
a ABCB21 se mohou ,,pfepnout a v zavislosti na vnitinich koncentracich auxinu mohou
bud’ exportovat auxin ven z bunky (pii vysokych koncentracich), nebo importovat auxin
strukturou ABCB4 a ABCB21 oproti ostatnim ABCB (Kamimoto et al., 2012; Kubes et
al., 2012).

Mimo transport aktivnich forem auxinu (napt. IAA, 2,4-D, NAA) dochazi u rostlin
i k transportu endogenniho auxinového prekurzoru IBA, ktera je transportovana ABCG
transportnimi proteiny (Obr. 4; Riazicka et al., 2010). Transport prekurzord a zasobnich
forem auxinu je zatim malo prozkouman a je pfedmétem budoucich studii.
2.2.2.2 Kyselina N-1-naftylftalamova
Jednou z vlastnosti auxinu je, Ze pro jeho hormonalni funkci vyzaduje aktivni transport
auxinu mezi buitkami a celkové i v ramci celé rostliny, v kontrolovaném sméru (Abas et
al., 2021). Tento proces se oznacuje PAT. Schopnost vykonavat PAT je pfisuzovana
aktivité PIN proteint poskytovat export auxinu (Petrasek et al., 2006). Jak jiz bylo feceno,
PIN proteiny jsou lokalizovany polarné na plazmatické membrané a ve chvili, kdy je
polarita v buiice udrzovana v kombinaci s aktivitou PINu, dochéazi k proudu auxinu
danym smérem (Wisniewska et al., 2006).

NPA je synteticky inhibitor PAT, ktery byl plivodné syntetizovéan jako herbicid a az
pozdé&ji vyuzit jakozto inhibitor PAT za u€elem charakterizace jednotlivych mechanismi
PAT, pohangjicich rust a vyvoj rostlin (Hertel et al., 1983). Rostliny osSetfené NPA
vykazuji fenotyp podobny fenotypu mutantnich rostlin pinl (Okada et al., 1991).

U rostlin A. thaliana doslo k ovlivnéni kvétenstvi, kdy u 30 dni starych rostlin nedoslo
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k formovani kvétt a listy byly formované v opacné poloze na ose kvétenstvi (Okada et
al., 1991). NPA ma také vliv na fenotyp kofene. Inhibuje prodluzovani kofene a naruSuje
jeho gravitropismus (Fujita a Syono, 1996). Kli¢eni na médiu obsahujicim NPA vede
k radialnimu rastu kofene, coZ je zpusobeno ektopickym délenim bunék a naruSenou
orientaci déleni (Sabatini et al., 1999). Mimo to také inhibuje tvorbu lateralnich kofent
tim, ze inhibici PAT dochazi k akumulaci auxinu v kofenovém apexu a jeho ubytku
z pletiv iniciace laterarnich kofenti (Casimiro et al., 2001). Rostliny kukufice oSetfené
NPA mély siln¢ nevyvinuté laterarni koteny, tento efekt pretrval i v piipadé€, ze po
kultivaci na médiu s NPA byly rostliny pfeneseny na médium bez NPA (Scanlon, 2003).
Dale NPA zpasobuje opozdéné zakoienéni u borovice (Greenwood et al. 2001) ¢i
zpusobuje veétsi délku kofenovych vlaska (Santelia et al., 2005). NPA narusuje planarni
polaritu trichoblastii a tvorbu ektopickych kotenovych vlasku (Fischer et al., 2007).
Mimo NPA existuji i dalsi inhibitory PAT, a to 2,3,5-trijodobenzoova kyselina (TIBA)
amorfactin (Katekar a Geissler, 1980; Thomson a Leopold, 1974). Inhibi¢ni
mechanismus NPA pravdépodobné spociva v navazani NPA na specifické proteiny na
plazmatické membrané (Michalke et al., 1992; Muday et al., 1993; Geisler et al., 2016).
Piima asociace NPA s PINy byla jiz prokazana na sob¢ nezavislymi studiemi (Abas et
al., 2021; Teale et al., 2021). Doslo ke zjisténi, ze oligomerace PINu je senzitivni na
oSetfeni pomoci NPA. V prvnim pfipadé NPA stabilizovala PIN dimery (Teale et al.,
2021), v druhém piipadé NPA inhibovala jejich zesitovani do dimerti (Abas et al., 2021).
Z téchto vlivi 1ze usoudit, Ze vazba NPA vede k jejich konforma¢nim zménam a ze vazba
NPA na PINy je pravdépodobné ovlivnéna jejich oligomeriza¢nim stavem (Tan, 2021).
NPA se mimo PINy vaze i na ABC transportni proteiny (Di Pietro et al. 2002), TWD1
(TWISTED DWARF1) chaperon, ktery asociuje s ABCB1 a ABCBI19 transportnimi
proteiny na plazmatické membrané (Geisler et al., 2004) a v posledni fad¢ se miize NPA
vazat na aminopeptidasu 1 (APM1; Murphy et al., 2002). Z ABC proteint to jsou ABCB1
a ABCB19, jez ukazaly vysokou afinitu k NPA (Geisler et al.,, 2017). Ptesny
mechanismus, kterym TWD1 reguluje transport auxinu nebo biogenezi ABCB proteint,
neni zatim znam (Hao et al., 2020). NPA se nemuze stabilné vazat na komplex
TWD1-ABCB, ovsem NPA zasahuje do regulace ABCB proteint chaperonem TWD1,
¢imz ovliviyje interakci mezi ABCB a TWD1. TWDI se rovnéz Gcastni transportu PING
zavislém na aktinu, procesu senzitivnimu na NPA (Zhu et al., 2016). Diky témto
znalostem byl vytvofen model, kdy TWD1 ovlivilyjici senzitivitu ABCB a PIN proteinti
muze fungovat jako modulator PAT (Abas et al., 2021). APML1 je vyznamny regulator
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procest rastu rostlin souvisejicich s auxinem (Peer et al., 2009). NPA se navzdory malé
afinit€ vaze na APM1, ovSem tato interakce nijak nesouvisi s pfimou regulaci PAT (Peer
et al., 2009).

2.3 Reaktivni formy Kysliku a auxin

Béhem puisobeni stresu dochazi k adaptivnim obménam a abnormalitam ristu a vyvoje
rostlin. Takovéto zmény oznacujeme jako stresem vyvolané morfogenetické reakce
(SIMRs, stresem indukované morfogenetické odpovédi). SIMRs jsou soucasti
aklimatizaCni strategie, kterd zeslabi nebo zabrani Skodlivym efektim vzniklym
pusobenim vné&jSich strest (Potters et al., 2007; 2009). Tyto obmény jsou ovlivnény fadou
faktori, mezi nez patfi homeostaza mezi ROS a fytohormony (Tognetti et al., 2012).
Prikladem SIMRs je inhibice elongace kotfene nebo stimulace tvorby laterarnich kofenti
(Potters et al., 2009).

S ohledem na morfogenetické zmény béhem adaptace, ROS a auxin jsou hlavni
regulatory, jelikoZ jsou oba silné ovlivnény béhem vystaveni rostlin vné&jsimi podnéty
(Tognetti et al., 2012). Auxiny hraji dilezitou roli v hormonalnich procesech ovlivnénych
stresem, kdy mohou regulovat homeostizu ROS neptimo, ¢i pfimo pomoci ROS
detoxikacnich enzymi, jako jsou GSH S-transferasy, NADPH-oxidasy (RBOH) ¢i
apoplastické PRX (Laskowski et al., 2002; Correa-Aragunde et al., 2013; Mangano et al.,
2017).

ROS a auxin jsou soucasti velkého komplexu hormonalnich procesti, ve kterych
kontroluji riznorodé aspekty ristu a vyvoje rostlin, jako jsou bunény cyklus (Feher et
al., 2008), plasticita bunééné stény (Teale et al., 2006), adaptace na abioticky stres
(Tognetti et al., 2010), vétveni stonku a doba kveteni (Tognetti et al., 2010), PCD
(Gechev et al., 2004; Xia et al., 2005), tvorba adventivnich kofent (Takac et al., 2016)
a tvorba laterarnich kotenti (Orman-Ligeza et al., 2016).

2.3.1 VIiv ROS na auxin

Pasternak et al. (2005) zjistil, Ze pti oSetfeni rostlin A. thailana dvéma latkami
navozujicimi oxidativni stres (alloxan a paraquat) dochazi k fyziologickym zménam
souvisejicim se zménou homeostazy auxinu. Mezi tyto zmény patii rychlejsi prolomeni
osemeni, inhibice elongace kotene, rust kli¢niho listu a expanze pravych listti (Pasternak
et al., 2005). K podobnym zménam dochazi i pfi osetfeni semen A. thaliana NPA
(Tognetti et al., 2012).

Jak jiz bylo fe¢eno, GR je soucasti ASC-GSH cyklu, ktery je zodpovédny za udrzovani
rovnovahy v hladinach peroxidu vodiku. GR zde redukuje GSSG na GSH. Toto je
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dalezité zejména u RAM, kdy se v bunkach klidového centra nachazi siln¢ oxidované
prostfedi z divodu akumulace GSSG. Za spravny vyvoj RAM zodpovida plastidova
GR2. Akumulace GSSG snizuje expresi PLETHORA 1 (PLT1) a PLT2 gent, TF
ovliviiujici PIN geny, coz dokazuje nutnost GSH na signalizaci auxinu v RAM (Yu et al.,
2013). Z tohoto Ize vyvodit, ze celkové mnozstvi peroxidu vodiku ovliviuje signalizaci
auxinu pomoci GSH.

S RAM souvisi 1 jiny mechanismus vlivu ROS na auxin. Kyselina abscisovd (ABA)
indukuje tvorbu ROS v mitochondriich. Tyto ROS zprostfedkovavaji retrogradni signal,
jenz Vv jadre redukuje expresi PLT genii vedouci ke snizeni akumulace a signalizace
auxinu, coz se projevi regulaci RAM. Divodem snizeni akumulace a signalizace auxinu
by mohla byt pfeména aktivni formy auxinu (IAA) na oxidovanou formu s malou
auxinovou aktivitou (IAOx). Zvysena akumulace ROS by mohla tuto pfeménu stimulovat
(Yang et al., 2014).

Peroxid vodiku muze ovlivnit PAT a redistribuci auxinu, a tak regulovat architekturu
kofenového systému. Po oSetieni rostlin A. thaliana peroxidem vodiku doslo ke zméné
auxinové odpovédi a k redistribuci auxinu ve $pic¢kach laterarnich kofend a v primordiich
laterarnich kotfeni. K redistribuci doslo pozménénim exprese AUX1/LAX a PIN gent
zodpovédnych za PAT (Su et al., 2016). Z tohoto divodu je peroxid vodiku dilezitym
regulatorem PAT a architektury kofenového systému.

2.3.2 Vliv auxinu na ROS

Stejné€ jak ROS ovlivituji homeostazu, signalizaci, akumulaci ¢i redistribuci auxinu, tak i
auxin miiZze ovliviiovat ROS. Napftiklad auxin miiZze indukovat tvorbu ROS. Pfi auxinem
indukovaném vzniku lateralnich kofent auxin indukuje expresi RBOH gent, ¢imz dojde
k tvorbé peroxidu vodiku (Orman-Ligeza et al., 2016). RBOHD a RBOHE katalyzuji
produkci superoxidu, ktery funguje jako donor pro SOD produkujici peroxid vodiku (Sagi
a Fluhr, 2006). Tato produkce peroxidu vodiku podporuje vyvoj laterarnich kotfent tim,
ze peroxid vodiku podporuje vznik modifikaci bunééné stény (Orman-Ligeza et al.,
2016).

Dalsi moznosti, jak mize auxin regulovat tvorbu ROS, je pomoci ARFs (faktory
auxinové odpovédi; Mangano et al., 2017). ARFs jsou TF regulujici expresi gent
auxinové odpovédi a jsou aktivovany auxinem (Guilfoyle a Hagen, 2007). Ty mohou
transkripéné regulovat (aktivovat) RSL4 (ROOT HAIR DEFECTIVE SIX-LIKE 4) geny
(Mangano et al., 2017). RSL4 je TF kontrolujici homeostazu ROS béhem rtstu polarnich
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kotfenovych vlaskt regulaci exprese RBOH gent (konkrétné RBOHC, RBOHH, RBOHJ)
a genu pro apoplastické PRX (Mangano et al., 2017).

APX1 je schopna udrzovat redoxni homeostazu, pficemz aktivita APX1 mize byt
negativné regulovanad auxinem. Mechanismus regulace APX1 auxinem spociva
V denitrosylaci APX1. Auxin indukuje denitrosylaci pomoci Trx systému, ¢imz castecné
inaktivuje APX1. Inaktivaci APX1 dojde k navySeni hladiny peroxidu vodiku, jelikoz
cytosolicka APX1 je enzym degradujici peroxid vodiku (Correa-Aragunde et al., 2013).

Auxin muze ovlivilovat ROS svoji signalizaci, a to vazbou auxinu na auxinové
receptory TIRL/AFB (TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1/AUXIN SIGNALING
F-BOX), kdy touto vazbou dojde k cilené ubiquitinizaci a degradaci Aux/IAA proteind
(Dharmasiri et al., 2005). Tato degradace napomaha aktivaci ARFs a nasledné expresi na
auxin reagujicich genu (Hagen a Guilfoyle, 2002). Auxin takto zptisobuje snizeni hladin
ROS (peroxidu vodiku) indukeci antioxida¢niho metabolismu (Iglesias et al., 2010).

Auxin muaze ovliviiovat ROS i nepiimo. V kotfenech A. thaliana auxin zlepSuje
degradaci DELLA proteinu (Fu a Harberd, 2003). DELLA proteiny zvySuji expresi gent
kodujicich enzymy detoxikujici ROS (SOD, konkrétné CSD1 a CSD2), ¢imz ptispivaji
K toleranci vuci solnému stresu (Achard et al., 2008).

Dalsim bodem propojeni mezi ROS a auxinem jsou Rho GTPasy u A. thaliana, coz je
rozmanitd rodina monomernich GTP vazajicich proteint (Tognetti et al., 2012). Jedna
podtiida téchto gent, kodovana RAC/ROP geny, reguluje rozmanité procesy, jako jsou
hormonalni a stresové odpovédi, riist, vyvoj, reprodukce a Ca?* signalizace (Duan et al.,
2010). RAC/ROP proteiny jsou aktivovany auxinem a interaguji s NADPH-oxidasami,
které produkuji ROS v apoplastech (Duan et al., 2010).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Materialy

3.1.1 Biologicky material

Jako rostlinny material byly pouzity rostliny A. thaliana L. Heynh (Husenic¢ek rolni)
ekotyp Col-0 (divy typ) a dvé T-DNA inzer¢ni mutantni linie fsd1-1 a fsd1-2. Linie fsd1-
1 pochazi z kolekce SALK (SALK_029455) a linie fsd1-2 pochazi z kolekce GABI
(GABI_740E11; Dvorak et al. 2021).

3.1.2 Chemikalie

Nazev chemikalie Dodavatel
dimetylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich
Ethanol Sigma-Aldrich
gellan gum Alfa-Aesar
hydroxid draselny Sigma-Aldrich
kyselina 2-(N-morfolino)-ethansulfonova (MES) Sigma-Aldrich
kyselina N-1-naftylftalamova (NPA) Sigma-Aldrich
M0221 Murashige a Skoog médium bez vitaminti Duchefa
sacharosa Sigma-Aldrich
3.1.3 Pristroje
Nazev pristroje Dodavatel
analytické vahy (XA 110/2X) Radwag
flowbox Merci
fytotron Weiss Technik
Imagescanner 11 GE Healthcare

pH elektroda (PC 2700)

zoomovaci stereo mikroskop (Axio Zoom.VV16)

Eutech Instruments

Carl Zeiss

3.2 Metody

3.2.1 Priprava rostlinného materialu
Semena A. thaliana divého typu a mutantnich linii byla asepticky vysterilizovana v boxu

s cirkulovanym vzduchem. V prvnim kroku byla semena promyvana v roztoku 70% (v/v)
ethanolu po dobu péti minut. V druhém kroku byla semena pifemisténa do roztoku 96%
(v/v) ethanolu a zde promyvana po dobu tfi minut. Po uplynuti tfi minut byla semena

promyta 5x sterilni destilovanou vodou.
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Tabulka 1 Slozeni 2 MS média

SloZeni MnozZstvi latky na 1 1 média
sacharosa 10g

MS soli 2,159

MES lg

gellan gum 60

Po promyti se semena piemistila na suchy filtra¢ni papir umistény v Petriho misce
a ponechana ve sterilnim boxu pro vysuseni.

Po vyschnuti byla semena premisténa na sterilni %2 MS médium (slozeni Tab. 1,
pH =5,8) ve Ctvercové Petriho misce. Na jednu Petriho misku bylo naneseno pomoci
sterilniho paratka celkem 30 semen divého typu do jedné fady a po 30 semenech od kazdé
mutantni linie do dvou fad. Horni fada byla umisténa zhruba 1 cm od horniho okraje.
Jednotlivé fady byly od sebe odsazeny zhruba 2-3 cm. Petriho misky se semeny byly
umistény do lednice za ucelem stratifikace pies noc pii 4 °C. Nasledn¢ byla Petriho miska
piemisténa z lednice do fytotronu (Weiss Technik), kde byla kultivovana vertikaln¢ po
dobu 4 dni pii 21 °C, 70% vlhkosti a fotoperiodé 16/8h (svétlo/tma) S intenzitou svétla
150 pM.m2.s?,

Po ¢tyrdenni kultivaci byly klicky pieneseny na kontrolni 2 MS médium s pridavkem
2 umol‘I"t NPA rozpusténé v DMSO. Pro kontrolni ovlivnéni byly rostliny simultinné
kultivovany na médiu s pfidavkem sterilntho DMSO v koncentraci zodpovidajici
mnozstvi v. NPA médiu (0,0001% v/v). Petriho misky obsahujici kontrolni médium
amédium s NPA byly podélné rozdéleny na tii segmenty. Jednotlivé segmenty byly
urcéené pro jednotlivé linie. Po pfeneseni byly Petriho misky ze spodu zakryty ¢ernymi
foliemi, aby se omezil piistup svétla na koteny. Cerné folie zasahovaly do vysky baze
primarniho kotene klickd.

Takto byly nasledné klicky kultivovany po dobu 10 dni ve fytotronu (Weiss Technik)
pii 21 °C, 70% vlhkosti a fotoperiodé¢ 16/8h (svétlo/tma) s intenzitou svétla
150 pM.m2.s2,

3.2.2 Fenotypova analyza rostlin A. thaliana

Rostliny A. thaliana byly od pfeneseni na kontrolni médium a na médium obsahujici NPA
dokumentovany denné pomoci skeneru Image Scanner 111 (GE Healthcare) po dobu deseti
dni (od 4. dne do 14. dne). Cilem bylo zaznamenat denni pfirtstek primarniho kofene na
jednotlivych médiich. Ctrnacty den byly rostliny zdokumentovany pomoci zoomovaciho
stereomikroskopu ZEISS Axio Zoom.V16 (Carl ZEISS). Cilem byla dokumentace

kotenovych vlaski jednotlivych ¢trnact dni starych rostlin.
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Na linii bylo méteno 54 rostlin ve tfech biologickych replikach, po 18 rostlinach na
repliku. Z kazdé repliky byla polovina rostlin kultivovana na kontrolnim médiu
a polovina na médiu s NPA. U rostlin byla méfena délka primarnich kofend, pocet a délka
kotenovych vlaskt (25 vlaski na rostlinu) a vzdalenosti apexu primarniho kofene od
prvniho kotfenového vlasku byly zméfeny pomoci softwaru ImageJ. Délka kofenovych
vlaskl byla métena u kotfenovych vlaskil v oblasti 5 mm od kofenové apexu. Nasbirana
data byla nésledné analyzovéana a vyhodnocena s vyuzitim jednofaktorového ANOVA
(Analysis Of Variance) testu s Tukey HSD testem. Ziskana data byla nasledné
zpracovana v programu Microsoft Excel 2016 (Microsoft Corporation) do formy grafi.
Obrazky byly upraveny pomoci programu ZEN 3.3 Blue edition (Carl ZEISS), dale
pomoci programu Microsoft PowerPoint (Microsoft Corporation) nebo pomoci programu
Adobe Photoshop (Adobe Systems).
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4 VYSLEDKY

4.1 Fenotypova analyza rostlin divého typu a mutanta fsd1l

vV odpovédi na NPA
Jednim z cil této bakalatské prace bylo zjistit projev fenotypu kotent rostlin divého typu
a mutantnich linii fsd1 pti modulaci PAT. K modulaci PAT byl vyuzit synteticky inhibitor
NPA.
4.1.1 Délka primarniho korene
Prvnim pozorovanym projevem fenotypu pii modulaci PAT byla délka primarniho
kotene. Délky primérnich kofenti se liSily, a to jak v zavislosti na kultivacnich
podminkach, tak i1 v zavislosti na genotypu. Obecné¢ lze fict, Ze rostliny kultivované na
médiu s NPA mély kratsi primarni kotfeny oproti rostlinam kultivovanym na kontrolnim
médiu (Obr. 5). Rozdil byl velmi dobte viditelny u 14 dni starych rostlin (Obr. 5).
Z obrazku je také viditelny negativni vliv NPA na gravitopismus, pifi¢emz nebyly
pozorovany rozdily mezi divym typem a mutantnimi rostlinami (Obr. 5).

Délka primarnich kofenti byla méfena pomoci programu Imagel] a statisticka analyza
byla provedena pomoci jednofaktorové ANOVA analyzy pii hladin¢ vyznamnosti 0,05
pro porovnani genotyptl. Pii kultivaci na kontrolnim médiu se ukazalo, Ze délka kotenii
mutantni linie fsd1-1 se nelisila od délky kofent divého typu s vyjimkou 8. dne, kdy byly
kofeny fsd1-1 mutanta mirn¢ kratsi (Obr. 6A).
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Obr. 5 Fotodokumentace rostlin A. thaliana Col-0 (divy typ), a tDNA inserénich mutanti
fsd1-1 a fsd1-2 po deseti dnech kultivace na kontrolnim médiu (DMSO) a na médiu
s pridavkem kyseliny N-1-naftylftalamové (NPA). Métitko = 1 cm.
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Obr. 6 Délky primarnich kofent rostlin A. thaliana divého typu Col-0 a mutantnich
linii fsd1-1 a fsd1-2 pienesenych na kontrolni médium (A) a na médium s pfidavkem
kyseliny N-1-naftylftalamové (NPA) (B). Den 0 je den ve kterém byly rostliny
preneseny. Chybové usecky predstavuji standardni odchylky. Statisticka analyza
provedena jednofaktorovou ANOVA analyzou pii p = 0,05; n = 9. Statisticky byly
porovnany linie (Col-0, fsd1-1, fsd1-2) v jednotlivé dny. Pismena a, b, ¢ znazoriuji
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Mutant fsd1-2 vykazuje prukazné delsi primarni kofeny v porovnani s divym typem
a linii fsd1-1 (Obr. 6). Toto platilo do 6. dne kultivace. Rozdily mezi mutanty a divym
typem byly podobné také po ovlivnéni NPA. Zatim co délka kofene u mutanta fsd1-1 byla
mirn¢ krat$i (bez statistické prikaznosti), mutant fsd1-2 m¢l (statisticky neprukazné)
mirné delsi primarni kofeny v porovnani s divym typem (Obr. 6B). Byly zjistény

statisticky vyznamné rozdily mezi linii fsd1-1 a linii fsd1-2 po celou dobu kultivace na




NPA médiu, kdy linie fsd1-2 méla delsi primarni kofeny, a to primérné o 34 % (Obr 6B).
Mira inhibice rdstu primarniho kofene vlivem NPA se u divého typu pohybovala
prumérné okolo 40,1 %, u fsd1-1 okolo 47,4 % a u fsd1-2 okolo 34,4 %.

Z téchto vysledkl je patrny negativni vliv NPA na rist primarniho kofene rostlin.
Zaroven muzeme usoudit, ze FSD1 nema vliv na odpovéd’ rostlin A. thaliana na NPA
Z hlediska délky primarnich kofent a gravitropismu.

4.1.2 Pocet a délka korenovych vlaski

DalSim pozorovanym znakem byl fenotyp kofenovych vlasku. Zjistili jsme zmény
V poctu a délce kofenovych vlaski u rostlin divého typu a mutantni linie fsd1-2 po deseti
dnech kultivace na kontrolnim médiu a na médiu s NPA (Obr. 7). Rostliny kultivované
na kontrolnim médiu mély o0 74,5 % v ptipad¢ divého typu a o 80 % v piipadé linie fsd1-
2 méné kofenovych vlaski oproti rostlinam kultivovanym na médiu s NPA (Obr. 8).

Pocet kotenovych vlaski jednotlivych linii kultivovanych na kontrolnim médiu se
vyznamng¢ nelisil, zatimco u rostlin kultivovanych na médiu obsahujicim NPA byl pocet
kotenovych vlaskli u mutanta primérné 0 10,5 % vétsi oproti divému typu. Toto
prokézala i statistickd analyza, kdy signifikantni rozdil byl zji§tén jen pii porovnani
divého typu a linie fsd1-2 na NPA médiu (Obr. 8). Do poctu jsou zahrnuty kofenové
vlasky do vzdalenosti 5 mm od apexu primarniho kofene. Tento znak poukazuje na fakt,
ze NPA stimuluje zakladani kotfenovych vlaskii a zarovenn FSD1 muze tento jev do urcité

miry ovliviiovat.

DMSO NPA
Col-0 fsd1-2 Col-0 fsd1-2

1000 um 1000 pm 1000 pm 1000 pm

Obr. 7 Snimky primarnich kofent rostlin A. thaliana divého typu Col-0 a mutantni linie fsd1-2
deset dni po preneseni na kontrolni médium (DMSO) a na médium s pridavkem kyseliny
N-1-naftylftalamové (NPA). Snimky byly pofizené pomoci zoomovaciho stereo mikroskopu.
Meftitko = 1000 pm.
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Obr. 8 Pocet kotenovych vlasku rostliny A. thaliana divého typu Col-0 a mutantni
linie fsd1-2 deset dni po pfeneseni na kontrolni médium (DMSO) a na médium
s piidavkem kyseliny N-1-naftylftalamové (NPA). Kofenové vlasky byly pocitany
do vzdalenosti 5 mm od apexu primarniho kotene. Chybové usecky ptedstavuji
standardni odchylky; n = 9. Statisticka analyza provedena jednofaktorovou
ANOVA analyzou pti p = 0,05. Pismena a, b, c znazoriuji signifikantni rozdily.

Délky kofenovych vlaski byly odlisné v zavislosti na pfitomnosti NPA (Obr. 9A).
Délka kotenovych vlaskl byla méfena po 10 dnech od pieneseni na kontrolni a NPA
médium. NPA zpisobilo vyrazné prodlouzeni kofenovych vlaski u obou linii (Col-0 a
fsd1-2; Obr. 9A). Rozdily mezi rostlinami divého typu a mutantem nebyly zjistény.
Statisticka analyza prokazala statisticky vyznamné rozdily mezi délkami kotfenovych
vlaska rostlin kultivovanych na kontrolnim médiu a rostlinami kultivovanymi na médiu
obsahujicim NPA, kdy rostliny kultivované na NPA médiu mély primérné o 59 %
Vv piipadé¢ divého typu a 0 59,5 % v ptipadé linie fsd1-2 delsi kotenové vlasky (Obr. 9A).

Pro detailngj$i porovnani jsme vyhodnotili pocetnost kofenovych vlaskli v riznych
intervalech jejich délky (Obr. 9B). Rostliny kultivované na kontrolnim médiu maji vice
kotenovych vlaski o délkadch do 500 um, zatimco rostliny rostouci médiu s NPA maji
vice kotenovych vlaskd o délkach nad 500 um (Obr. 9B). Daéle je i pozorovatelny vliv
genotypu. Mutant fsd1-2 ma v kontrolnich podminkach rychlejsi prodluzovani v rannych
stadiich ristu kofenovych vlask (Obr. 9B), pticemz ale délka dospélych kotenovych

vlaskli nedosdhne velikosti divého typu. Prodluzovani kofenovych vlaskl je naopak
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Obr. 9 Délky kotenovych vlaska rostlin A. thaliana divého typu Col-0 a mutantni linie fsd1-2
deset dni po pfeneseni na kontrolni médium (DMSO) a na médium s piidavkem kyseliny
N-1-naftylftalamové (NPA). Délka vSech kofenovych vlaskt (A) a pocet kotfenovych vlaska
Vv jednotlivych intervalech délky (B). Chybové tsecky predstavuji standardni odchylky; n =
225, Statistickd analyza provedena jednofaktorovym ANOVA testem pii p = 0.05. Pismena a,
b znazoriiuji signifikantni rozdily.

v podminkach NPA rychlejsi u divého typu (intervaly mezi 400-650 nm), ale maximalni
délky jsou u obou linii podobné (Obr. 9B).
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Z téchto vysledki 1ze vyvodit pozitivni vliv NPA na iniciaci a elongaci kofenovych
vlaski. FSD1 ma zrychlujici efekt na elongaci kofenovych vlaskd V kontrolnich
podminkach. Zda se vsak, ze fsd1-2 mutant pomaleji odpovida na vliv NPA, coz indikuje
zapojeni FSD1 do PAT.

4.1.3 Vzdalenost korenového apexu od prvniho koienového vlasku
Vzdalenost kofenového apexu od prvniho kofenového vlasku naznacuje zménu
organizace zon kofenové $picky, pticemz zkracenim dané vzdalenosti miize dochazet ke
zkraceni meristematické, prechodové a prodluzovaci zony. Vzdalenost se lisila jednak u
rostlin kultivovanych na kontrolnim médiu a médiu obsahujicim NPA, jednak v zavislosti
na genotypu rostlin (Obr. 10). V pfipad¢ rostlin kultivovanych na NPA dochazelo k
iniciaci kofenového vlasku primémé o 52 % dfive v porovnani s rostlinami na
kontrolnim médiu. (Obr. 10). Pii porovnani divého typu a linie fsd1-2 se ukéazalo, ze
vzdalenost byla u mutantni linie vys$si (0 13,5 %), a to jak v ptipad¢ kontroly, tak i
Vv piipad¢ oSetieni (Obr 10.) Vzdalenost byla métena 10 dni po pfenosu rostlin na NPA
médium a kmeéfeni byly vyuzity snimky pofizené pomoci zoomovaciho stereo
mikroskopu (Obr. 11).

Byly zjistény signifikantni rozdily jednak mezi rostlinami kultivovanymi na riiznych
médiich a jednak mezi liniemi (Obr. 10). Tyto vysledky poukazuji na vliv NPA na iniciaci

kofenovych vlasku, kdy u rostlin na médiu s NPA dochazi k iniciaci kofenovych vlaska
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Obr. 10 Vzdalenosti kofenového apexu od prvniho kofenového vlasku rostlin A. thaliana
divého typu Col-0 a mutantni linie fsd1-2 deset dni po pfeneseni na kontrolni médium
(DMSO) a na médium s pfidavkem kyseliny N-1-naftylftalamové (NPA). Chybové
useCky predstavuji standardni odchylky; n = 9. Statistickd analyza provedena
jednofaktorovou ANOVA analyzou pii p = 0,05. Pismena a, b, ¢ zndzornuji signifikantni
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Obr. 11 Detailni snimky $pic¢ek primarnich kotenut rostlin A. thaliana divého
typu Col-0 a mutantni linie fsd1-2 po deseti dnech kultivace na kontrolnim
médiu (DMSO) a na médiu s ptidavkem kyseliny N-1-naftylftalamové (NPA).
Snimky byly pofizené pomoci zoomovaciho stereo mikroskopu. Méfitko 200
um. Sipky oznaéuji prvni kofenovy vlasek.

blize k apexu v porovnani s kontrolou. VIiv FSD1 na zakladani kofenovych vlasku se sice

projevil, ovsem tento vliv je pomérné zanedbatelny (Obr. 10).
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5 DISKUZE

Cilem této prace bylo zanalyzovat vliv modulace PAT pomoci NPA na fenotyp rostlin
tDNA inser¢nich linii A. thaliana fsd1.

FSD1 patii mezi SOD, enzymy zodpovédné za detoxikaci ROS, ¢imz zabraiuji
oxidativnimu poSkozeni rostlin (Kliebenstein et al. 1998). SOD katalyzuji dismutaci
superoxidu na peroxid vodiku. Auxin jakozto rostlinny hormon ovliviiuje fadu procest
spojenych s vyvojem a rustem kotene, jako jsou elongace kofene a gravitropismus (Chen
et al. 2014) nebo tvorba laterarnich kofent (Dubrovsky et al. 2011). Schopnost auxinu
ovlivitovat tyto procesy souvisi s biosyntézou auxinu (Chen et al. 2014) a PAT, kdy
hlavni role PAT spociva v regulaci gravitropismu (Chen et al. 1998) a rustu koifene
(Grieneisen et al. 2007). Distribuce exprese FSD1 se ¢astecné shoduje s distribuci auxinu
Vv kofenovych $pickach A. thaliana (Petersson et al., 2009; Dvoiak et al. 2021a). Z téchto
divodi jsme se snazili pomoci analyzy fenotypu kofenti mutantd fsd1l-1 a fsd1-2,
kultivovanych na médiu obsahujicim synteticky inhibitor PAT NPA, vyvodit mozny vliv
FSD1 na PAT.

Nase vysledky ukazuji, Ze chybéjici exprese FSD1 nema vliv na odpovéd’ rostlin na
NPA z hlediska prodluzovéani kotfene. Je mozné, ze tento efekt je zplisoben pravé
rozdilnosti distribuce auxinu a FSD1 v kotfenové Spicce, kdyZ auxin je na rozdil od FSD1
akumulovan v klidovém centru primarniho kofenu (Grieneisen et al., 2007; Dvorak et al.,
2021a). Kontrola metabolismu ROS je dilezita pro zabezpeceni spravného bunééného
déleni a kotenového ristu (Tsukagoshi, 2016). Zda se, ze FSD1 nema zasadni roli pro
redoxni regulaci dilezitou pro prodluZzovani primarniho kotfene regulovaného PAT.
Podobné vysledky byly ziskany také v kontrolnich podminkach (Dvotak et al., 2021a).
Redoxni homeostaze v meristému kotfene jsou kontrolovany napiiklad glutathionem,
ptesnéji pomérem redukovaného a oxidovaného glutathionu (Tsukagoshi, 2016).

Rostliny kultivované na médiu s NPA vykazovali abnormality gravitropismu. PAT je
jednim z hlavnich faktorti ovlivitujici gravitropismus. Béhem vertikalniho ristu kotene je
auxin transportovan rovnomérn¢ po vSech strandch koiene. Pokud je kofen ovSem
orientovan horizontaln¢, auxin je transportovan ve vétSi mife na spodni stranu kotene,
coz vede k nerovnomérné distribuci auxinu a ke zméné sméru ristu korene (Raschotte et
al., 2000). Toto je zapti¢inéno relokalizaci PIN3 proteint (Friml et al., 2002; Harrison
a Masson, 2008). Takto vznikly lokalni auxinovy gradient reguluje expresi genl
zodpoveédnych za syntézu Skrobovych zrn, kterd zplsobi akumulaci téchto zrn, které

funguji jako statolity (Zhang et al., 2019). Navzdory vyrazné akumulaci FSD1 v
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amyloplastech kolumely jsme nezjistili rozdily v gravitropismu mezi rostlinami divého
typu a mutanty fsd1. Role FSD1 v kolumele musi byt jesté prostudovana.

Deficience FSD1 v fsd1-2 mutantech jen mirné ovlivnila odpovéd’ rostlin na NPA
Z hlediska poctu kotenovych vlaskli a vzdalenosti iniciace prvniho kofenového vlasku.
Celkové méli rostliny divého typu kultivované na médiu s NPA delsi kotfenové vlasky,
coz se shoduje se Santelia et al. (2005). Zjistili jsme také, ze pocet kofenovych vlasku je
vyrazn¢ veétsi u rostlin kultivovanych na médiu s NPA Vv porovnani s rostlinami
kultivovanymi na kontrolnim médiu. V tomto znaku se odliSovala i mutantni linie fsd1-2
od divého typu, ale pouze pfi kultivaci na médiu s NPA, kdy mutantni rostliny méli mirné
veétsi pocet kotenovych vlaskd. Z téchto vysledki vyplyva, ze FSD1 ma jenom maly vliv
na PAT v téchto parametrech. Je tfeba poznamenat, ze k vyhodnoceni fenotypu
kotfenovych vlaska byly k dispozici jenom rostliny linie fsd1-2. Je potiebné tyto vysledky
potvrdit i na druhé mutantni linii.

Mezi faktory ovlivilujici tvorbu a riist kofenovych vlaski patii membranovy transport
a aktinovy cytoskelet (Samaj et al., 2006), interakce nékolika proteint jako RHD6 a RSL4
(Menand et al., 2007; Mangano et al., 2017), pfitomnost fytohormonu (Pitts et al., 1998)
a produkce ROS a akumulace Ca?" (Foreman et al., 2003). Mista tvorby kofenovych
vlaskd jsou charakterizovana zvy$enou akumulaci Ca?*, ROS a Rop GTPas. Ve chvili,
kdy je koncentrace Ca?" v apoplastu vysoka, dojde k aktivaci kanalti propustnych pro
Ca?* a nastane influx Ca?* do cytoplazmy (Foreman et al., 2003). Pii vysokych
koncentracich Ca?" v cytoplazmé dojde k produkci ROS prostiednictvim RBOHs
(Foreman et al., 2003). ROS produkované RBOH maji schopnost modifikovat bunécnou
sténu, ¢imz determinuji rast kotfenovych vlaskd (Kérkonen a Kuchitsu, 2015). Rop
GTpasy (ROP2,4 a 6) oznacuji mista, v nichz dochazi k iniciaci tvorby kotfenovych
vlaskli, a zaroven jsou piitomny po celou dobu ristu a vyvoje kofenového vlasku
(Molendijk et al., 2001; Jones et al., 2002). Rop GTPasy jsou regulovany ARF1-
GTPasou, coz je dulezitd komponenta vezikularniho transportu (Yang, 2002). ROP2
reguluje aktivitu RBOH kédované RHD2, ktery hraje dileZitou roli b&hem influxu Ca?*
do bunky (Jones et al., 2007).

RBOHC je isoformou RBOHSs produkujici superoxidovy radikal smérem do apoplastu
a ovlivilyje rast kofenovych vlaskti (Chapman et al., 2019). Jednou z moznosti regulace
apoplastického superoxidu je regulace prostiednictvim SOD (Pilon et al., 2011). FSD1
jakoZzto jedna z SOD by mohla tuto roli zastavat, a to z n€kolika divodid. FSD1 ma

transmembranovou doménu na plazmatické membrané, orientovanou smérem do
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apoplastu (Ptiloha 1; Ptiloha 2). Dvoiak et al. (2021a) zaznamenali zvySenou expresi
FSD1 v trichoblastech, ze nichz nasledné¢ vznikaji kotenové vlasky. Tato data se shoduji
s expresi RBOHC (Pfiloha 3). Z téchto divodu I1ze usoudit jistou moznost vyskytu FSD1
v apoplastu a jeji roli v regulaci hladiny apoplastického superoxidu a peroxidu vodiku.
Tato hypotéza ale musi byt potvrzena dalSimi experimenty. Jako mozny experiment pro
prokazani role FSD1 v odbouravani apoplastického superoxidu lze vyuzit mutantni linii
fsd1l kultivovanou na médiu s inhibitorem RBOHSs diphenyleneiodonium (DPI). Tato
fenotypova pozorovani by bylo vhodné doplnit o detekci hladiny ROS u fsd1 mutantt
Vv zavislosti na ptitomnosti inhibitoru. V budoucnu je potiebné zjistit hladiny transkripce,
abundance a aktivity FSD1 v mutantech rbohc. In vivo mikroskopické analyzy mizou
odhalit zmény v lokalizaci FSD1 v trichoblastech v rbohc mutantech. Je ale také potiebné
dokazat moznou lokalizaci FSD1 na plazmatické membrané nebo v apoplastu.
V literatufe byla tato lokalizace prokazana napi. pro CSD1 v listech hrachu nebo pro
MnSOD a Cu/ZnSOD v kotenech psenice (Hernandez et al., 2001; Sgherri et al., 2007).
Dutkaz lokalizace FSD1 na PM je mozné provést pomoci kolokalizace FSD1-GFP
s membranovym markerem — napf. vitalnim barvivem FM4-64 (Novak et al., 2018).

Nase vysledky naznacuji, ze regulace hladiny apoplastického superoxidu se zicastnuji
jiné mechanismy nez FSD1. Do vahy pfichéazi také spontanni rozklad superoxidu, ktery
je ovSem zavisly na pH (Fridovich, 1983). Dal§i moznosti je mozna redundance FSD1
s CSD1, k niz dochazi pfedevsim pii vysoké koncentraci médi. Obsah Cu v %2 MS médiu
je 0,1 uM, coz se povazuje za nizkou koncentraci, ale pii této koncentraci dochazi také
k expresi CSD1, coz nevyluéuje mozné nahrazeni FSD1 pomoci CSD1 (Yamasaki et al.,
2009; Cohu et al., 2009).

43



6 ZAVER

V této praci jsme se zabyvali analyzou fenotypu kofenti rostlin A. thaliana divého typu
Col-0 a mutantnich linii fsd1-1 a fsd1-2 pfi modulaci PAT. Byla pozorovana délka
primarnich kofent, délka a pocet kotenovych vlaski a vzdalenost prvniho kofenového
vlasku od kotenového apexu. PAT byl modulovan pomoci inhibitoru NPA.

Zjistili jsme, ze FSD1 neovliviuje zmény v prodluzovani kofene v odpovédi na
inhibici PAT, coz je pravdépodobné zplsobeno absenci FSD1 v klidovém centru.
Naopak FSD1 muiZe mit vyznam pro regulaci tvorby a prodluzovani kofenovych vlaski
regulovanych pomoci PAT. Avsak je pravdépodobné, Ze ROS jsou béhem téchto procesi
primarn¢ kontrolovany jinymi mechanismy a FSD1 se na redoxni regulaci podili malym
dilem. Absence FSD1 také ovliviiuje pletivovou organizaci kofenového apexu
v odpovédi na PAT a zplsobuje posunuti diferenciacni zény dale od apexu.

FSD1 ma tedy specificky vliv na reakci rostlin na modulaci PAT, ale pfesné poznani jeji

role v tomto procesu vyzaduje dalsi experimenty.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABA
ABC
AMI1
AO
AOX
APM1
APX
ARF
ASC
ASC-GSH
AUX1/LAX
CAT
CPNZ20
CSD
DHA
DHAR
DPI
ER

Fd
FNR
FSD
FTR
GBF1
GOX
GPX
GPXL
GR
GSH
GSSG
IAA
IAA-AA
IAAld
IAM

kyselina abscisova

ATP vazajici kazetovy transportér
amidasa 1

aldehydoxidasa

alternativni oxidasa
aminopeptidasa 1
askorbatperoxidasa

faktory auxinové odpoveédi
askorbat

askorbat-glutathionovy cyklus

AUXIN RESISTANTI1/LIKE AUXI1 pienasece

katalasa

co-chaperon 20

Cu/Zn superoxiddismutasa
dehydroaskorbat
dehydroaskorbatreduktasa
diphenyleneiodonium
endoplazmaticke retikulum

ferredoxin

ferredoxin NADP* reduktasa

Fe superoxiddismutasa

ferredoxin dependentni thioredoxinreduktasa
G-box vazajici faktor 1
glykolatoxidasa

glutathion peroxidasa

enzymy podobné glutathionperoxidase
glutathionreduktasa

glutathion

glutathion disulfid

kyselina indol-3-octova

amidové konjugaty kyseliny indol-3-octové
indol-3-acetaldehyd

indol-3-acetamid
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IAN indol-3-acetonitryl

IAOX indol-3-acetaldoxim

IBA kyselina indol-3-maselna

IPYyA kyselina indol-3-pyrohroznova

MAPK mitogenem aktivované proteinkinasa

MDA monodehydroaskorbat

MDAR monodehydroaskorbatreduktasa

MelAA metylester kyseliny indol-3-octové

MP mezimembranovy prostor

MSD Mn superoxiddismutasa

MV methylviologen

NAA kyselina 1-naftyloctova

NIT nitrolasa

NPA kyselina N-1-naftylftalamova

NTR NADPH dependentni thioredoxinreduktasa
OPPP oxidativni pentosa-fosfatova draha

PAO polyaminoxidasa

PAT polérni transport auxinu

PCD programova bunécnd smrt

PIN Plant-specific pin-formed protein

PILS proteiny podobné PIN proteiniim

PLT PLETHORA gen

PRX peroxidasa

Prxr peroxiredoxin

PSI fotosystém I

PSII fotosystém 11

RAM kotenovy apikalni meristém

RBOH NADPH-oxidasa lokalizovana na plazmatické membrané
ROS reaktivni formy kysliku

RSL4 ROOT HAIR DEFECTIVE SIX-LIKE 4 transkrip¢ni faktor
SA kyselina salicylova

SAPX stromalni askorbétperoxidasa

SIMRs stresem indukované morfogenetické odpovédi
SOD superoxiddismutasa
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SPL7
tAPX

TF

TIBA
TIR1/AFB

Trx
TWD1
X0
2,4-D

SQUAMOSA promotor vazajici protein-like 7

tylakoidni askorbatperoxidasa

transkrip¢ni faktor

2,3,5-trijodobenzoova kyselina

TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1/AUXIN SIGNALING
F-BOX receptor

thioredoxin

chaperon TWISTED DWARF1

Xantinoxidasa

kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova
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9 PRILOHY

A Alom_wz nane
DAS-THMFilter nane
Eiconda_wl 1tm
Hram Top_w2 1+ 7 tm (N-outl
MemSat_w3 nane
Minnou nane
Fhilius nane
Fhobius nane
PredTmr_wl nane
Scampi hone
SosuiG_wl.l nane
SWMEm_w3 nane
THUMEBUP _w1 nane
TrHMH_w2 nane
THHMOD nane
TmPred ———F+———— % tm (W-ind
TopPred_wz2 1 tm
AramTmCar —————F+———— O tm

= 3
E=3 =3
25 a0 75 jiLile] 125 150 175 200

1 maassavtan dalephmskg tlefhwgkhh rayvdnlkkg vlgtelegkp

1 lehiih=styn ngdllpafnn aagawnheff wesmkpgggg kpsgellall erdftesyekf
121 yEEFNARRAT QFGAGWAWLE ¥Sneklkvvk tPNAVNELVL GSFPLLTIDV WEhayyldfqg

181 nrrpdyiktf mtnlvsweav sarleaakaa sa

Ptiloha 1 Predikce transmembranovych domén podle databaze Aramemnon
(http://aramemnon.botanik.uni-koeln.de/; A), lokalizace transmembranovych
domén predikovanych v Obr. A (B).



TMpred output for UNKNOWN

[EMBnet-Server] Date: Sun May 16 14:59:55 2021

TMpred prediction output for : TMPRED.5561.420909.seq

Sequence: MRR...ASR length: 212
Prediction parameters: TM-helix length between 17 and 33

1.) Possible transmembrane helices

The seguence positions in brackets denominate the core region.
Oonly scores above 500 are considered significant.

Inside to ocutside helices : 2 found
from to score center
124 ( 124) 141 ( 141) B15 133
151 ( 151) 171 ( 171) 531 161
Cutside to inside helices : 2 found
from to score center
124 ( 124) 141 ( 141) 489 133
153 ( 133) 171 ( 171) 538 161
2.) Table of correspondences

Here is shown, which of the inside-»outside helices correspond
to which of the outside->inside helices.
Helices shown in brackets are considered insignificant.
R "+" symbol indicates a preference of this orientatiom.
A "++" symbol indicates a strong preference of this orientation.

inside->outside outside->inside

|
124- 141 (18) 815 ++ I{ 124- 141 (18) 489 )
151- 171 (21} 531 | 153- 171 (18) 538

3.) Suggested models for transmembrane topology

These suggestions are purely speculative and should be used with
EXTREME CAUTION since they are based on the assumption that

all transmembrane helices have been found.

In most cases, the Correspondence Table shown above or the
prediction plot that is also created should be used for the
topology assignment of unknown proteins.

2 possible models considered, only significant TM-segments used
w#*% the models differ in the number of TM-helices ! ##¥

————— > STRONGLY prefered model: N-terminus inside

R ISR S R E———

e T

Ptiloha 2 vystup predikce transmembranovych domén podle programu
TmPred (https://fembnet.vital-it.ch/software/TMPRED_form.html).


https://embnet.vital-it.ch/software/TMPRED_form.html

Response to Nitrogen, Gifford et al. 2008
Roots from ~12 day oid seediings grown under long-day and low-nitrogen conditions are the baseline. Cell type-specific
data were generated by fluorescence-activated cell sorfing after 2 hours exposure fo 5 mM KNO, t the start of the day,

Ptiloha 3 Exprese RBOHC v buiikach primarniho kotene Arabidopsis thaliana.
Zdroj: https://bar.utoronto.ca/



