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Abstrakt

Bakalaiska prace se zabyva reakcemi rostlin na nizké mnozstvi dostupného fosfatu,
ktery je pro rostlinu esencialni zZivinou. V regulaci odezvy hraji dualezitou roli rostlinné
hormony strigolaktony, které ovliviwuji vyvoj celé rostliny. Jejich biosyntéza pii plsobeni
fosfatového stresu vzrusta. Tato prace se sklada ze tii zakladnich ¢asti. Prvni ¢ast je zamétena
na fosfor, jeho slouceniny a dostupnost v prostiedi. Druha se vénuje piedevS§im stresu
zpusobenému nedostatkem dostupného fosfatu — jeho vnimani rostlinami, adaptacim na stres
a signalizaci jak lokélni, tak na dlouhé vzdalenosti. Pozornost je zde vénovana i dalSim
fytohormonim, zejména auxinum, cytokininum, giberelinim, etylénu, kyseliné abscisové a
dalSim signalnim molekulam jako je sachardza, samotnd molekula fosfatu nebo mikroRNA.
Treti ¢ast se zabyva vyhradné strigolaktony, jejich strukturou, biosyntézou, signalizaci a

mechanismem U¢inku Vv pribéhu stresu.

Kli¢ova slova: fosfat, nedostatek, strigolakton, fytohormony, stres



Abstract

This Bachelor thesis is focused on the reactions of plants to low levels of available
phosphorus, which is essential element for plant nutrition. In the context of plant stress, plant
hormones strigolactones play very important role. Strigolactones influence growth and
development of the whole plant. Biosynthesis of strigolactones increases under phosphate
deficiency. This thesis consists of three parts. The first part is concentrated on phosphorus, its
compounds and its availability in the environment. The second part is mainly dedicated to
phosphate stress — its sensing by plants, their adaptations to stress and local as well as long
distance signalling. Attention is also paid to phytohormones, namely auxins, cytokinins,
gibberellins, ethylene, abscisic acid and other signal molecules, like sucrose, the phosphate
molecule itself and microRNAs. The third part is focused mainly on the structure,
biosynthesis, signal transduction and the mode of action of strigolactones during phosphate
stress.

Keywords: phosphate, deficiency, strigolactone, phytohormones, stress
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Regulace piijmu fosfatu strigolaktony

Uvod

Tmavé zbarveni listd, zmenSeni listové plochy ¢&i poctu listd, snizend efektivita
fotosyntézy a zména v morfologii kofenového systému - tyto ale i mnohé dalsi jevy jsou
projevem deficience esencialni ziviny fosforu.

Fosfor hraje dilezitou tlohu ve stavbé zivych organizmi. Pro rostliny je nezbytnou, casto
limitujici miner&lni Zivinou, jejiZ zasoby v piirodé¢ maji neobnovitelny charakter. Pii sklizeni
plodin zpoli se velkd cast fosforu zpfirody odebira. Proto vzajmu udrZitelnosti
zemédelskych systémil je nezbytné obohacovat ptidu timto prvkem.

Zvyseni efektivity vyuziti P ziskaného z pidy mize pozitivné ovlivnit tvorbu biomasy a
vynos z hektaru i pii soucasné nebo dokonce nizs$i spotiebé fosfatovych hnojiv
(Zhang et al., 2014). Roc¢ni svétova spotieba fosforeénych hnojiv piesahuje 47 miliond tun a
kazdym rokem roste, zatimco jejich zasoby klesaji (FAO, 2012). Vhodnou strategii jak snizit
spotiebu fosforeénych hnojiv je vyslechtit rostliny, které budou schopny efektivnéji fosfor
vyuZzit. Dilezitym piedpokladem je ovSsem poznéni, jak rostliny vnimaji jeho nedostatek a jak
na n&j reaguji. Pripadné zjisténi, jak jsou schopné se vyrovnat s jeho nedostatkem. Jako
perspektivni se v této problematice ukazuje byt pisobeni fytohormont, zapojenych do
stresovych reakci béhem nedostatku fosfatu (P;) v rostlinach.

Hlavnim cilem této bakalaiské prace je nastinit problematiku pfijmu a vyuziti fosforu
rostlinami za pouziti souc¢asné védecké literatury. Prace sestava ze tii zakladnich ¢asti. Prvni
Cast prace je zamétena na fosfor, jeho formy a dostupnost pro rostliny. Druha ¢ast zahrnuje
mechanismy vnimani a reakce rostlin na jeho nizké mnoZstvi a dostupnost. Nasleduje
signalizace nedostatku P na kratkou vzdalenost, probihajici pomoci rostlinnych hormont a jeji
pusobeni na anatomii a fyziologii rostlin. Tuto kapitolu uzavira signalizace na dlouhé
vzdalenosti prostiednictvim floémového a xylémového toku a dale reakce rostlin na vysokou
hladinu P;. V posledni, tieti ¢asti prace je pozornost vénovana strigolaktoniim, hormontim,
jejichz funkci je ptedevs§im zvySeni pfijmu fosfatu, podpora tvorby lateralnich kotfent a
kotfenového vlaSeni a inhibice rtistu nadzemnich ¢asti. Po pfemisténi rostlin z prostredi
s dostatkem P; do prostfedi sjeho nedostatkem biosyntéza téchto fytohormoni vzrusta.
V préci je popsana struktura strigolaktonu, jejich biosyntéza, signalizace a jejich vysledny

vliv na rostlinu.
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Regulace piijmu fosfatu strigolaktony

1 Fosfor, jeho dostupnost v proestiredi a vyznam pro rostliny

1.1 Interakce rostlin a prostiredi

Rostliny jsou pfisedlé organizmy. Ptijem prvkl potiebnych pro biochemické, bunécné,
fyziologické a vyvojové procesy probiha predev§im pomoci kofenti, ale muze probihat i
celym povrchem rostliny. Mnozstvi prvki piijatych rostlinou nemusi byt limitovano jejich
absolutnim mnozstvim v pudé¢, ale i jejich dostupnosti pro rostliny. Z chemickych a
fyzikalnich vlastnosti pudy je pro pfijem prvku rostlinou dulezita jeji struktura, zrnitost, obsah
vzduchu, obsah vody a pH. K uvolnéni prvkl z nerozpustnych soli pfispiva snizeni pH pidy
prostiednictvim kyselin, které rostlina vylucuje do rhizosféry. Neméné dulezité jsou také
morfologické prestavby kotfenového systému, které umoziuji zvysSit mnozstvi kofenu a
kofenového vlaseni v mistech bohatych na Ziviny. DalSi alternativou jsou symbiotické vztahy

s nékterymi houbami (oddéleni Glomeromycota), které napomahaji s piijmem Zivin.

1.2 Fosfor

Fosfor (P) je povazovan za esencidlni prvek, nepostradatelny pro rostliny. V pudé se
vyskytuje ve velmi nizkych koncentracich, nerovnomérné rozptyleny a z vétsi casti
nerozpustny. Jeho slouéeniny se v pudé pomalu pohybuji — rostlina pfijme maximalné 5 %
potiebného fosforu pomoci vztlaku vytvoreného kofenem. Zbyly fosfor se ke kofenum musi
dostat za pomoci difuze, ktera je v piipadé sloucenin fosforu také velmi pomala a pti sniZujici
se vlhkosti se jesté vice zpomaluje (Clarkson, 1981). Fosfor je ovsem nezbytny pro mnoho
slozek rostlinné bunky a pro jejich fungovéni. P obsahuji napiiklad deoxyribonukleové
kyseliny (DNA), ribonukleové kyseliny (RNA), fosfoproteiny, fosfolipidy, cukry,
adenosintrifosfat (ATP), adenosindifosfat (ADP), nikotinamidadenindinukleotidfosfat
(NADPH) (Bieleski, 1973; Linkohr et al., 2002). Rostliny za béznych podminek obsahuji
okolo 2000 mg P v 1 kg susiny (Salisbury & Ross, 1992).

1.2.1 Formy fosforu a jeho dostupnost

Fosfor se v pud¢ vyskytuje jak ve formach organickych fosfatt, tak v anorganickych
formach jako fosfore¢nan (PO4%) a polyfosfore¢nany (s valenénim &islem P*°) a v dalSich
forméach s valencemi P2, P*® i P** (Marschner, 1995). Anorganicky fosfor se stava pro
rostliny dostupnym pouze jako fosfore¢nanovy anion. Rostliny ovsem mohou ziskavat fosfor
rovnéz z organickych sloucenin (Cheng et al., 2011). Aby rostliny mohly vyuZit organicky
fosfor, musi byt hydrolyzovany nebo mineralizovany do podoby ionti H,PO, a HPO,*
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Regulace piijmu fosfatu strigolaktony

(Hagen & Hopkins, 1955). Pravé za timto ucelem rostliny do svého bezprostiedniho okoli
vylucuji  organické kyseliny a kyselé fosfatdzy, které jim napomahaji fosfor
ptijimat (Cheng et al., 2011). Mezi organické kyseliny patii pifedev§im citrat a malat. Tyto
kyseliny vytésni fosfat z anorganickych slou¢enin P. Tim se stava P
dostupnym (Gerke et al., 2000). Z organickych sloucenin se P ziskdva hydrolyzou pomoci
fosfatdz, mezi které patii napt. fytaza, ktera je schopna stépit kyselinu fytovou. Tyto strategie
jsou pro rostlinu velmi energeticky naro¢né (George et al., 2002). Piijaty P; je nasledné
pomoci  ptenasece PHT  (high-affinity P; transporter) rozveden po celé
rostling (Karthikeyan et al., 2002). V¢tSina piijatého P; je transportovana do vakuol, kde
muze byt uloZzeno az 95 % ptijatého P; v buiice a které funguji jako zasobni rezervoar, ze
kterého muze rostlina Cerpat pii jeho nedostatku (Raghothama, 1999; Pratt et al., 2009).
Potiebny P; mohou rostliny ziskavat také pomoci arbuskularni mykorhizy (AM), kterou tvoii
s nékterymi druhy hub z oddé¢leni Glomeromycota (Ruyter-Spira et al., 2013). Klicovym
krokem ke kolonizaci kofent rostlin je vylucovani rostlinného hormonu strigolaktonu, ktery
napomaha houbovym hyfam smérovat jejich rast (Parniske, 2008). Systém houbovych hyf
nékolikanasobné zvétSuje prostor, ze kterého muze rostlina ¢erpat P;. Houba ho poskytuje
rostliné vyménou za uhlik fixovany rostlinou (Richardson & Simpson, 2011). Nepostradatelna
je také recyklace Pj, kterd probiha na dkor starnoucich listii ve prospéch vzrostného vrcholu.
U Hakea prostrata se timto zptisobem muze remobilizovat az 80 % P; obsaZzeného
v listech (Shane et al., 2014).
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2 Stres zpisobeny nedostatkem fosforu

2.1 Vnimani deficitu P;

Rust a vyvoj rostlin je regulovan jak endogennimi faktory (zejména rostlinnymi
hormony), tak interakci s vné&jsim prostiedim. Rostliny vnimaji podnéty a spousti signalni
drahy, které ptenaseji informace a stimuluji odpovidajici odezvy. Receptory pro P; jsou
V cytoplazmé i na plazmatické membrang. Pro vnimani P; rostlinou jsou znamé dvé drahy -
prvni zavisi na vng&jsi koncentraci P;, ktera je vnimana pfedevs§im v oblasti kotenové ¢epicky,
a vyvolava lokalni signalizaci. Druha je ovlivnéna mnozstvim P; v celé rostlingé a spousti
signalizaci na dlouhé vzdalenosti a systemickou signalizaci (Thibaud et al., 2010;
Chiou & Lin, 2011).

Pokus provedeny na rostlinach Arabidopsis thaliana prokazal, ze rostliny péstované na
dvou médiich s rozdilnou koncentraci fosfatu, 2500 UM P; a 125 uM P; maji po pteneseni do
média bez dostupného P; rozdilnou dobu reakce na P; deficit. Rostliny péstované v médiu
s 125 uM P; mnohem rychleji reagovaly na nedostatek dostupného Pj, coZ mélo za nasledek

vysSi expresi PSR gent (phosphate streavation-responsive gene; Lai et al., 2007).

2.2 Adaptace na deficit P;

Vystaveni rostlin nizkym koncentracim dostupného P; vede k ftadé adaptivnich
odpovédi. Odezvy zahrnuji zmény v morfologii a stavbé kofene, zvySeni mnozstvi
vyluCovanych organickych kyselin a fosfataz (Marschner, 1995) a take stimulaci exprese
vysokoafinitnich pienasect P; (Karthikeyan et al., 2002). N¢které druhy, jako napt. lupina
bila (Lupinus albus), vytvafi pfi nedostatku P; vétsi mnozstvi kratSich lateralnich kofend,
pii¢emz nékteré rostliny jsou schopny tvofit tzv. proteoidni kofeny, které se skladaji z velmi
hustych kofenovych vlaskd. Tim se zvétSuje plocha rhizosféry (Lambers et al., 2011).
Vsechny tyto zmény jsou zpiisobeny expresi PSR gent.

Pii nedostatku P; probihaji zmény i v nadzemni casti. Jednou z reakci je zvySena
akumulace glukdzy a Skrobu v listech. K mirnému sniZeni dochazi v listech naopak v piipadé
sachardzy (Ciereszko et al., 2001). Rostliny transportuji sachar6zu z listi do kofenu, ¢imZ se
zvySuje mnozstvi uhliku a stimuluje rust kofent. Dochazi ke zméné poméru mezi kofeny a
prytem ve prospéch kofene (Liu et al., 2005). Dalsi odpovédi na P; stres je sniZeni
fotosyntetické aktivity (Fredeen et al., 1990). ZvySuje se také recyklace P; ze starnoucich
lista (Shane et al., 2014).
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2.3 Signalizace deficitu P;

Signalizace P; deficitu je velmi komplexni, je t€zké rozlisit lokalni a systémovou sloZku
signalizace. Rostlina pii signalizaci vyuZivd fytohormony, mikroRNA (miRNA), proteiny,
sachardzu, ale tfeba i samotnou molekulu P;. VSechny tyto latky rostlinam pomahaji

vyrovnavat se se stresovym prostiedim (Chiou & Lin, 2011; Zhang et al., 2014).

2.3.1 Fytohormony

Fytohormony, neboli rostlinné hormony, jsou aktivni latky, které reguluji rst a vyvoj
celé rostliny. Tyto latky pasobi ve velmi nizkych koncentracich, fadové 10" a7 10™° M. Jejich
u¢inky jsou pleiotropni, jednotlivée fytohormony ovliviiuji fadu procesti. Soucasné jeden
proces je ovliviiovan nékolika fytohormony (Srivastava, 2002).

Rostlinné hormony lze rozdélit podle n¢kolika kritérii. Pro ucel této prace je
nejvhodnéjsi rozdéleni na ,,stresové hormony*, do kterych patii kyselina abscisova (ABA),
etylén (ET), kyselina jasmonova (JA), kyselina salicylovd (SA), a na skupinu ,,pozitivnich
rustovych regulatora®, které zahrnuji auxiny (AUX), cytokininy (CK), gibereliny (GA),
brassinosteroidy (BR) a strigolaktony (SL). Hormony nalezejici do ,,pozitivnich rastovych
regulatort se vyznacuji tim, Zze podporuji bunécné déleni a rist, ovliviiyji vitalitu a stimuluji
vyvoj rostlin. Naopak ,,stresové hormony“ hraji velkou roli pfi obrané proti biotickym a
abiotickym stresim, coz je zpravidla spojeno s inhibici bunééného déleni a potlacenim rustu.
Omezeni rustu je nezbytné pro piesmérovani zdroji energie pro obranné reakce

(Vaiikové, 2010).

2.3.2 Lokalni signalizace nedostatku P;

Lokalni signalizace nedostatku P; se ucastni AUX, CK, ET, SL, GA a ABA. Hormony
maji vliv na expresi PSR (phosphate starvation response) gent (Varikova, 2010; Chiou & Lin,
2011; Zhang et al., 2014). Tyto geny nasledné zptsobuji pfestavbu kotfenové struktury (RSA-
root system architecture), spocivajici v potlaceni rustu primarniho kofene a zvySeni ristu

lateralnich kotenti a tvorby kofenovych vlaskd..
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Nizky obsah P;

e /
 Primarni koten ( Laterdlni kofen | Kofenové viasent | Exprese PSR )

Obr. 1: Hormonalni odpovéd’ kofene v podminkach P; stresu. Rostliny pfi nedostatku P; zvySuji biosyntézu
auxind, etylénu, strigolaktonii a kyseliny abscisové. Produkce giberelind a cytokininii se naopak snizuje.
Hormony ovlivityji riist primarniho kofene, lateralnich kofent v blizkosti hypokotylu, kofenovych vlaski a také
expresi PSR genti. V tomto schématu je znazornén vliv jednotlivych fytohormont na rust kotfene a expresi PSR

genil (upraveno podle Zhang et al., 2014)

2.3.2.1 Auxiny (AUX)

Auxiny jsou rostlinné hormony, které stimuluji prodluzovani bunék, reguluji
gravitropickou a fototropickou odpoveéd’ a inhibuji vyvoj axilarnich meristému. Ptirozenymi
auxiny jsou kyselina indol-3-octova, kyselina indol-3-maselna, kyselina 4-chlorindol-3-octova
a kyselina fenyloctova. Jejich struktura je odvozena prevazné od tryptofanu (Davies, 1995).

Auxiny se vaZi na receptor TIR1 (transport inhibitor response 1) a vytvaii komplex S
auxinovymi represory z rodiny AUX/IAA (auxin/indole-3-acetic acid). Tvorba komplexu
stimuluje degradaci represoru proteasomem. Degradace represoru umoziuje nhasednuti
transkripénich faktort ARF (auxin response factors) na promotory gent indukovanych
auxiny.  Jejich  exprese umozni, mimo jiné, zmény v  architektuie RSA
(Pérez Torres et al., 2008).
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Pusobeni auxint pii P; stresu zpusobuje piestavbu RSA, ktera zahrnuje predevsim
inhibici ristu primarniho kofene, podporu rustu lateralnich kofenii a podporu tvorby
kofenového vlaseni (Obr. 1). Neni oviem jasné, do jaké miry jsou zmény v RSA ovlivnény
zvySenou hladinou auxini, nebo zvySenou citlivosti vaéi tomuto hormonu
(Lopez-Bucio et al., 2002).

2.3.2.2 Cytokininy (CK)

Cytokininy stimuluji pfedevs§im déleni bunék a potlacuji apikalni dominanci. Struktura
cytokinini je odvozena od adeninu, ktery méa navézanou postranni skupinu na N°. Pfikladem
mize byt trans-zeatin a isopentenyladenin (Davies, 1995).

Cytokininy se vazi na receptory AHK2, AHK3, AHK4 (Arabidopsis histidine kinase),
dvouslozkoveé histidinove kinazy. Vazba cytokinint vyvola konformac¢ni zmény, které vedou
k autofosforylaci a ke sledu fosforylac¢nich reakci. To ma za nasledek aktivaci transkripnich
faktort ARR typu-B (Arabidopsis response regulator) a expresi genu indukovanych
cytokininy (Aoyama & Oka, 2003; Yonekura-Sakakibara et al., 2004).

Za neptiznivych podminek zpusobenych nedostatkem dostupného P; hladina
endogennich cytokininid klesd. Exogenni aplikace cytokininu ma za nasledek potlaceni
odpovédi PSR gent (Obr. 1; Martin et al., 2000).

2.3.2.3 Gibereliny (GA)

Gibereliny zptsobuji prodluzovani stonku, stimuluji kveteni a kli¢eni semen. Jejich
struktura je odvozena od diterpenoidnich kyselin. Zastupcem giberelint je napt. kyselina
giberelovéa (Davies, 1995).

Gibereliny se vazi na jaderny protein GID1 (gibberelin-insensitive dwarf 1) a vytvaii
komplex s represory DELLA, které jsou poté degradovany proteasomem. Tim se umozni
exprese gend giberelinové odpovédi (Ueguchi-Tanaka et al., 2005).

Nizka hladina P; vede k sniZeni hladiny giberelinu, coZz ma za nasledek hromadéni
DELLA proteint. To zpisobuje charakteristickée zmény v RSA (jako je inhibice rastu
primarniho kofene, stimulace ristu lateralnich kotfent a kotenového vlaseni - Obr. 1) a také
muze byt stimulovana akumulace antokyant. VIiv DELLA proteind na expresi PSR nebyl
pozorovan. Exogenni aplikace giberelini dokaZze potlacit odezvu na P; stres
(Jiang et al., 2007).
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2.3.2.4 Etylén (ET)

Etylén je rostlinny hormon, ktery se pfirozené vyskytuje v plynné formé. Jeho G¢inky
na rostlinu se projevuji inhibici prodluZzovani bunék, stimulaci radiadlniho rGstu, ztratou
gravitropismu a navozeni zrani u ploda. Etylén je syntetizovan z methioninu (Davies, 1995).

Etylén se véZe na receptor ETR1 (ethylene receptor 1), ktery je dvousloZkovou
histidinovou kindzou, piipadné na receptory ERS1, ETR2, ERS2 a EIN4. Navazanim dojde
k deaktivaci kinazy CTR1 (constitutive triple response) a odstépeni cytoplazmatické casti
transmembranového proteinu EIN2. Tato ¢ast EIN2 je transportovana do jadra, kde aktivuje
transkripéni faktor EIN3, ktery spusti expresi etylénem fizenych gent (Guzméan & Ecker,
1990; Lopez-Bucio et al., 2002; Merchante et al., 2013).

Kofeny fazolu (Phaseolus vulgaris) rostouci pii nedostatku P; produkuji dvakrat vice
etylénu nez kofeny rostouci v prostfedi s dostupnym P; (Borch et al., 1999). Etylénem
vyvolané zmény v RSA jsou charakteristické inhibici ristu primarniho kofene
(Ma et al., 2003), inhibici prodluZzovéani lateralnich kotfeni (LOpez-Bucio et al., 2002) a
podporou rastu kofenového vlaseni (Obr. 1; Zhang et al., 2003).

2.3.2.5 Kyselina abscisova (ABA)

ABA reguluje vodni hospodafeni rostlin a udrZzuje dormanci semen a pupent.
Strukturné se ABA tadi mezi seskviterpeny (Davies, 1995).

ABA se vaZe na receptory PYR/PYL (pyrabacin resistance, pyrabacin resistance-like)
a nasledné vytvaii komplex s fosfatdzou PP2C (protein phosphatases 2C, napi. ABI1 , ABI2;
ABA-insensitive). Tim je umoznéna fosforylace kinaz typu SnRK2 (Snfl-related kinase 2,
napt. OSTI1; open stomata), kterd aktivuje transkripéni faktory a iontové kanaly
(Soon et al., 2012).

Kyselina abscisova ma ulohu pfi potlacovani exprese nékterych PSR genii pii P;
deficitu (Obr. 1; Ribot et al., 2008), ale nema zasadni vliv na reakci rostliny na P; stres (Trull
etal., 1997).

2.3.2.6 Strigolaktony (SL)

Strigolaktony jsou rostlinné hormony, které hraji klicovou roli pfi kolonizaci kofene
symbiotickymi houbami. Déle inhibuji riist nadzemni ¢asti rostliny a podporuji riist kotend.
Strukturné jsou strigolaktony odvozeny od karotenoidd. Mezi jejich zastupce patii napf.

orobanchol a strigol (Davies, 1995).
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Dle soucasnych poznatku strigolaktony zprostiedkuji interakci mezi F-box proteinem
(MAX2) a o/p hydrolazou (D14), ¢imz je stimulovana degradace transkripénich represora
(Ruyter-Spira et al., 2013). Vice v kapitole 3.

U mnoha rostlinnych druht jako je napt. ryze (Umehara et al., 2010), raj¢e (LOpez-
Raez et al., 2008) a bobovite rostliny (Yoneyama et al., 2008), bylo potvrzeno, Ze biosyntéza
strigolaktonti zna¢né vzrista pii P; deficitu. Strigolaktony poté inhibuji rast primarniho
kotene (Ruyter-Spira et al., 2011) a lateralnich kofeni (Mayzlish-Gati et al., 2012). Na
kofenové vlaseni maji strigolaktony opa¢ny efekt a podporuji jeho tvorbu (Obr. 1; Mayzlish-
Gati et al., 2012). Strigolaktony také brani rastu pupent a vétveni nadzemni ¢asti (Czarnecki
etal., 2013).

2.3.3 Systémova signalizace nedostatku P;

Systémova signalizace funguje na dlouh¢é vzdalenosti. Je zprostfedkovana pomoci
xylémového a floémového toku, které rozvadi signalni molekuly po celé rostling
(Lucas et al., 2013).

2.3.3.1 Transport pomoci xylému

Signalizace na dlouhé vzdalenosti za vyuZiti xylémového toku je pro rostlinu nezbytna
z davodu ptenosu signalu z kotene do nadzemni ¢asti. Cytokininy, strigolaktony a molekuly
P; funguji jako hlavni signalni molekuly transportované xylémem pii nedostatku P; (Obr. 2;
Zhang et al., 2014).

Kohlen et al. (2011) zjistili, Ze se snizenim mnozstvi P; v médiu dochazi k transportu
strigolaktont xylémovym proudem do prytu, kde nasledné potlacuji vétveni prostiednictvim
stimulace PSR gent. Naopak cytokininy, které jsou také pti P; stresu transportovany pomoci
xylému do nadzemni ¢asti, v prytu na rozdil od strigolaktont potlacuji odpovéd’ PSR gent
(Martin et al., 2000). V ptipad¢ fosfatu, jakozto dalSi molekuly transportované na dlouhé
vzdalenosti, vnima rostlina v nadzemni ¢asti jeho hladinu. Ta sama o sobé funguje jako
signal, jak bylo zjisténo pii pokusech s fosfitem (Phi; H,PO3"). Fosfit se vyuZziva jako analog
Pi, ktery nemiiZze byt metabolizovan ani oxidovan do rostlinami vyuZitelné formy P;. Muze
byt pouze transportovan pomoci P; transportéri a prostfednictvim kompetice blokovat P;
receptory. Tim nastava situace, kdy zvysena hladina Phi ,,zakryva“ nedostatek P; a specificky
potlacuje expresi PSR gena (Carswell et al., 1997; VVaradarajan et al., 2002; Danova-Alt et al.,
2008).
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Reakce na P, stres v prytu:

1) Zvysena remobilizace P,

2) Snizeni fotosyntetické aktivity

3) Zvyseni akumulace $krobu a glukézy

Xylemovy tok Floémovy tok
SL.CK, P, miRNA, proteiny,
sacharéza, P,

Reakce na P, stres v Koi'enovém systému:
1) ZvySeni prijmu a transportu P,

2) Uprava RSA

3) Zvvyseni sekrece organickych kyselin a
kyselyvch fosfataz

4) Navozeni symbiotickych vztahu

Obr. 2: Reakce rostlin na pisobeni P; stresu. Rostliny pti pisobeni P; stresu navozuji mnoho zmén. Tyto
zmény jsou vSak rozdilné v prytu a v kofenech rostlin. V prytu se zvySi remobilizace P;, ktery je nasledné
transportovan do kofene. SniZi se také fotosynteticka aktivita. Dojde i ke zvySeni akumulace gluk6zy a Skrobu
v listech, které funguji jako ,,zasobni rezervoar“. V kofenovém systému dochazi ke zvySeni piijmu a transportu
P;. Nastava také uprava RSA (root system architecture) zahrnujici pfedevsim inhibici ristu primarniho kofene a
stimulaci ristu kofenového vlaSeni. Déle dochazi k sekreci organickych kyselin, které napomahaji piijmu P;. Za
udelem zvyseni piijmu P; dochazi také k navozeni symbiotickych vztaht s houbovymi hyfami. V obrézku je také
zndzornén xylémovy a floémovy tok. V xylémovém toku jsou transportovany signalni molekuly, jako jsou
strigolaktony, cytokininy a molekuly P;. Floémovy tok transportuje pifedev§im molekuly jako je mikroRNA,

sachardza, P; a nékteré proteiny.

2.3.3.2 Transport pomoci floému

Signalizace na  dlouhé vzdalenosti  probihd také pomoci  floému
(Lough & Lucas, 2006). Floém pienasi signalni molekuly, jako jsou proteiny, sachar(za,
miRNA a Pj, z oblasti zdroje do mista sinku (Obr. 2; Chiou & Lin, 2011; Lucas et al., 2013).

Mnoho miRNA je rozvadéno pomoci floému a funguji jako signél z nadzemni casti.
V souvislosti s P stresem byla popséana dulezita role miR399 (microRNA399), jejiz mnozstvi
se pii P; deficitu zvySuje (Hsieh et al., 2009). miR399 usnadiuje $tépeni MRNA ubigitinové
konjugazy PHO2 (phosphate 2), ktera snizuje mnozstvi transportéru PHT1 (high-affinity P;
transporter). Pokud se tedy rostlina vyskytne v prostiedi s nedostatkem P;, zvySi se mnoZstvi
mMiR399 a tim se pozitivné ovliviiuje mnozstvi PHT1. Diky tomu se zvysi rychlost pfijimani a
transportu dostupného P; z okolniho prostiedi (Liu et al., 2012; Liu et al., 2014). P#i pokusech
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s mutanty pho2 bylo zjisténo, ze pti nadbytku dostupneho P; v prostiedi, nastava v listech tak
vysoka akumulace Pj, Ze vede aZ k toxicité a pred¢asné senescenci (Delhaize and Randall,
1995).

Pii P; stresu se ve zvySené mife tvoii a transportuje také miR827 (microRNA827).
miR827 snizuje mnozstvi transkriptu ubiquitinové ligazy NLA (nitrogen limitation
adaptation), ¢imz se zvySuje mnozstvi PHT1. Nasledkem toho se podobné jako u miR399
zvysi rychlost transportu a akumulace P; v rostling (Hsieh et al., 2009; Lin et al., 2013).

Sachar6za ovlivitluje mnoho rtznych signalnich drah a celkovy vyvoj rostliny
(Wind et al., 2010). Neni proto piekvapenim, Ze i pti P; deficitnich podminkach sachardza
zprostiedkovava odpoveéd’ rostliny dvojim zpusobem. Zaprvé funguje jako signalni molekula,
sachardzou u Lupinus albus jsou LaPT1 (phosphate transporter 1) a LaSAP1 (secreted acid
phosphatase 1). Diky nim se zvysi transport fosfatu a sekrece kyselych fosfataz, které
napomahaji P; ptijimat. Zadruhé sachardza slouZi jako zdroj uhliku. Je transportovana pomoci
floému do kofene, kde je vyuzita pro tvorbu zdkladnich stavebnich molekul béhem riistu
kofene. Pii exogenni aplikaci sacharozy dochazi u rostlin ke stejné reakci kotfenového
systému jako pti nedostatku P; i piesto, Ze roste V prostiedi s dostateénym mnozstvim Pj.
Dalsi zajimavé zjisténi je, ze pokud se sacharéza nevyskytuje ve floémovém toku, rostlina

neni schopné reagovat na nedostatek P; (Liu et al., 2005).

2.4 Rostliny a nadbytek P;

Fosfat je pro rist a vyvoj rostlin nezbytny. Pokud je ovSsem koncentrace P; v rostlinach
prilis vysoka, pasobi na n¢ toxicky. V béznych podminkach vsak k tomuto negativnimu jevu
dochazi pouze ziidka (rostliny se brani pfijmu nadbyte¢ného mnozstvi P; umlc¢enim PHT).
Proto se ke studiu této problematiky pouzivaji rostliny rostouci v chudych podminkéch na P.
Ideélni v tomto ohledu jsou rostliny vyskytujici se v zapadni Australii jako naptiklad rostliny
z ¢eledi proteovitych (Proteaceae; Jeschke & Pate, 1995). Studiu nadbytku fosfatu u rostlin se
nevénuje velika pozornost.

Pii pokusech s Hakea prostrata v roce 2004, dospél Michael W. Shane k zajimavym
vysledktm. Rostlinam péstovanym v médiich se stalou koncentraci P
v rozmezi od 0 - 1000 uM/l byly odebrany ¢asti z mladych a starych listd. Nasledné byla
meétend schopnost fotosyntézy. Vysledkem bylo, ze v mladych listech rostlin péstovanych

pti vysoke koncentraci P byla Cista fotosyntéza stejné rychla jako u kontrolnich rostlin. U
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starSich listi rostlin péstovanych pii vysoké koncentraci P se vSak rychlost ¢isté fotosyntézy
snizila (Shane et al., 2004).

DalSim negativnim efektem vysoké koncentrace P; v rostliné Hakea prostrata byla
rychla zména barvy listl nasledovana predCasnou senescenci. Na nékterych listech dokonce
dochézelo k tvorb¢ specifickych bilych utvard, které prochazely skrz priaduchy na horni stranu
listd. Tyto Gtvary vSak obsahovaly pouze stopové mnozstvi P;. Nadbytek P; v rostliné se
projevil i zménou v anatomii listu. Slo predeviim o drastické sniZeni mezibundéného

prostoru, které bylo zptisobeno zvétsenim mezofylovych bunék (Shane et al., 2004).
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3 Strigolaktony

3.1 Uvod do problematiky strigolaktoni

Strigolaktony (SL) patii k rostlinnym hormontm, které byly objeveny v 60. letech
(Cook et al., 1966), ale pozornost je jim vénovana teprve kratkou dobu. Maji ovsem veliky
vliv na rist a vyvoj celé rostliny — potlacuji vétveni prytu (Gomez-Roldan et al., 2008),
potlacuji  rist  laterdlnich  kofendi, podporuji  elongaci  kofenovych  vlaska
(Kapulnik etal., 2011) a  hraji ~ klicCovou roli ~ pfi  arbuskularni ~ mykorhize
(Akiyama et al., 2005). Strigolaktony se v rostlinach vyskytuji v nizkém mnozZstvi —
v kofenech ryze (Oryza sativa) je pouze 20 pg 5-deoxystrigolu, ptimého strigolaktonového
prekurzoru, na gram Cerstvé hmotnosti (Umehara et al., 2008). Do soucasné doby nebyla
zjisténa endogenni hladina strigolaktont naptiklad u Arabidopsis. Prvni izolace probé&hla
z kofenového exsudatu baviniku (Gossypium hirsutum), pifi¢emz bylo zjisténo, Ze SL
stimuluje kli¢eni semen parazitické rostliny Striga lutea. Od této rostliny byl pak odvozen

nézev téchto rostlinnych hormont (Cook et al., 1966).

3.2 Struktura strigolaktont

SL jsou derivaty karotenoidi. Jejich struktura se sklada ze 4 kruhi (A - D; Obr. 3).
Kruh C a D je povazovan za biologicky aktivni a byva velmi konzervovany, naopak kruhy
A a B mohou mit riznou strukturu z dvodu rtznych postrannich skupin (Mangnus, 1992).
Prvni strigolaktony, strigoly a strigylacetaty, byly izolovany z baviniku (Gossypium hirsutum;
Cook, 1972). U zemédélsky vyznamnych druht se strigoly vyskytuji u kukutice (Zea mays) a
prosa (Pennisetum glaucum; Siame, 1993). U ¢iroku byly izolovany sorgolaktony a alektroly,
nékdy také nazyvané orobanchylacetaty (Hauck et al., 1992).

Obr. 3: Obecna chemicka struktura strigolaktoni. Strigolaktony se skladaji ze 4 kruhit A-D a ze specifickych
postrannich skupin Ry.; (Ruyter-Spira et al., 2013)
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3.3 Biosyntéza strigolaktoni

SL vznikaji z karotenoida $tépenim dioxygenazami CCD7 (CCD - carotenoid cleavage
dioxygenases), konkrétn¢ MAX3 u Arabidopsis thaliana (Booker et al., 2004), a nasledné
CCD8 (MAX4 u Arabidopsis; Sorefan et al., 2003). Timto postupnym $tépenim [-karotenu
vznika karlakton. Karlakton je oxidovan, ¢imZ se uzaviou kruhy a vznikne zakladni strukturni
molekula vSech strigolaktont 5-deoxystrigol. Tyto reakce probihaji v pfitomnosti
cytochromu P450 — u Arabidopsis je jim protein MAX1 (Booker et al., 2005). Neni ovsem
znamo, zda nejsou potieba jesté nékteré daldi enzymy (Ruyter-Spira et al., 2013). Upravou
postrannich skupin 5-deoxystrigolu vznikaji ostatni derivaty strigolaktont (Obr. 4;
Matusova et al., 2005).

(]
O
Karlakton

ll P-450 (MAX])
+

nékteré dalsi

enzymy??

e
0.0

S-deoxystrigol
Strigolaktony

Obr. 4: Biosyntéza strigolaktoni. Karotenoidy po S$tépeni dioxygenazami CCD7 a CCD8 daji vznik
karlaktonu. Ten nasledné s cytochromem P450 a nékterymi dal$imi enzymy umozni vznik 5-deoxystrigolu

(upraveno podle Ruyter-Spira et al., 2013)
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3.4 Signalni draha strigolaktonu

Signadlni draha strigolaktoni zacind v cytoplazmé navazadnim strigolaktonu na
ko-receptor D14 (DWARF14; Waters et al., 2012). Takto je transportovan do jadra, kde dojde
k navazani na protein tiidy D53 (DWARF53, u Arabidopsis to jsou konkrétn¢ homology
SMXL6, SMXL7, MXLS8; Stanga et al., 2013). Protein D53 za normalnich okolnosti
interaguje s korepresory z rodiny TPL/TPR (topless/topless co-represors) a spole¢né s nimi
brani expresi transkripéniho faktoru TCP, ktery spousti expresi gent indukovanych
strigolaktony (Kong et al., 2014). Protein D53 snavdazanym proteinem D14 a SL tvoii

FMAXZ SCEMA%2 oznadi ubiquitinem D53, a ten je naslednd

komplex s ubiquitin ligazou SC
degradovan proteasomem. Odbourani represoru D53 znemozni vytvoieni spravné konformace
korepresort TPL/TPR, ¢imZ se uvolni transkripéni faktor TCP, ktery spusti expresi gent

odpovédi na SL (Obr. 5; Zhou et al., 2013).

Obr. 5: Schéma signalizace strigolaktoni. Strigolakton se navdze na protein D14. SL a D14 se poté spole¢né
navazi na protein D53, ktery interaguje s korepresory TPL/TPR. Spojeni D53 a D14 umozni tvorbu komplexu
s ubiquitindzou SCFM**?, kter4 ozna&i ubiquitinem protein D53. Ten je nasledné degradovéan proteasomem 26S a
korepresory TPL/TPR jsou uvolnény. Tim se uvolni transkripéni faktor TCP a umozni se transkripce gent

strigolaktonové odpovédi ((upraveno podle Zhou et al., 2013).
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3.5 Zmény vyvolané vys$Sim mnoZstvim strigolaktont

Hladiny strigolakton ovliviiuji vyvoj celé rostliny. V nadzemni ¢asti rostliny SL
zpusobuji inhibici vétveni prytu. K tomuto zavéru dospél pokus s mutantnimi rostlinami, které
mély porudenou biosyntetickou drahu SL, ale byly exogennim zpisobem oSetieny
strigolaktonovym analogem GR24, ktery vétveni branil. Tato vlastnost by mohla umoznit
vyuZziti SL v lesnictvi a zahradnictvi pro specifické vétveni prytu s minimalnimi vedlejsSimi
uc¢inky a bez nutnosti transgennich Uprav (Gomez-Roldan et al., 2008).

Zmény vyvolané piitomnosti SL postihuji i strukturu RSA. Jedna z nejpodstatnéjsich
zmén je zvySeni hustoty kofenovych vlasku, jak bylo zjisténo pii pokusech na mutantnich
rostlindch s preruSenou biosyntetickou (max4) a signélni (max2) drahou SL péstovanych
v podminkéach s nedostatkem dostupného P;. V tomto pokusu rovnéz autofi odhalili, Ze SL
pozitivné ovliviiuji genovou expresi PSR gend (Mayzlish-Gati et al., 2012). SL dale inhibuje
rust primarniho kofene, jak ukéazal pokus s mutantnimi rostlinami Arabidopsis péstovanymi
v prostiedich s ptidanym SL analogem GR24 v koncentracich 1,25 - 10 uM
(Ruyter-Spira et al., 2011). V podobném pokusu, v koncentra¢nim rozmezi 0 — 6 UM GR24,
dospéli autofi ¢lanku Kapulnik et al. (2011) ke zjisténi, Ze SL inhibuje i mnoZstvi lateralnich
koteni.

Strigolaktony hraji také kli¢ovou roli pfi kolonizaci kofene AM houbami. Tyto houby
mohou dokon¢it svij zivotni cyklus i bez symbiotického vztahu. Vytvofenim symbiotického
vztahu s rostlinou vsak dochazi k vyméné latek, ktera je prospésné pro oba organizmy. Aby
mohlo dojit ke kolonizaci kotfene a morfogenezi hyf, je nezbytné zajistit kontakt mezi houbou
a rostlinou. Pfitomnost SL Vv kofenovém exsudatu velmi vyznamné podporuje déleni hyf
v blizkém okoli. Je ovdem nutné poznamenat, Ze na nékteré rostlinné exsudaty houbové hyfy
nereaguji, proto nékteré druhy rostlin nejsou schopné symbiozy, jako napiiklad rostliny

z ¢eledi Brassicaceae (Buee et al., 2000).
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4 Zavér

Po aplikaci fosfore¢nych hnojiv do ptdy je vétSinova cast fosforu vazana prostiednictvim
riznych chemickych a fyzikalnich mechanismi do sloucenin, které jsou pro rostliny
nevyuZzitelné. Pravé to je hlavni divodem, proc¢ jsou fosfore¢nd hnojiva pouzivana v davkéach,
které vyrazné€ prevysuji potieby rostlin.

Kazdym rokem se ve svéte spotiebuje vice nez 47 milionl tun fosfore¢ného hnojiva. Tato
spotieba ro¢n¢ vzrista o dalSich 1 milion tun. Vysoké spotieba fosfore¢nych hnojiv je nejen
finan¢né naroc¢na pro zeméd¢lce, ale také je tato nadmérna aplikace fosfore¢nych sloucenin
Uzce spojena i sdalsimi negativnimi dusledky, mezi které patii predev§im eutrofizace
povrchovych vod a zne¢isténi podzemnich vod. Zatim je vSak tato aplikace k udrzitelnosti
zem&délskych systémi nezbytna. Jednd se o celosvétovy problém, proto se v poslednich
letech vénuje vice pozornosti studiu pisobeni fosfatového stresu na rostliny.

Rostliny reaguji na nedostatek fosfatii fadou hormonalnich zmén, ptedev$im zvySenim
tvorby strigolaktonu (LOpez-Réez et al., 2008). Ty, v interakci s auxiny a etylénem (Zhang et
al., 2014), inhibuji rust primarniho kotfene (Ruyter-Spira et al., 2011) a stimuluji tvorbu
kofenového vlaseni (Mayzlish-Gati et al., 2012). Soucasné se stimulaci rastu kofenového
systému dochazi k potlaceni ristu nadzemni ¢asti, zejména rastu pupent (Czarnecki et al.,
2013).

Cilenou tpravou biosyntézy strigolaktont, nebo jejich signalni drahy, at’ uz pomoci
geneticky modifikovanych rostlin, nebo $lechténim, by bylo mozné v budoucnu dosahnout

zvyseni vynosu i pii souc¢asném nebo niz§im zasobenim rostlin fosfatem.
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