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ABSTRAKT

Rostliny jsou sesilni organismy, které si nemohaijit tepSi podminky #kde jinde a musi s&ippisobit
prostedi, ve kterém vyrostly. Proto si vyvinuly schopnasimat celodadu environmentalnich poéti,
které jim umo#uji ziskat pedstavu o podminkéach v jejich okoli. Jednou ze iskppdréta, kterym jsou
vystaveny, jsou mechanické stimuly spojenétitdaml s poryvy ¥tru, kontaktem sigkazkami, dotykem
herbivoi nebo okolnich rostlin. Jistym druhem mechanickstimuli jsou také zvuk a gravitace. Maso-
Zravé nebo popinavé rostliny maji vysoce speciadisé struktury vytviené pro vnimani a odp&d na
mechanické stimuly, pékud mér napadna, ale o to zajinigsi a vyznamsi reakce na mechanické
podréty existuje i u nespecializovanych rostlin. Tatéqa se pokousi shrnout jak je mechanorecepce
u rostlin roz&ena a jaké jsou jeji adaptivni funkce, od vnimantykl opory u Gponk pres aktivaci pasti
masoZzravych rostlin az pdigpisobeni natst na ¥trném stanovisti a navigaci ¥ skrz gekazky

v padg€. V dalSicasti prace shrnuje séasné poznatky o molekularnich procesech provédejisiimani
mechanickych poditi, transdukci, integraci a odp#ni na mechanickégsobeni a v posledrésti prace

nabizi mozné schémaipehu mechanorecepce odiateiniho stimulu az po zému fenotypu.

Kli ¢ova slova:mechanorecepce, mechanotransdukce, thigmomoriogerstlinné tropismy, mechanic-

ky stres, TCH, ethylen, jasmonaty
ANNOTATION

Because of their sessile nature, plants are utaloleange their location and thus they are foroeabiapt
as much as possible to the environment they groRiamts evolved the ability to sense many enviemm
tal cues, which enables them to perceive the donditn their surroundings. One class of theseutitiane
mechanical forces - from wind sways to contact whiktacles, herbivores or other plants - other ar@eh
cal stimuli aree.g gravity or sound waves. Carnivorous or climbitans have structures specialised for
perception and rapid response to mechanical stinmitiguingly, there is a less spectacular but lbeay
even more interesting and important response tdamizal perturbation in non-specialized plantssThi
thesis tries to summarize ubiquity of mechanopeiamein plant kingdom and its adaptive importance f
the plant life - from activation of traps, to moghbgical adaptation for growth at windy sites, téincbi-
ling in climbing plants and root navigation througistacles in soil. In the following part, the thesum-
marizes the recent knowledge of molecular proceasesmpanied with mechanoreception, signal tran-
sduction and integration, and response to mechangation. In the last part | proppose a schemmef

chanosensing workflow from initial mechanical stioauto phenotypic changes in perturbed plants.

Key words: mechanoreception, mechanotransduction, thigmomgsgptesis, plant tropisms, mechanical

stress, TCH, ethylene, jasmonates
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1 Uvop

1.1 Rostliny a jejich vnimani s\éta

aey

Rostliny jsou sesilni organismy Zijici na rozhrhtoisféry a atmosféry. Jejich stavba jim neumgé lo-
komoci. Neznamena to ale, Ze by byly zcela pasRostliny naopak velice plvé sleduji charakteristiky
okolniho proskdi, ziskané informace integruji a vyhodnocujiekaétré na r& reaguji. Je to velmitdeZi-

té pra¥ proto, Ze nejsou schopny opustit své stanbwvidte strategii ,bojuj* nebo ,utéjim zbyva jen ta
prvni. Zatimco zivdichové mohou migrovat a své Zivotni presdi aktivrg volit, rostliné nezbyva, nez se
piizptisobit tomu, ve kterém vyrostla. Chovani u Ziehi je vyjadeno pohybem, u rostlin je charakteris-
ticka zména fistu — na rozdil od ziwichd, u kterych jsou odchylky od standardniho fenotgpaadouci,
jsou rostliny velice plastické a pomoci alokacer@sy doiiznychéasti se tvaruji tak, aby optimalizovaly

smij fenotyp pro dané prastdi (Weiner, 2004; Trewavas, 2003).

Pro rostliny méa proto podrobna znalost piedit velkou dlezitost a existuje celéada rostlinnych smys|
které poskytuji vyznamné informace o okoli. Rogtisbu schopné vnimat &lo, a to nejen jehoifiom-
nost a nefitomnost, ale i intenzitu, sm vinovou délku i dobu jehaigobeni — fotoperiodu. Vnimaiji teplo-
tu, jsou schopné sledovat gradienty vihka a ziviidg, a spolu s vnimanim vektoru gravitace podle toho
smerovat své kéeny. Pomoci chemorecepcadwaovych exudatrostlina pozna, zda je v jejim okoli jina
rostlina, ale i to, zda je to cizi nebé&luzné rostlina nebo zda je to ona sama (Biedrzychi., 2010;
Gruntman & Novoplansky, 2004). Parazitické druhyziyaji tento rostlinnygjch” k vyhledavani hostite-
[4. Nad zemi jsou rostliny schopné komunikovat pont&avych latek. Rostliny, které jsou okusované
herbivoii, uvokiuji do ovzdusi jasmonéty. Okolo rostouci rostlimeakci na jasmonaty &@ou produko-
vat haké fenolické latky a jsou tak na utok herbivgipravené je$t nez jsou jim samy napadeny.
(Karban et al., 2000).

Informace, které rostliny ziskaji o okoli, se imtggtak, aby odpo¥d’ byla optimalni wi¢i vSem podgtam.
Napiklad kaeny maji tendenciist gravitropicky, ale pokud narazi nigkézku, gravitropismus se pdila

a kden roste horizontad dokud pekézku neobejde (Massa & Gilroy, 2003). Podaifize byt gravitro-
pismus potléen informaci o zdroji vody nebo Zivin z jiného&m Rostliny jsou také schopné sledovat
dynamické zrny v prostedi a na zakladdostupnych informaciipdvidat budouci vyvoj. Je to ¥idna-
ptiklad na pokusech, kdy se rostlingsppovaly v prosedi s osfivky pady nizré bohatymi na Ziviny.
Nejen, Ze rostliny alokovaly vice biomasy ddekd, které byly v bohatych osivcich, ale zarowedoka-
zaly poznat, ve kterych ostrcich zivin gibyva, a tam rostly jeStvice nez v ostivcich, kde bylo sice zi-

vin vice, ale nefibyvaly, ¢i ubyvaly (Shemesh et al., 2010).



1.2 Rostliny a jejich vnimani mechanickych podwti

V této praci bych se cHitzabyvat tim, jak rostlina vnima mechanickiisgbeni. VSechny rostliny jsou
schopné vnimatgmké mechanické informace a vice nebo énddpads na & reaguji. Mechanické pod-
néty mohou pichazet zevniti z vrejSku a nést informaci o okoli i o stavu rostlinyreané. V prvniasti

své prace bych rad fenomenologicky shrnul speciabitiecné reakce rostlin na mechanické godn

v druhécasti pak sotasné pedstavy o mechanistické podstatechanorecepce na urovni organové, bu-

nééné a molekularni.

2 MECHANORECEPCE

Sam dotyk v sabmiize nést dost informaci o priesti. MasozZravym rostlinam dava signal k aktivaci je
jich pasti, Gponkm popinavych rostlin kifthyceni a citlivce ke sklopeni list(Braam, 2005) Kroghtéch-

to specialisovanych pohgtbnazyvanych thigmonastie a thigmotropismy reagaji dotyk nagiklad

i koreny vSech rostlin, které, kdyZ narazi rfakadzku, zmini sn¥r rastu a vyhnou se ji (Monshausen &
Gilroy, 2009a). Dotyk okolnich rostlin nese infolrcha sousedech ve vegetaci (De Wit et al., 2012bpn
pritomnosti patogeh(Gus-Mayer et al., 1998). Rostliny citi také pgrysétru nebo dopadajici kapky dest
(Braam & Davis, 1990). V posledni dobe objevilo také &kolik publikaci zkoumajicich vnimani zvuku a
vibraci (Gagliano et al., 2012). Mechanorecepcaeihrnuje jen \&Bi podréty — rostlina paebuje citit

i vnitini podréty jako je turgor jejich bufk, protoZe jeho regulace je nezbytné fiist r osmoregulaci, ne-
bo vlastni vahu —iprychlém fstu nebo $ tvorbeé plodi musi rostlina odpovidajicim agobem zesilit

stonek a ¥tve a gipadré produkovat vice podpnych pletiv, aby se nezhroutila (Ko et al., 2004).

2.1 Vnitini mechanické podwty

2.1.1 Turgor

UZ na bug¢né arovni je mechanorecepcélatita pro vnimani osmotického tlaku a udrZzovangdru.

O tom, Ze biika citi vlastni tlak vyvijeny protoplastem na &tmou sénu, respektive, Ze protoplast vnima
rigiditu burg¢né sény, swdéi ¢etné pokusy s chemickym narusenigngtnebo s genetickymi mutacemi
znemodujicimi jeji vyrobu. Nafiklad pokus s mutantem v genu pro membréngzanou endo-1 -
glukanasu ukéazal, Ze tento mutant kompenzuje regeéstelulosy ve & zvySenou produkci pekfin
(His et al., 2001). Ztratovy mutant v genu pro teta-synthasu 8CESA3)v reakci na snizeni obsa-
hu celulosy ve ghé produkoval do gny vice ligninu. Podob# inhibitor celulosa-synthasy dichlo-
benil indukuje zvySenou produkci kalosy (Cafo-Ddlgat al., 2003). Préwnimani turgoru by moh-

lo byt vhodnym kandidatem na nejstarsi formu megtenepce, protoZze ho k osmoregulaci a regulaci

rastu potebuji uz jednobusEné rostliny.



2.2 VnéjSi mechanické podwity

Jedna se o mechanické p&gynnesouci informace o okolnim priegti. Reakce na tyto informace mohou
byt velice rychlé — nagklad sklapovani pasti masozravych rostlin. Tytikoe spojené s pohybem se na-
zyvaji thigmotropismy (dotyk vyvolava smovanou pohybovou odp&¥) nebo thigmonastie (odp&d je
nesngrovand). Rostliny schopnéchto reakci jsou typicky vybaveny specialisovangngiany pro detekci
dotyku, jako jsou najklad citlivé chloupky na listovych pastech muclplg a zarove specialisovanymi
motorickymi organy, které zajidji realizaci reakce. Thigmomorfogeneze @uj@naopak reakce pomalé,
projevujici se jako dlouhodobé #ny v ristu v zavislosti na mechanickénispbeni na rostlinu — n&p
klad strom rostouci nastrném vrsku je nizSi a ma SirSi kmen, aby mohl Eg@avat ndpdm wetru a ne-

zlomil se.

2.2.1 Dotyk

Dotyk je definovan jako fyzicky kontakt dvou pevhypgredneta. Ohybani ve &ru nebo dopady kapek
vody tedy nelze povazovat za dotyk v pravém slowgsl a rostliny mezémito podréty ziejme opravdu
jsou schopné rozliovat. Uponky popinavych rogsiu napiklad velice citlivé a aktivuje je uz slaby do-
tyk, dopady kapek vody ale ovijeni nespusti. (J&ffealston, 1968; Darwin, 1880). Dotyk vnimaji tost
ny uz na bu&né arovni. B drazdni burék gametofytu netiku pomoci mikrokapilary dochazikkivni
reakci a pohybu jadra smem k a chloroplagtpry¢ od mista podrazai (obrazek 1) (Sato et al., 1999).
Zda se, Ze dotyk @ixe rostlirg poskytovat informaci offtomnosti houbového patogena. Mechanické draz-
déni burgk petrzele wolframovym dratkem otpnéru 3-5 um, tedy @imeru shodném s gmérem houbo-
vé hyfy, indukovalo nejen zvySené préndcytoplasmy a pohyb organel jakoiegeSlém fipad, ale do-
Slo i ke spu@ni ¢asti rostlinné obranné odpsr typické @i napadeni houboui€stoZe bukna séna ne-
byla naruSena, pouhé mechanickégbeni vedlo ke zvySeni produkce reaktivnich fokgsiiku (Gus-
Mayer et al., 1998).
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Obrdzek 1: protonematdlni buriky netiku Adiantum capillus-veneris pri mechanické stimulaci. Dotek kapildrou zvrchu (A) a ze strany
(B) vede k pohybu chloroplastt pry¢ od mista dotyku (Sato et al., 1999)



Dotyk okolnich rostlin mize nést informaci o hustozapoje, ve kterém jedinec roste, a vedle zasitje
tak jednou z metod rozpoznani souseda — konkurentaadzemnéasti rostliny. Kdyz se listy sousedicich
rostlinekArabidopsis thalianalotknou, spusti se u nich hyponasticka reakciich j@piky se ohybaji na-

horu, aby sousedni listgrostly, coz je stejna reakce jaka se spotiagtiréni (De Wit et al., 2012a).

2.2.2 Vitr

Jiz Knight (1803) pozoroval, Ze stromy rostoucimiatech exponovanychétvu maji nizky a robustni
vzrist, a Ze stromy vystavené silnyrétrdm ze severu maji kmeny nikoli kulaté, ale ovalmdsErem
13:11 ve prosgrh severo-jizni osy. Rostliny slutréce gstované ve &rném tunelu siznou rychlosti ¥-
tru vytvéely tim kratSi internodia a #y tim mensi listovou plochuim vysSi byla rychlostétru (obra-
zek 2) (Whitehead, 1962). Obd@bhpokud se natyileté stromky motinu foukalo silnym ¥trakem, rostly
pomaleji a nily silngjSi kmen, pedevsim na bazi, a produkovaly vice wedho deva, a navic, pokud se
piivazaly ke Kilu, takZze byly vystavenys&tru, ale neohybaly se, vyrostly stromky s vySSitargim kme-
nem (Larson, 1965). Stromy rostouci na okraji jesa [Fizptisobené strnym porysvim a nelamou se ve
vichfici, naopak stromy rostouciipodrg uvnitt lesa, odhalené&zbou, jsou k lamani mnohem nachdn

U husendku se slabé, kratkodobégmbeni ¥tru projevilo neznately dlouhodobé vystavenétru ale ved-
lo k signifikantré vétSimu Etveni stonk (Pigliucci, 2002). Tefiové stromky také alokuji vice biomasy
do kaeni, pokud jsou vystavenyétru, ve srovnani se stromkggtovanymi v individualnich zé&tich.
Stromky, které byly v zasii mechanicky ohybany, &y podobnou alokaci do keni jako stromky ve &
tru (Coutand et al., 2008). Pro rostlinu je safepz vyhodné vnimat pasrnostni podminky ve svém
okoli a grizpasobit jim swj rast a pra¥ vnimani ¥trnych poryv je tak zejmg pavodnim poditem ve-
doucim ke vzniku thigmomorfogeneze u rostlin (Jaf#80). O vyznamu&rnych poryvi pro fist rostliny
vypovida i to, Ze vySe zibvana prace desnich byla zadana s cilem vitlit, pro¢ stromky vysazované
v plastovych krytech proti okusu Spatrakdeiuji.
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Obrdzek 2: hodnoty délky internodii a celkové plochy listi v zdvislosti na rychlosti vétru, které byly testované rostliny vystaveny
(Whitehead, 1962)



Podobny vliv jako vitr ma na vodni rostliny préadlvody. U akvarijni rostliny zakrutichy Sroubov{al-
lisneria spirali§ péstované fi rizné intenzi& michani media byly pozorovany &ny jak v rychlosti éstu,
ktera se snizovala se zvysujici se mirou michadiantk v porsru prytu a kéeni, kdy, steji jako u su-
chozemskych rostlin, alokovala zékruticha vice lEisyndo keeni, pokud byla vystavenastsim turbulen-
cim (obrazek 3) (Ellawala et al., 2013).
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Obrdzek 3: (a) - rist zdkrutichy (pfi rizné intenzité turbulenci v mediu (H=vysoké, M=stredni, L=slabé, C=kontrola). (b) - pomér suché
hmotnosti prytu a kofent u rostlin péstovanych v rizné silnych turbulencich (Ellawala et al., 2013).

2.2.3 Zvuk

Jednim z mechanickych paii, na které rostliny reaguiji, jsou i zvuk a vibra8eminka husetku nafti-
klad Kli¢i vice, pokud jsou vystavena vibracim o frekver@® Hz (obrazek 4B) (Uchida, 2002), 50 Hz
urychluje klteni a fist kaeni ryZe a okurky (Takahashi et al., 1991). Kalus zangémy vystaveny zvuku
roste rychleji nebo pomaleji nez kontrola, podékfience a hlasitosti zvuku, kterému je vystavegg¥iet
al., 2002). Dokonce existuje skupina @igejichz exprese se specificky zvySufeyystaveni zvuku (Jeong
et al., 2007). Rostliny vnimaji i zvuk a dokoncaich existuje cosi jako fonotropismus: i€ay kliicich
rostlin kukdice proistajici do trubky s vodou, do které je z jednénstigoustn zvuk, rostou serem ke
zdroji (obrazek 4A), neptsi efekt ma zvuk s frekvenci okolo 200 Hz. (Gagiiat al., 2012).

Pro gijem zvuku jsou rostliny skde disponovany, ifgdevsim jejich kiieny, které rostou v mediu d@b
akusticky vodivém a navic jsou vybavenyédmovymi viasky, které mohou zvukové vibrace efektizva-
chycovat, podobhjako viasové bitky v Cortiho organu lidského ucha. Nadzertdsti také skéle zachy-
cuji zvuk (Price, 1988) a stromy se proto daji jigerd odstigni hluku. Adaptivni vyznam vnimani zvuku
neni u rostlin flis zZiejmy. Nekteti védci se domnivaji, Ze rostliny by spolu mohly alakstikomunikovat.
Pro efektivni komunikaci jeeba nejenifijimat, ale i generovat zvuky. N#iklad stromy vystavené suchu
produkuji zvuky zpsobené kavitaci (Zweifel & Zeugin, 2008), coz vé&abse jistou informaci o nebez-
pesi sucha. Nkteré struktury, jako nafklad jehlice strom ve \&tru rezonuji a vytva typicky zvuk — na-
priklad bory, které Sumi po skalinach (Tyl, 1834pbémem je, Ze pokud byljaké zvuky u rostlin za-
znamenany, byly typicky velmi slabégiitelné jen citlivymi gistroji umisénymi piimo na rostliss, jejich

produkce byla spiSe ndhodné nebo pasivizkotovlivnitelnd a zvuky nebyly dostate strukturované,



aby mohly nést&akou komplexgjsi informaci (Ten Cate, 2012). ¢Roli se zd4, ze Keny kukiice jsou
schopné emitovat strukturované zvukové signaliiteiné i rekolik centimetti od zdroje v tekutém mediu
(Gagliano et al., 2012), ani toto asi n&staefektivni komunikaci. Je dost mozné, Ze pozangvprojevy
vnimani zvuku jsou jen projevy interference aklgtit signal s rekterymi komponenty recépich drah
jinych signai.

(A) (B)
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-

Obrdzek 4 : zvuk a vibrace - semena kukurice kterd koreni do trubky s vodou, kde se zleva pousti zvuk o frekvenci 220Hz zjevné ros-
tou smérem za zvukem (A) (Gagliano et al., 2012). Seminka Arabidopsis thaliana vystavend vibracim (100Hz / amplituda 0,42mm,
plné body) kli¢i s vyssi uspésnosti neZ kontrolni seminka (prazdné body) (B) (Uchida, 2002)

2.2.4 Gravitace

Gravitace se od ostatnich mechanickych ptidiisi tim, Ze fisobi stale a neni nijak lokalizovana. Gravi-
recepce a gravitropismus by samy oéseyraly na samostatnou bakakéou praci, proto se tu budu gravi-
taci vnovat jen v souvislosti s jinou nez gravitropickeakci. Gravitace setrbe projevovat podol¥rjako
dotyk nebo vitr ohybanim rostlinnych orgéa tedy tahem a tlakem v pletivech rostliny. NagpalyZ se
rostlina ohybd, nafklad pisobenim ¥tru nebo dotyku, vede to k jejimu vychyleni v rargaavitaniho
pole. Gravirecepce a mechanorecepce jsou tak do&mairy provazané. N&fglad tvorba readniho de-

va je spolénym projevem pro {msobeni gravitace neb@&tw. Reakni dfevo vznika na &tvich nebo na
kmenech Sikmo rostoucich stronSpodnicast Wtve je stl&vana a vrchni natahovana. Reakci je tvorba
tlakového deva (compression wood) &$im mnozstvim ligninu na spodni stantahového (tension wo-
od) s ¥tSim podilem celulosy na svrchni sttaBtejré reaguji stromy naipvladajici ¥try z jednoho s

ru. (Wilson & Archer, 1977; Telewski, 2006). Rl jsou schopné reagovat na&y své vahy zjso-
bené @istem, tvorbou platinebo vijSim zatizenim. To ukazali Ko et al. na huslemi KdyZ gstovali hu-
senéek mi razre dlouhé fotoperiod poddilo se jim ziskat stefhstaré rostliny s podobrilustymi stonky,
které nély ale rizr¢ vysoka ketenstvi. Barveniificnychiezi stonki tésné nad listovouiiZici se ukéazalo,
Ze vySSi stonky produkuji vice sekundarniho xyléatrazek 5) (Ko et al., 2004). Konzistentni vyskedk
ziskali i umélém zatizeni 5 cm vysokych sta@nR,5 gramovym zavazim z alobalu, coZ odpovida 2&ze

cm vysokého stonku. Pieth dnech zatiZeni, se u nich vyitveekundarni xylem zatimco u kontroly niko-
li.
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Obrdzek 5: vsechny rostliny husenicku byly 8 tydnu staré, ale diky péstovdni v riizné fotoperiodé mély rizné vysoké stonky. Na re-
zech bazi stonku, barvenych fluoroglucinolem, je patrny ndrist sekunddrniho xylemu. (Ko et al., 2004)

2.3 Thigmotropismy a thigmonastie

2.3.1 MasoZrave rostliny

MasoZzravost u rostlin je adaptaci na Zivot v gestchudém na Ziviny, jako jsou rittgtad rasSelinist, kde
nizké pH brani rozkladu organické hmoty. Pomaanygkinych pasti jsou masozrave rostliny schopné lovi
drobné organismy ipdevSim hmyz &enovce. Ze své Kisti ziskavaji pedevsim dusikaté latky (Adamec,
1997). Nejedné se tedy o zdroj energie. Existé®lik typa pasti, které fimo vyuZivaji mechanorecepci
pro své spusdhi. NejznanyjSi jsou sklapovaci pasti mucholapky podiviéofaea muscipula kterd po
podrazdni citlivych chloupki prudce sklapne laloky svych lish uwzni kaist v €sném sekeni (Darwin,
1875; Hooker, 1876). Prakticky stejny mechanisnuugfva vodni rostlina aldrovandka&ldrovandg, kte-

ra lovi drobné vodni korySe a hmyz (Adamec, 20A0holekularri-fylogenetickych studii vyplyva, Ze al-
drovandka a mucholapka jsou sesterské a jejich pagt zZejmé spole€ny pivod v pastech rosnatek
(Cameron et al., 2002; Heubl et al., 2006) (obr&ek

Listy rosnatek Droserg jsou vybaveny tentakulemi produkujicimi na vréfuolepkavy sliz, ze kterého se
hmyz po dosednuti uZz nedostane (Braam, 2005). Rmmeenani dotyku dojde k pomalému ohybu listu
a obaleni kiisti tentakulemi ze vSech stran (Darwin, 187%gcRod mezi lepivymi a sklapovacimi pastmi
maDrosera glanduligeraktera ma - kromhlepkavych tentakuli - na okraji listechanosensitivni tenta-
kule, které na dotyk reaguji prudkym ohnutim a jscliopné hmyz, ktery n& 8lapne doslova katapulto-
vat pimo doprogtd lepkavych list (Poppinga et al., 2012).
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Obrdzek 6: evoluce mechanosensitivnich listovych pasti v ramci skupiny droseraceae (Heubl et al., 2006)

Bublinatky Utricularia), rostou nezakensné ve vod a lovi planktonni organismyfgrevsim malé kory-
Se, ale v jejich pastech &asto nachazi iizné zelenéasy, ozné&eni ,masozrava“ je u bublinatek tedy po-
nékud sporné (Peroutka et al., 2008). Jejich pastidii na principu podtlakového nasavanéchifek je
uzawven vodotsnym vEkem, a kdyz kiist zavadi o citlivé chloupky kolem jeho Ustickd se otete a ko-
fist je naséata dovitittlakem -17 kPa az -5 kPa. K tomu doch&gidm pouhych 10 - 15 milisekund
(Sydenham & Findlay, 1973). Citlivost na dotyk janasozravych rostlin obrovska. Niégiad rosnatky
jsou schopné zaznamenat vahu jednoho lidského ({zeswvin, 1875), coz je u 12 cm dlouhého vlasu
v praiméru 0,62 mg (Legrand et al., 2005). Hmotnost meraichy je pitom az 1,5 mg (Martinek, 2013,
nepublikovana data)inejmensim masozravé rostliny jako rosnatky a miagtky jsou schopné odlisit do-
tyk (definovany jako fyzicky kontakt dvou pevnyckegdnta) od jinych tymi mechanickéhotsobeni. Za-
timco drazdni pevnym pednétem spusti pohyb jejich pasti, dopadajici kapkyyvadi silné foukani to
nedovedou (Darwin, 1875). Pro rostlinu je saiepa vyhodné, aby pasti zbyte® nereagovaly na faleSné
signaly, adaptivni vyhoda tohotdizpasobeni je tedyiejma, mechanismus jakym rostliny rozliSuji tyto

podrety, ale Aistava nejasny (Braam, 2005).

2.3.2 Uponky

DalSi specialisovanou strukturou, kterd vyuZzivahmaorecepci jsou uponky. Rostliny diky nim mohou
rist do obrovskych vy3ek, aniz by musely investowasithych devnatych stonk Uponky jsou listy,
stonky, nebo dokonce ey (Louis et al., 1999)pmenéné na dlouhé tenké filiformni Utvary, které jsou
schopné ovinout se kolem opory, na kterou naramnki nedochézi nahodirale naopak Uponky akti¥n
patraji ve svém okoli - pomalu krouzi v elipsachamesmikach, a kdyz najdou pevny objekt, ovinou se

kolem r¥j (Darwin, 1865). Uponky kterych rostlin se chovaji thigmonasticky a po #atge oviji vzdy
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stejnym sndrem bez ohledu na misto dotyku, jiné thigmotropiekyti, ze které strany Gponku dotyki-p
Sel, a sté se na tu stranu (Jaffe & Galston, 1968). Kdyamenkim nekterych rostlin podié prichytit, do-
chazi jest ke zkroucentasti Uponku mezi jeho koncem éem rostliny,¢imz dojde ke zkraceni délky
Uponku a fitaZeni rostliny k opie. Naopak, pokud seiphyceni nepodd ¢asto dochéazi k gpovnému
rozmotani uponku (Jaffe & Galston, 1968). ZviaStpiechodem mezidinymi listy a Uponky je ndp
klad rostlina lilek jasminokity (Solanum jasminoidgsktera je schopna ovijéapiky svych lisi kolem
opory a tak se pnout do vysky (Darwin, 1865¢kidré popinavé rostliny, jako nddad révovita rostlina
Parthenocissus tricuspidataohou fist po zdech a skalach diky specialisovanym Gjponkteré se neovi-
ji, ale i dotyku s pevnym podkladem vyt diichytné polStéky, které produkuji lepivé latky (Bowling &
Vaughn, 2008; Darwin, 1880).

2.3.3 Sklapéni listu

Jednou z nejznafsich thigmonastii je ski&pi listi nekterych rostlin v reakci na dotek. Velmi rychlé je
sklagni u citlivky (Mimosa nebo gkterych drul &aveli (Oxalig (Darwin, 1880). &koli je reakce vel-
mi vyrazna, jeji adaptivni vyznam neni zcela jaddkteri autdi se domnivaji, Zze by rychly pohyb fist
mohl vystraSit herbivory a to dusam o sofy nebo tim, Ze sklopeni lishahle odhali trny, které ma rostli-
na na stoncich (Eisner, 1981). Citlivkaipdp ¢eledi bobovitych u, kterych se&de vyskytuje diurnalni
(Jaffe et al., 2002), protoZze oba vyuZivaji stejrgtorovy mechanismus, spojeny s asymetrickyniinan
mi turgoru v pohybovém organu nazyvaném pulvinusbéai listu. Zatimco na jedné stéadochazi
k zvySovani turgoru, na stradruhé turgor prudce klesé a to vede k ohybu (Dar@880; Allen, 1969). |
kdyZ se dotkneme jen jednoho listku, reakcei$a $fhiZze vést az ke sklopeni vSechtlista rostlig. Sig-
nal, ktery to umaiuje je Zejme Sitici se akni potencial (Simons, 1981) a n&3i vzdalenosti hydraulicky

signdl cestujici xylemem (Stahlberg & Cleland, 2006

2.4 Thigmomorfogeneze

Thigmomorfogeneze byla poprvé definovana v roce8jakko obecnd, pomala, morfologicka reakce rost-
lin na mechanické ysobeni (Jaffe, 1973). JiZide si ale ¥dci vSimli, Ze mechanicka manipulace
s rostlinami niZe ovliviovat jejich fist. Nagiklad rostlinky dy®, u kterych se kazdy denéil prirastek
piikladanim pravitka, byly na konci pokusu mensi, rigtek rostlin v souboru (Turgeon & Webb, 1971).
Darwin pozoroval, Ze mechanicky stimulovanéeky zpomaluji s§ rast (Darwin, 1880). Na rozdil od
velmi rychlych specializovanych thigmotropickychtrégmonastickych reakci zminych v gredchozich
kapitolach, je thigmomorfogeneze fenomén, kterpregevuje u naprostéetsiny rostlin. Minimalg 46
testovanych rostlin z 18eledi reaguje na mechanické di#dzneEnou fistu (Jaffe, 1980). &oli se

thigmomorfogenetické reakce projevuji na dlouhgabovych Skalach a jsou tudiz raémapadné, nez



rychlé pohyby specialisovanych mechanismasozravych rostlin, efekt mechanickélisgbeni mize byt

skut&né ohromuijici (obrazek 7).

Thigmomorfogeneze se projevuje nejvyrgzapomalenim prodluZzovacihdistu (obrazek 8) a zvyseni
rastu radialniho, coz vede k vzniku typického fenatypmensSich a celkévkompaktrjSich rostlin nez

u kontroly, ale v zavislosti na druhu se mohoueibji rizné dalsi zrny, nagiklad v pongru nadzemni

a podzemngasti, obsahu chlorofylu nebo k fétu ¢i naopak sniZzeni odolnosti proti suchu (Biddington,
1986) nebo zvyseni odolnosti proti herbivor(Cipollini Jr., 1997; Chehab et al., 2012).

Obrdzek 7: ukdzka thigmomorfogeneze. Rostliny napravo byly dvakrdt denné mechanicky stimulovdny dotykem (Braam, 2005)

Stonky husertku se pi dlouhodobém vystaveni mechanickému stresu e (Pigliucci, 2002) a u cit-
livky m& mechanicka stimulace negativni vliv na usiai zaloZenych kinich pupen (Jaffe, 1973). Me-
chanické ohybani mladych jilinvede nejen k poklesu pé&m délky a §ky kmene, ale i k signifikantnimu
snizeni listové plochy (Telewski & Pruyn, 1998). idadil od nastii a tropisim které jsou typicky zjso-
beny zngénami objemu motorovych orgérfJaffe et al., 2002) je thigmomorfogeneze oprawdanmEnou

morfologie rostliny (Jaffe, 1973).

Je zajimavé, ze n#éklad u kukifice vede silné mechanickégmbeni k typické thigmomorfogenetické re-
akci, ale slabétsobeni vede naopak k urychleiistu (Jaffe et al., 1985yhigmomorfogeneticka reakce je
jednoznéng zavisla na intenzitmechanickéhotsobeni, kterému je rostlina vystavena. Kdyz bystliro-
ky posedu Bryonia) vystaveny pti dotekim za den, rostly vice, nez rostliny vystavené dvalmekim,
ale mégt nez kontroly rostouci zcela bez mechanické sticeu{daffe, 1973), u jilinstimulovanych 5, 10,
20, 40 a 80 ohyby dearse jak délkovy firastek, tak porer délky a ky kmene exponenciérsniZzoval

v zavislosti na mnozstvi mechanickych p&dr(Telewski & Pruyn, 1998). Thigmomorfogenetickakesa
je systematicka - pokud je mechanicky degidjencést rostliny, zrny ristu se projevi v celém jejirte.
To doklada pokus, kdy byla stimulovana jen prviérnodia fazolového stonku, ale zkraceni internadii
zvétSeni piméru stonku se projevilo v celé rostlinzarovei, pokud byly d¢ fazolové rostliny propojeny
roubem na urovni prvniho internodia, doStogtimulaci jedné rostliny k thigmomorfogeneticle&kci i u

druhé (Erner et al., 1980). To nagiuje existenci mobilniho faktoru, kterygmasi informaci o mechanic-
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kém drazéni po €&le rostliny. Tento signal fize byt po Bjakou dobu v biice uloZzen, coz umdigje exis-
tenci mechanické patti. Pokud byly semert&ty borovice mechanicky stimulovany v doimni dorman-

ce, thigmomorfogeneticka odpial se u nich dodateé projevila v Ié€ (Lundgvist, 1996).

Pomoci thigmostimulatoru — véleu, ktery se mohl pohybovat nahoru a dolu po stanafinovanou si-
lou — se zjistilo, Ze thigmomorfogeneze se u fazalina projevovat § 0,3N a i 6N dochazi k saturaci.
Pri detailnim zkoumani thigmomorfogeneze na kratkgové Skale s podrobnyneitkem se ukazalo, ze
po stimulaci rostliny fazolu dochazi nejprve Kasnému mirnému zrychleni elongace a teprve nésledn
k jeho zpomaleni a nasledmastaveni na 15 minut (Jaffe, 1976).dPnuti stonku ragete dojde k zastaveni
elongace &hem g@ti minut a trva to celou hodinu, nez sstrobnovi (Coutand et al., 2000). D4 se tiécly

Ze thigmomorfogeneze je péme rychlé reakce, iilestoze jeji projev je patrny az po delSi dpb opako-

vaném drazghi.
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Obrdzek 8 - zbrzdeéni ristu u mechanicky stimulovanych rostlin husenicku. Prevzato z Braam and Davis, 1990

3 PRIJEM SIGNALU

3.1 Role vapniku

Z mnoha experimefitvyplyva, Ze mechanickéipobeni na rostlinu,tauz je to dotyk nebo jiny me-
chanicky podst, je spojeno s prudkym fechodnym ndrstem koncentrace vapenatych iont
v cytoplasmé (Legue et al., 1997; Fasano et al., 2002; Johmes$ai., 1998). Tato reakce je velmi
rychla — k m&titelnému nailistu koncentrace dochazi jiZhem rekolika vtefin po stimulu, a tak se
da pedpokladat, Ze prévtoto je prvotni krok v mechanorecepci (HofmannD20Knight et al.,
1992). Neni to nijak fekvapivé, protoze rostliny pouZzivaji vapenaté iomdimi ¢asto jako druhého
posla v odpo¥di na fizné environmentalni podty (Rudd & Franklin-Tong, 1999). Koncentrace
Cd" se v cytoplastv klidovém stavu udrZuje na velmi nizké Grovnigct00nM) diky pumpam,

které vapnik aktivé cerpaji do apoplastu, vakuoly nebo endoplasmatickétikula (Kudla et al.,
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2010). Vtok vapenatych iohfe zaznamenan pomoci vazby na kalmodulin a jentolpoé C&' va-
zajici proteiny, které se vazbou aktivuji a spgiseakéni kaskadu (Luan et al., 2002). Vapnikova
signalizace je rostlinami vyuzivand pnimani velkého mnozstvi environmentalnich p&dnrost-
lina je ale ¥ejm& schopna mezitznymi podréty rozliSovat na zakladspecifického vzoru jaky méa
vtok vapniku vyvolanytznymi stimuly (Monshausen et al., 2009; Trewav&99). Napiklad do-
tyk vyvolal v ka‘eni Arabidopsisjednofazovou ostrou odp&¥ s paiatkem cca 15s po stimulu a tr-
vajici asi 70s, ohnuti vyvolalo dvoufazovou odpdivokamzig po stimulu s prvnim ostrym vrcho-
lem cca 5s po ohnuti a druhym nizSim cca 40s patbhs celkovym trvanim cca 120s. Kdyzikn
narazil na pekazku, koncentrace vapniku se zvedala relatporvolrt s maximem kolem 50s a na

pavodni Urové se vrétila asi po 100s (obrazek 9) (Monshauseh ,€2009).
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Obrdzek 9: zmény v koncentraci vapniku vytvdri pro rizné stimuly typické vzory: A — ohnuti kofene, B — dotyk, C — prekdzka v ristu
(Monshausen et al., 2009).

Ke studiu vapnikovych fluktuaci po mechanickétsgbeni mohou byt pouZity transgenni rostliny
tabaku exprimujici v cytoplasmaequorin (Knight et al., 1992). Aequorin je prote medulzy
Aequorea victoriaktery po navazani vapenatych ib@mituje modré s#tlo. Zmeny v koncentraci
cytoplasmatického vapniku jsou pak patrné jako mamblesky. Diky tomuto systému se pdlda
ukazat, Ze fisobeni ¥tru nebo dotyku¢i dokonce vystaveni osmotickému stresu vede k pmndk
zvySenim koncentrace €av cytoplasnd (Trewavas & Knight, 1994; Knight et al., 1993). |8
indikdtorem koncentrace vapniku vitoe, ktery se pouziva &kterych studiich, je Yellow Came-
leon (YC) — protein odvozeny od GFP, ktery v zéssi na koncentraci Gameni barvu své fluo-
rescence (obrazek 10) (Monshausen et al., 200enAdt al., 1999).

Ukazalo se, ze koncentrace vapniku v cytoptasm zvySuje Urrné sile, ktera na pletivogsobi,
coz umo#uje gradualni odpad’ — poryvy \&tru odpovidajici sile od 1; 3,5; 6,5; 9; 10,5 a 18N
volaly u rostlin exprimujicich aequorin graduébke zvySujici intenzitu luminiscence 0, 2, 14, 43,
a 100% (Trewavas & Knight, 1994). Zaravee i opakovaném drazai v rychlém sledu projevuje
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atenuace aequorinovych zablésKobrazek 11), coz ifejm& souvisi s vyerpanim vapniku

v zasobnich organelach, pocité doké dojde k obnoveni citlivosti, pra¥godobr vliivem C&*
pump, které obnovi zasoby €a(Knight et al., 1992). O vyznamu vapnikové sigratie

v thigmomorfogenezi i i to, Ze u semer&l soji se podélo ¢ast&ne blokovat thigmomorfo-
genetickou reakciffiddnim EGTA, kterd je chelataim ¢inidlem s vysokou afinitou k vapenatym
iontam, stejny efekt o pridani inhibitofi kalmodulinu calmidazolia a chlorpromazinu (Jones &
Mitchell, 1989).

Mo| <¢— [+Ze0] — Ubly

Obrdzek 10: prechodné zvyseni koncentrace vdpniku v misté dotyku, v pokoZkovych burikdch korene husenicku vizualizované pomo-
ci ca® sensitivniho fluorescencniho proteinu Yellow Cameleon. (Monshausen et al., 2009)

4 \V/NIMANI SIGNALU

Otazkou je, jak vlastnfunguje genos vijSiho mechanického signalu doiilky a jak jej rostlina
vnima. V sodasné dob existuji d¥ hlavni teorie. Jendar@dpoklada, Ze za vnimanim mechanic-
kych podrtu stoji kanaly aktivované tahem (stretch activatad éhannels), které séipnechanic-
kém pisobeni otekou, a nasledny tok iofitvede k fysiologické reakci. (Ding & Pickard, 1993)
Druha teorie fedpoklada fyzické propojeni b&éimé sény s plasmatickou membranou a cytoskele-
tem (BaluSka et al., 2003). Mechanicky signal byadez vréjSku prenasel dovnitbuiky mechanic-
ky a tam by seiemenil na fysiologicky.

4.1 lontové kanaly

lontové kanaly aktivované tahem jsou transmembréreteiny s irisovym porem (obrazek 12a,b).
Protein gi lateralnim mechanickém napnuti membrangnmkonformaci, por se otevird a tim
umoziuje tok ionfi pfes membranu. Tahem aktivované kanaly jsou podstatémani mechanic-

kych signal u Zivagichi. Smysly jako hmat a sluch vyuZivaji pgaveurori s tahem aktivovanymi
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kanaly v membr&h Jejich oteveni vede k vtoku iorit depolarizaci membrany a vipadt dosta-

te¢né silného pod#tu ke vzniku akniho potencialu. (Del Valle et al., 2012).
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Obrdzek 11: koncentrace Ca2+ v burice vyjadrena luminiscencni aequorinu. (a) atenuace citlivosti pfi opakovaném dréZdéni a obno-
veni po urcité regeneracni dobe, (b) mira luminiscence odpovidd sile stimulace — zde luminiscence pri rizné sile podnétu od 1 do 12
N. dle (Knight et al., 1992)

4.1.1 Kanaly MSL

U Rostlin se v genomu nenasly Zadné homology&nych tahem aktivovanych katiakle v roce
1988 byly pomoci patch clamp analyzy poprvé objgvithem aktivované kanaly v protoplastech
tabaku (Falke et al., 1988). Arabidopsisbylo objeveno 10 mechanosensitivnich praididaswell

et al., 2008) oznmvanych jako MSL - tedy MSC like proteiny, coZ zreal@ mechanosenensitive
channel of small conductance like. Ty jsou tlobharakterizované H.coli, kde slouzi jako ochran-
na pojistka pi nahlé zn&né osmotického tlaku okolniho media - pokud dojderkdikému poklesu
osmolarity media, ot¢ou se MSL, umozni vytok osmoticky aktivnich latekny a tim zabrani
prasknuti biiky (Martinac & Buechner, 1987). Dosud bylo objevefichomolodg bakterialnich
MSC v genomu ryZe. MSL seldl na dw skupiny. MSL skupiny | maji lokalizai sekvence, které
je tapetuji do organel, jako jsou mitochondrie dowmdplasty, MSL skupiny Il jsou lokalizované

v plasmatické membré&n
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Obrdzek 12: model tahem aktivovaného iontového kandlu z vrchu (a) a ze strany (b). vysledky patch clamp analyzy na ztrdatovych
mutantech msl10-1a msl9-1 napovidaji, Ze MSL9 a MSL10 mohou tvofit heteromerni kandl (Monshausen & Gilroy, 2009b)
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Z deseti MSL uArabidopsisjsou MSL1-3 ve skupihl a MSL4-10 ve skupi Il (Kurusu et al.,
2013). MSL2 a 3 jsou lokalizovany v plastidechekdaji funkci v zajiBovani morfologie a sprav-
ného @leni plastidu - stegatak funguje jejich ortolog €hlamydomonagHaswell & Meyerowitz,
2006). MSL9 a MSL10 jsou exprimované vikoech v pekryvajicim se ale ne shodném vzoru, fuze
s GFP ukazala, Ze MSL9 a MSL10 se exprimuji pabaast na apikalni a bazalni strabursk a

v Hechtovych provazcich.iPpatch clmap analyze na protoplastech #ekd Arabidopsisse doka-
zala mechanosensitivita MSL katidbti pokusech se ztratovymi mutantysl9-1amsi10-1vySlo
najevo, Ze kazdy z mutanse chova jinak, a ani jeden nemé kanal stejné Wdadce jako divoky
typ, zda se, ze MSL9 a MSL10 vyWa@ohromady heteromerni kanal (obrazek 12c) (Hdssteall.,
2008). | u dvojitého ztratového mutantes|9/10se i patch clamp analyze objevovaly vzruchy p
mechanickém {ssobeni. Ty zmizely az po odstegm dalSich MSL kanél— MSL4, MSL5 a MSL6
(Haswell et al., 2008). Mechanosensitivni kanalyosobnymi elektrofysiologickymi charakteristi-
kami, jako ma MSL9 a MSL10 v Kenech, se podidgo nalézt i v mesofylovych hikach Arabido-
psis(Qi et al., 2004).

Predchozi vyzkum sice odhalil, Ze na memisrédmabidopsisse vyskytuji kanaly s mechanosensi-
tivni aktivitou, jejich vliv v mechanorecepci jeealsporny — ani ¢ginasobny ztratovy mutant
v genech MSL4, MSL5, MSL6, MSL9, a MSL10, ktery m&vykazoval zadné &ttelné elektrofy-
siologické zngny pii zménach tlaku, ner zadny fenotyp a nedal se rozeznat od divokéha,tgpi
kdyZ se gstoval nafizné osmoticky aktivnich mediich, a zaznych mechanickych nebo hydr&ta
nich stred. Navic se z elektrofysiologickych studii zd4, Zz&M a MSL10 penaSeji spiSe chlori-
dové nez vapenaté ionty (Haswell et al., 2008; dayet, 2008). Zda se tedy, Ze rostliny musi mit
jeSE€ jiny systém pro vapnikovou signalizaci mechanid¢kpodréta (Haswell et al., 2008). Je moz-
né, ze MSL9 a MSL10 funguji néglad tak, Ze zpsobuji depolarizaci buné membrany, coz ve-

de k oteveni vapnikovych kanél(Peyronnet, 2008).

4.1.2 Kanaly MCA

dalSim kandidatem na molekularni mechanosensar,gsateiny MCA. Protein MCAL1 byl objeven
pii vyzkumu kvasinkového mutanta MID1 (Nakagawa et 2007). Tomu chybi mechanosensitivni
kanal pro vapenaté ionty. KdyZ se do kvasinkovéltama pidala cDNA zArabidopsis mutace se
komplementovala (MCA1 znamen& ,MID1 complementigi\aty 1“). Protein MCAL n&l jen 10%
shodu a 40% podobnost dyednim kvasinkovym proteinem. MCA proteiny nejsaitgmny u Zi-
vocicha, hub, protist ani dias, ale jsouiftomny u vSech rostlin od metipies kapradiny po semen-
né rostliny, coz nazraje, ze u vyssich rostlin maji vyznamnou funkci (6su et al., 2013). U
Arabidopsisse nachazi dva paralogy — MCA1 a MCA2 (Nakagawal.eR007), které magiasteng
odliSnou expresi viiznych organech aigjmeé se liSi i svou funkci (Yamanaka et al., 2010

svou funkci v penosu vapniku nejsou MCA homologni s Zadnym jinymaraym kanalem nebo
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pienaSéem (Kurusu et al., 2013). Analyza domén ukazalaiast proteinu na N-konci, ktera obsa-
huje konzervovanou transmembranov@st, je nezbytna a zaravelost&ujici k p‘enosu vapena-
tych ionti pies membranu, mutace vysoce konzervovanéhé'AspAsit' vede u MCAL k Gplné a
u MCA2 kcéaste&né ztrat prenosové aktivity. MCAL i MCA2 tvis v membrég tetramery s pérem
propustnym pro Ca vznikajicim mezi transmembranovymi doménami. (Nekat al., 2011). Diky
expresi fuzniho proteinu NtMCA1-GFP viikach tabdkové suspenze kuné linie BY-2 se ukaza-
la lokalizace na plasmatické memb¢&nv Hechtovych provazcich (Kurusu et al., 2012EAM a
MCA2 nejen, Ze komplementujhidl mutaci u kvasinek, ale u huséki se zvySenou expresi
MCA1 dochéazi k zvysené kumulaci €a kotenech ve srovnani s divokym typem a se ztratovym
mutantem. Byly provedeny pokusy se Ztratovym mwanfncal-nul) a mutantem s vySsi expresi
(MCAox), kteai zarover exprimovali aequorin a byli vystaveni hypoosmoéioku stresu a ukazalo
se, Ze nérst koncentrace Gav cytoplasnd byl znatelt vy3si uMCAIox neZ u divokého typu a
mcal-null.To nazn&uje Ze MCAL je zapojen do vapnikové signalizaieméné napti membrany
(Nakagawa et al., 2007). Exprese MCAL z hudanzpisobila v buitkach vajeénika ¢inskych keg-

ka (buréénd linie CHO) i v oocytech drapatkX€nopus laevjszvySeny vtok vapenatych ianpri

mechanickém napinani membrany (Nakagawa et al7;Z@uichi et al., 2012).

Pro owteni toho, zda maji MCA vliv na vnimani dotyku uiéni, byla vyvinuta metoda,ipkteré
se nechaji semedléy husendtku rist 0,8% agarovym mediem pod kterym je vrstva 1,8#ra@avého
media. Zatimco divoky typ se dokazal nagmmn tvrdosti agaru ffizptsobit a prorostl jim, ztratove-
mu mutantovi se to nepoid®. Pfidani MCA1 domcal-nullkomplementovalo mutaci a tyto rost-
linky byly schopné prarstat steji jako divoky typ (Nakagawa et al., 2007). ztratoaytant v ge-
nu MCA2 vystaveny stejnému pokusu prstal bez probléiin stejré jako divoky typ, na rozdil od
ztratového mutanta v obou MCA geneckgjag proto, Ze MCA2 se na rozdil od MCAL neexprimu-
je v ka‘enové Spice. To napovida rozdilné funkci MCA1 a MCA2 u rost(Yamanaka et al.,
2010). O vlivu MCA1 v mechanorecepciéski i to, Zze jeden z dotykem indukovanych @ekal-
modulinu podobny protein TCH3, je nadprodukovad@Alox mutantovi, jako by rostlina neustale

vnimala dotyk (Nakagawa et al., 2007).

Je Skoda, Ze s mutanty v MCA genech nebyly vyzkougéasické dotykové thigmomorfogenetické
pokusy jaké provad natad rostlin nap. Jaffe (1973), protoZefes zajimavé vysledky na biimé

Grovni i osmotickém stresu stale nevime, jestli se jedreceptory stojici za thigmomorfogenezi.

MSL kanaly i MCA jsou lokalizovany na plasmatické&mbrai. Z rékterych studii ale vyplyva, Ze
zvy$eni cytoplasmatického €arychazi z vnitnich zasob v organelach jako je endoplasmatické re-
tikulum, nebo vakuola. Pro zablokovani tahem aktarych iontovych kanél na plasmatické
membrég se pouzivaji ionty Gt a L&", u rostlin ale tyto inhibitory nedokazaly zabranitySovani

koncentrace C4 v cytoplasnd po vystaveni poryem vétru, co? naznéuje, Ze vapenaté ionty po-
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chazi z vnitnich zasob (Knight et al., 1992) tomu by odpovidalep$né zablokovani nastu C&*
pii pouziti malych koncentraci rutheniovérveré [RusO,(CHs)14Cls, 0 nizZ se ¥fi, Ze inhibuje uvol-
novani vapenatych iofitz endoplasmatického retikula (Trewavas & Knigl94; Fisahn, 2004). Je
mozné i to, Ze vytok G4z mechanosensitivnich kafala endoplasmatickém retikulutgmbi ote-
vieni vapnikem aktivovanych vapnikovych kanaa plasmatické membr&mebo naopak (Chehab
et al., 2009).

4.2 Bunécéna s€na

Druhé teorie pedpoklada, ze v mechanorecepci hraje roli propdpemécné skény s plasmatickou
membranou a cytoskeletem, neboli Cytoskeleton PRdagdtembrane Cell Wall continuum
(CPMCW) (BaluSka et al., 2003). Prvni, na cisg@bi dotykovy signal, je prévburs¢na séna.
Vzhledem k tomu, Ze turgor protoplastu je 2-10ia® atmosfér, je protoplast na tnou sénu
velmi tésné pritisknut. To na jednu stranu dovoluje velmi dobigmos mechanické informace, pro-
toZe kazdy pohyb se hnetepasi na membranu, na druhou strariderbyt tlak tak silny, Ze naopak

vnéjSi podrét nezpisobi dostaténou deformaci biiky, ktera by vedle ke spusti signalizace.

4.2.1 Integriny u rostlin

Interakci mezi extracelularni matrix a ¥kgm buiky zaji¥uji u Zivasichi membranoveé proteiny integri-
ny, které se vazou extracelularni doménou na glgkeimy, které tvii matrix, jako jsou fibronetin, vitro-
nectin, laminin a dalSi a intraceluladsti komunikuji naip s cytoskeletem. Glykoproteiny ECM obsahuji
ve své aminokyselinové sekvenci Useky R@GEGly-Asp) a pro integriny je typické, Ze pratuto sek-
venci vazou, jsou proto ozfavany jako proteiny vazajici RGD (RGD binding piogd. V genomuAra-
bidopsisse nenally Zzadné sekérhhomology integrifi, presto ale &které studie ukazuiji, Ze v rostlinné
cytoplasmatické membrérse nachazi proteiny s obdobnou funkci. Canut ef18198) zjistili, ze fidani
syntetického heptapeptidu obsahujiciho RGD sekv@yciGly-Arg-Gly-Asp-Ser-Pro) vedlo u plasmoly-
sovanych bugk pokozky cibule a plasmolysovanych Bkrsuspenzni kultury huseéki k zaniku Hechto-
vych provazt a odpoutani protoplastu odrsy (obrazek 14A,B). Kontrolni heptapeptid se zimatiob-
racenou RGD skupinou (Tyr-GKsp-Gly-Arg-Ser-Pro) neri na buiky Zadny efekt. O ifitomnosti pro-
teind vazajicich RGD v plasmalenswdci i dalSi Canutv pokus s protoplasty husékil. Do suspenze
protoplash se gidal synteticky protein ProNectinF, ktery obsahi@RGD sekvenci. Protoplasty v jeho
pritomnosti koagulovaly do shlika gidanim heptapeptidu s RGD doSlo ktmynému rozruseni vazeb

mezi protoplasty (obrazek 13).

Nékteré studie zjistily, ze fluoresc&me znatené polyklonalni protilatky proti zivésnym integri-
nam se vazaly na plasmatickou membranu hugewiych protoplast (Faik et al., 1998) a v genomu
husenéku se nasly proteiny obsahujicékteré konzervované integrinové domény (Chabannes &

Carrie, 1999). Jejich jinak nizké& sekvahpodobnost s opravdovymi Zigi8nymi integriny ale na-
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znaiuje, Ze se nejspiSe jednda o proteiny ze skupinasigch receptdr, které maji odliSnou struktu-

ru, ale sdili s integriny schopnost vazat RGD lajaflaffe et al., 2002).

“ Y

Obrdzek 13: protoplasty husenicku. Bez pfidanych Idtek (a), s proteinem ProNectinF(3,5 uM), ktery obsahuje 13 RGD sekvenci (b)
s pfiddnim 3,5 uM BSA jako kontrola (c) a po priddni YGRGDSP peptidu k protoplastim s proteinem ProNectinF - situaci z obrdzku b
(Canut et al., 1998)

LU et al. (2012) objevili v genomu hus&i pomoci imunologického screeningu s protilatkootipnte-
grinu protein ozngeny AT14A. Jedna se o transmembranovy proteiny kier rekolik Useki své amino-
kyselinové sekvence shodnych s integriny. Autetestovali jeho schopnost vazat RGD sekvencejéi
né pokusy ukazaly, Ze by mohl skéme fungovat jako $edniclen v kontinuu cytoskeletu, plasmatické
membrany a buftné skny, jelikoz protoplasty ztratového mutarttd 4a-1se v hyperosmotickém preéest

di vice odlepovaly od bgtiné sény (Lu et al., 2012).

Buiiky chryzantémy zalité v agarovém mediu, ve kterginjgtvaien jednosrérny tlak, rostly a dily se
prevazrié ve snéru kolmém k ose {sobeni tlaku. fdani peptidu obsahujiciho RGD tento efekt vy&azn
zeslabovalo, peptid obsahujici kontrolni sekver@RD¥adnou zinu nevyvolal. Podobny efektého pii-
dani kolchicinu (v koncentraci 5mM), ktery rozriguapikrotubularni cytoskelet, naopaiidani cytochala-
sinu B (o koncentraci 50 pg/ml), ktery rozrusujéiradvy cytoskelet, nevyvolalo Zadnou &mu (Zhou et
al., 2007). Zda se, Ze nejen propojetiiysia membrany, ale Epojeni na mikrotubularni cytoskelet jé-d
leZité pro mechanorecepci, na druhou stranu samoré@Seni kortikdlnich mikrotubiuljisté ovlivni
schopnost polarizace itky a mozna se nejedna o ztratu schopnosti vnimahaniké isobeni, ale

0 ztratu schopnosti odp&dét na r¥j.

Oseteni pomoci peptitl obsahujicich RGD sekvenci vedlo u hracRism sativuia vigny ¢inské
(Vigna unguiculatake sniZzeni odolnosti proti houbové infekci, zatinoSeteni kontrolnimi peptidy které
neobsahovaly RGD sekvenci ndmtento efekt. OS&tni RGD zjisobovalo, Ze rostliny produkovaly mé-
ng peroxidu vodiku a kalosy v méshapadeni a houby Iépe penetrovaly do pokoZkovyarkikb(obra-
zek 14c-f) (Mellersh & Heath, 2001). Obrana protiubové infekci je Jtom prokazateléh spojena
s vnimanim mechanického dotyku houbové hyfy a déyselat napiklad dotyky wolframového dratku
odpovidajici tlouky, jako ma hyfa (Gus-Mayer et al., 1998). Tytolegiky nazna&uji, Ze proteiny vazajici

RGD sekvence maji vyznam v mechanorecepci u rostlin
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Obrdzek 14: ztrdta Hechtovych provazcu v plasmolysovanych burikdch po pfiddni peptidu s RGD sekvenci (A) ve srovndni
s kontrolnim peptidem (B) obrdzky zleva ukazuji stav pred aplikaci a 1, 3 a 5 minut po aplikaci peptidi (Canut et al, 1998). Grafy
ukazuji prabéh houbové infekce v pritomnosti riznych peptidi obsahujicich a neobsahujicich RGD sekvenci: (c) mnoZstvi produkce
peroxidu vodiku do stény, (d) deposice kalosy do stény po napadeni, (e) mira penetrace houbové hyfy, (f) délka houbovych hyf (dle
Mellersh and Heath, 2001)

Vliv RGD peptidi na vyvolani thigmomorfogenetické reakce na uraehich rostlin nebyl dosud testovan
(nagiklad s pouzitim rostlin exprimujicich peptidy obsfci RGD pod inducibilnim promotorem),
nicméré na buréné drovni se jiz poznatky o vlivu RGD ndepos mechanické informace vyuZivaji
v biotechnologické praxi. Suspenzni kulturadutisu (Taxus cuspidajgpéstované pro komeni produk-

ci taxolu ve velkém bioreaktoru trpfi gpromichavani mechanickym stresem, coz je hlaiekgika p
zvétSovani objenn suspenzich kultur rostlinnych htkn Ukazalo se, Zetrjglani syntetického RGD peptidu
vyrazre snizuje produkci reaktivnich forem kysliku, akuauilfenolickych latek, alkalizaci media a miru
fosforylace MAPK kaskad (obrazek 15), coZ jsoudipiprojevy obranné odpégi proti stiznému stresu
v kulture tisovych bugk a ukazuje to, Ze RGD vazajici proteiny maji vyenau roli ve vnimani mecha-

nického stresu (Gao et al., 2007).

Shear Shear+RGD Shear+RGE
No. 123 45 6 7 8 910111213 14 15

- - e = = ww v 46 kDa
M'nr q-" S o 44 kDa

Time -15 10 2040 -1 5 10 20 40 -1 5 10 20 40 (min)

Obradzek 15: Vliv RGD peptidu na MAP kinase-like aktivitu. Buriky tisu byly vystaveny striznému stresu michdnim po doby 1 min a nd-
sledné ponechdny v klidu. Extrahované proteiny byly analyzovdany pomoci western blotu s protildtkou proti fosforylovanym formdm
savcich ERK (extracellular-signal-regulated kinase), coZ je skupina MAP kinas (Mitogen-activated protein kinase) (Gao et al., 2007).

Molekularni identita RGD véazajicich protéimistava nezndma, aZ nékolik potencialnich kandidatako
je Atlda (LU et al., 2012) nebo LecRK-1.9 (At5g603(0Gouget et al., 2006). Literatura také neuviéedré
proteiny bug¢né skny vlastré obsahuji RGD sekvence, namatkovym prohledavaniwesei rékterych

sténovych proteif ve veéejnych databazich jsem Zadné kandidaty neodhalil.
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4.2.2 Receptorové kinazy

WAK, (wall associated kinases), jsou skupinou pindtekteré pedstavuji dobré kandidaty néepasSee
signalu mezi $hou a cytoplasmou. Jsou to transmembranove prageingji extracelularni doménu, ktera
je ukotvena do &ny, a intracelularni doménu, kterd ma kinasovoiviakt Pokusy s enzymy &ticimi
razné slozky bu&né sény ukazaly, Ze WAK se vazou extracelularni domémmypektiny, protoZze pouze
pektindzy vedly k odpojeni WAK odé&sty (Anderson et al., 2001). Zaravee ukazalo, ze WAKL1 je
schopna vazat GRP3 - strukturni proteinddng sény bohaty na glycin (Ringli, 2010). Prohledavari-se
venénich databazi vedlo k objeveni rodiny 22 pratgindobnych WAK, oznizenych jako WAKL (WAK-
Like) (Verica & He, 2002), které podobiako WAK kbduji transmembranové proteiny s cytepiatic-

kou Ser/Thr kinasovou doménou a extracelularni dam&omunikujici se &ou.

Lectinové receptorové kindzy (LecRKs) jsou skupimeceptorovych kindz které maji na extracelularni
¢asti lectinovou doménu schopnou vazat cukégtiece stnovych polysacharid Kromé toho minimali
nekteré LecRK umi vazat i&tové proteiny a pomoci pepilidbsahujicich sekvenci RGD je moznéije p

plasmolyze od ghy odpoutat (Gouget et al., 2006).

Pokusy s biikami tisu rostoucimi v michaném mediu ukazaly, ZezyySené mechanické #at dochazi

k vy§Si fosforylaci MAPK (Gao et al., 2007). Vzhied k tomu, Ze ffidani RGD peptidu tuto reakci dra-
maticky snizilo (obrazek 15), da seegpokladat, Ze tuto fosforylaciéta na s¥domi réjaka z RGD vaza-
jicich WAK, nagriklad vySe zmi#gna LecRK (Gouget et al., 2006). Takovéto mechansgoustné kina-
zové kaskady mohou byt jednou z cest k&rm genové exprese, ke kterym po mechanické stimula

dochazi.

4.2.3 Forminy

V genomuArabidopsisbylo objeveno &kolik geni, které koduji forminy. Ty u Zivacha moduluji aktino-

vy cytoskelet. V predikované proteinové sekvené&Simy z nich byly pekvapi¥ nalezeny mozné
transmembranové domény, coz je zasadni rozdiligpvakiSnym formiram. Forminy by tak u rostlin
mohli hréat roli spojky mezi membranou a aktinovyyoskeletem. Naigdpokladané extracelularsdsti
proteinu je u formith AtFH2, 6 a 8 na prolin bohata oblast podobna sktenktera by mohla hypoteticky
ukotvovat tyto forminy v buitné sténé (Cvrekova, 2000). Intracelularni domény FH1 a FH2 jsthopné
nejen iniciovat skladani aktinovych vlaken, ale gdaze forminy jsou schopné pomacito domén také
interagovat s dalSimi proteiny, rfédgad s aktin vazajicim profilinem (Deeks et aD03), coz zesiluje je-
jich schopnost propojovat membranu a cytoskelestiRay formin AtFH4 zArabidopsisobsahuje krogh
domén FH1 a FH2, které interaguji s aktinemgjasi€ objevenou doménu GOE, ktera je schopna vazat
se na mikrotubuly. ProtoZe obsahuije i transmembndoménu, je tento protein siinym kandidatem na
spojku mezi membranami a aktinovym a zatowekrotubularnim cytoskeletem (Deeks et al., 20P0)-

zorovani tohoto forminu zdaného GFP ukazalo, ze AtFH4 se vyskytuje ickuna mistech kontaktu me-
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zi mesofylovymi biikami, tedy v mist kde typicky dochazi kipnosu pnutiifd mechanické zé&ki pletiva
(Deeks et al., 2005). Diky takovymto propojenimnioghl byt mechanicky streggmaSen ifimo na cytos-
kelet a po &m cestovat do nitra liky. Fluorescetné znaeny AtFH4 byl pozorovan v kolokalizaci

s endoplasmatickym retikulem (Deeks et al., 20aGgk tvdi jeden z mozZznych spbjcytoskeletu nejen

s plasmatickou membranou ale i stimto membranokgmpartmentem. Vyznam takového spoje
v mechanorecepci je nasiae mechanicky podit putuje ges cytoskelet na membranu ER a tim dochéazi
k oteweni mechanosensitivnich kaial vytoku C&" z vnittnich zdrof.

Ackoli maji forminy vSechny ifgdpoklady k tomu, aby byly vyznamnym prvkem v meciacepci, nena-

lezl jsem Zadné studie, které by jejich vyznam arpentalré ovéiovaly.

4.2.4 Dalsi propojeni

Arabinogalaktanové proteiny (AGP) nejsou na roadiffedchozich transmembranové proteiny. Jsou se-
kretovany do sny, kde mohou interagovat s pektiny, maji ale i Gfykosylphsphatidilinositol) kotvu,
kterda jim umo#uje komunikaci s membranou. AGP by také mohly agevat s WAK, protoZze se

v membras vyskytuji kolokalizova ve stejnych doménach (Gens et al., 2000). To fimoaiuje poten-
cialné prenaSet mechanické signaly. Krdioho je exprese AGP zvySena po dotyku (Lee e2@05). Ce-
lulosa synthasy jsou transmembranové proteiny syujiei celulosu do buftné sény. Tim girozerg
propojuji buk¢nou sénu a plasmatickou membranu. Pohyb celulosa synthasymbras je fizen podle
rozloZeni kortikalnich mikrotubdi) interakce s cytoskeletem je ale spiSeingpa je otazkou zda mohou
byt efektivnimi genaséi signalu (Bringmann et al., 2012). DalSi moZnooijlspu je rostlinny myosin VIII,
ktery se samdejmg vaze k aktinovému cytoskeletu, krértoho ale #ejmg také interaguje s kalosa-

synthasowimz je f¥ipojen ke sing (Baluska et al., 2003).

Vyznam spojek mezi &ou membranou a cytoskeletem pro vnimani mechatighgdriiti je zaloZen na
teorii tensegrity vniniho prostedi buiky (Ingber, 1997). Taipdpoklada, Ze jednotlivé b&imé struktury
jsou propojené a deformace jedné vede k deforna€icth. Tak mize mechanicky signal otevirat kanaly
na plasmatické i vakuolarni membgaieorie dokonceipdpoklada fenos mechanického signaltimo
na DNA, jejiz deformace by odkryvaly regéd mista a umaibvaly nasedani transktipich faktofi.
Mnoho z vySe zminych proteifi je potencial® vyznamnych v mechanorecepci gfdoroto, Ze toto pro-
pojeni svou strukturou a lokalizaci umiai. Experimentalni otfeni jejich vyznamu vSak wisiny dosud

neni k dispozici.

4.3 Geny indukované dotykem

Prvni objev gem, které zvySuji svou expresi po mechanickém stipojli winén ¥astnou nahodou.fP
vyzkumu genoveé regulace po aplikaci gibefelie zvedala expresétipgent i u rostlin kropenych roztoky

auxinu, cytokinird, kyseliny abscisové a dokonce i u kontrolnichlimmgtropenychéistou vodou. Ukazalo
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se, Ze je to reakce na dopadajici kapky a tyto genyindukované mechanickymi patin Dostaly ozna-
¢eniTCH1 — TCH4Braam & Davis, 1990). Ukazalo se, #€H reaguji na zrafmi, dotyk, zaliti, dopadaji-

ci kapky a vitr a fekvapiv i na genos ze sitla do tmy, naopak opatrné zvedani a pohyb nebbahnd-
vyvolaly Zadnou reakci. Exprese se zvySovala vsidsti na mnozstvi — u 2, 5 a 10x ohnutych s
mnozstvi MRNA postuginzvySovalo, pedevsim urCH3 (Braam & Davis, 1990). TCHL1 je rostlinny kal-
modulin TCH2 a TCH3 jsou kalmodulinu podobné vaprékajici proteiny (CML24 a CML12) BCH4
koduje celulasu XTH (xyloglucosyl endotransglukasg/hydrolase) (Chehab et al., 2009). Pomoci micro-
array analyzy byl proveden test@mexprese 22810 gémpiitomnych na genoveipu Affimetrix (Lee et

al., 2005). Ukazalo se, ze 589 gdnusentku se po dotyku exprimuje vice a 171 se exprimgesniNej-
vice se zvySovala exprese vapnik vazajicich ploteiproteiti modifikujicich sénu, dale proteiin spoje-
nych s reakci na porami a obranouifed patogeny a gérkodujicich kinazy a transkiipi faktory. Mér

se naopak exprimovaly proteiny spojené s obecnytabobsmem, (Lee et al., 2005). Zajimavé je, Ze
53% geili, které n&ni expresi po dotyku, &ni expresi i po zater#ni, a naopak, 67% gérndukovanych
zatemrnim, se exprimuje iipdotyku. Jaké je spojeni mezi vnimanim dotyku wa trani jasné. Naopak
mére prekvapivy je vyzkum Kimbrough et al., (2004), ktericroarray analyze provedené naeteech
husentku ukazal, Zze 96% gérindukovanych dotykem &ni expresi fi gravitropickém stimulu, coz na-
znauje moznou existenci spdlee recepni drahy v mechanorecepci a gravirecepci. Piokin zvySeni ex-
preseTCH geni je prav@podobr prenaSen f&s kinasové kaskady, protoZe inhibitor proteinkistasiro-
sporin blokuje syntézu TCH3 (Wright et al., 200R).mohou byt odstartovany nididad aktivitou WAK,

nebo pes kalmoduliny aktivované zmami koncentrace apo dotyku.

Je pravépodobné, Ze primarnastova odpo¥d’ pri thigmomorfogenezi neni zavisla na &mch genové
exprese, ale jizenacisté fysiologickymi a chemickymi prostdky. Zngény v expresi dotykem indukova-
nych gerfi jsou patrné nejiive bthem 10-15 minut (Braam & Davis, 1990), zatimco &taeeni @istu po
mechanickém dra2Zdi dochazi u &kterych rostlin takka okamzi (Jaffe, 1980). Dotykem indukované
geny mohouidit pozdjsi projevy thigmomorfogeneze jako je zvySeni odstnproti patogeim nebo

zmeéna alokace biomasy meziilemy a prytem.

4.4 Role ristovych regulatoni

4.4.1 Ethylen

Ethylen byl dlouho povazovan za silného kandidatanodulaci thigmomorfogenetické odgdic U me-
chanicky podrazthych rostlin se totiz zvySovala jeho syntéza aiouni do okoli a zvySovala se expre-
se ACC synthasy — jednoho z&klych enzyni biosyntézy ethylenu (Biro & Jaffe, 1984) Exogepifida-
ni ethylenu zarovevedlo u rostlin k odpadi podobné jako je ta thigmomorfogenetickd, protetden

brzdi prodluzovaciiist a zarovi urychluje fist radialni (Biro & Jaffe, 1984)
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Vyzkum provedeny na mutantech necitlivych k ethylégin2-1a etr1-3) (Johnson et al., 1998) vSak vy-
znam ethylenu vyragrepochybnil. ETR1 je histidinova kinaza, ktetéjme slouZzi jako receptor ethylenu,
funkce EIN2 neni jednoziiaé uréena, ale ztratovy mutant na ethylen neodpovidésdBi€t al., 2009).
Mutanti ein2-1i etr1-3byli vystaveni poryum wétru (30 minut denéina r& bylo foukano ¥trékem), doty-

ku a vibracim (tacy s rostlinami byly postavenésanbwoofer s frekvenci 50Hz a hlasitosti 90dB). @pro
ocekavani reagovali mutanti ve vSech ohledechéteako divoky typ a projevovali stejné thigmomorfege
netické zndny. Zarové dochézelo i u mutaitk zvySeni regulacdCH geri jako u divokého typu
(Johnson et al., 1998). Jini vyzkumnici (Wrighélet2002) udlali velky test — mutanti necitlivi k ethylenu

- eirl-1, ein2-1, ein3-1, ein4, ein5-5, ein6, einlglkl a etrl-1, mutanti se zvySenou produkci ethylenu
etol-1, etoz eto3 actrl-Imutant, ktery neustéle signalizuje zvySeni hladitylenubyli vystaveni me-
chanickému fisobeni a zkoumala se expr@$eH3genu, cozZ je dotykem indukovany gen kddujici kalmo
dulinu podobny protein (Braam & Davis, 1990). U toh kterych se nedotykali, S&CH3 neexprimoval,

a ani u mutantatrl-1, ktery etylen vnima konstituti¢éna u mutarit se zvySenou produkci ethylenu nebyla
exprese zvySena. U vSech mutdnglo patrné mechanicky indukované zvyseni expf€dd3 stejr€ jako

u divokého typu. Pouze ztratovy mutant v negenatstpém gentEING (Arabidopsisorg) tvdil vyjimku,
kdyZ ani po mechanické stimulaci nebyla expfESel3 zvySena (obrazek 16). Z toho se da vyvozovat, Ze
etylen neni vyznamny v primarni odgavna mechanickou stimulaci. Bohuzel, &uxoumali celou pro-
blematiku pouze na Urovni regulace exprese jedadi@H geni a neuvadi, jestli se u mechanicky stimu-

lovanych ethylenovych mutanbhevyskytly ijaké odchylky od obvyklé thigmomorfogenetické resakc

Biosyntéza ethylenu v rostlindch vychazi z methionktery se femgiuje na S-adenosylmethionin (SAM)
a ten na 1-aminocyklopropan-1-karboxylovou kyse{fsGC), ktera se nasledid&pi na ethylen. Inhibito-
ry cykloleucin a tripolyfosfat, které blokuji syatév kroku gemEny methioninu na SAM, nedly Zadny
efekt na thigmomorfogenezi, inhibitor AVG (aminathivinylglycine), ktery blokuje femEnu SAM na
ACC nebo inhibitory EDTA (ethylenediaminetetraat&ta chlorid kobaltnaty, které blokujitgmEnu
ACC na ethylen inhibovaly pouze radialigt, ale nerély Zadny efekt na zemy elongace ke kteryn¥ip
thigmomorfogenezi dochazi (Biro & Jaffe, 1984).\#h tedy v thigmomorfogenezi mozna indukuje radi-

alni nist, ale zastaveni elongace neaulije.

TCH3

B-TUBULIN

Obrdzek 16 - vliv mechanostimulace na zvyseni exprese TCH3 u ethyen insenstitivnich mutantu. Je vidét, Ze u vsech mutanti je stej-
né jako u WT zvysena exprese TCH3 po aplikaci mechanického stimulu, vyjimku tvori mutant ein6, ktery po dotyku nezvysuje expresi
TCH3. Upraveno dle (Wright et al., 2002)
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ZvySeni produkce ethylenu nastasasto aZz ekolik hodin po mechanickémipobeni (Telewski & Jaffe,
1986; Biro & Jaffe, 1984), tedy v dékdy uz davno doSlo k vapnikové signalizaci, ghdd i regulace ex-
prese dotykem indukovanych dea zastavil seist, jedna se tedy o jeden z nejp#itth projewi prova-
zejicich thigmomorfogenezi. UZ z tohotivddu Ize usuzovat, Ze role ethylenu bude spiSgaké sekun-
darni odpovdi. Tekavost ethylenuifimo vybizi k gedsta¥, Ze produkovany do okoli by také mohl slouZit
jako signal pro okolni rostliny, podofyrjako gkavé jasmonéty, kterymi rostlina signalizuje okwinst-
lindm pitomnost herbivora (Farmer & Ryan, 1990; Karbaal 2000; Heil & Ton, 2008). Nemuselo by
jit ani o tak altruistickou signalizaci — vzhledértomu, Ze stimulovana rostlina mémste, mohla by byt
snadno zastéma. Ethylen vyvolava podobnou reakci — zpomalemigdce — mohlo by se jednat o pokus

mechanicky stimulované rostliny zbrzdist konkurent podobg, jako je zbrzdn jeji nist.

4.4.2 Jasmonaty

Jasmonaty jsou rostlinndéstové regulatory odvozené od mastnych kyselinchidjiosyntéza vychazi

Z kyseliny a-linolenové, ta je enzymem lipoxygenasou (LOX)iemEnéna na 13-
hydroxyperoxylinolenovou kyselinu, ta allene oxjahthasou (AOS) na 12,13-epoxylinolenovou kyselinu,
ta allene oxid cyklasou (AOC) na 12-oxophytodinokgaelinu (OPDA) a ta se reduktasogininna kyse-
linu jasmonovou (JA). Jasmonaty jsou vyznamné égnyt odpo¥di na poradni a napadeni patogenem,
neni proto pekvapivé, ze hraji roli i v mechanorecepci. U medatiey stimulovanych rostlin dochazi ke
zvyseni produkce jasmoriaNagiklad, u vojesSky (Medicagd se kumuluji jasmonaty po opakovaném do-
tykani stonk (Tretner et al., 2008). Jasmonaty a jejich preku@BPDA se akumuluji v aktivovanych
Uponcich poseduB¢yonig) a jsou schopnyipexogennim dodéni spustit jejich svijeni (Chehalale
2009). Ztratovi mutanthrabidopsisv genu pro AOS jsou necitlivi kK mechanickéniisgbeni a na rozdil
od kontrol nereaguji thigmomorfogeneticky, naopaltant se zvySenou expresi, ktery ma konstitutivni
jasmonatovou signalizaci, vykazuje thigmomorfogieketi reakci i u kontrolnich rostlin (Chehab et al.
2012). To ukazuje na vyznamnou roli jasménaprijmu nebo reakci na mechanickéspbeni. Signalem
spoustjicim produkci jasmonatje Zejms zvyseni koncentrace Egrotoze inhibitor vapnikovych kardal
(rutheniovacervai) blokuje akumulaci jasmonat porarinych rostlinach (Fisahn, 2004). ZvySeni kon-
centrace Ca vede k aktivaci fosfolipasy D (PLD), kterasma z membranovych fosfolipidod$tpovat
kyselinu a-linolenovou, prekursor produkce JA. Bylo také pozdno zvySeni exprese enayrhOX

a AOS v reakci na mechanickéspbeni (Lee et al., 2005; Tretner et al., 2008mdmaty se Hido vSech
¢asti rostliny a mohou tak vyvolavat systemickoumdy . Jasmonaty se vazi na SCF komplex, ktery
ubiquitinuje proteiny JAZ, inhibitory transkgpich faktofi MYC2. JAZ jsou pak degradovany
v proteasomu a MYC2 spousti transkripci géizenych jasmonaty (Wasternack & Hause, 2013). Tyto
zmeny genové exprese pak spoudtiu reakci, ndiklad produkci inhibitol proteinas, coz jsou enzymy,
které zajiguji traveni rostlinné biomasy u hmyzich herbiyoa dalSich obrannych openi (Farmer &
Ryan, 1990). Alokace zdibg nistu do obrany iiZe byt jednim zdvodi zpomalenitstu u thigmomor-

fogenetickych rostlin. Jasmonaty navic zpomalégt tim, Ze obeéhbrzdi bugéné dleni (Zhang &
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Turner, 2008), ale mohou hrét roli i ve zvySeniakdho fistu, protoZze v kambiArabidopsisburs¢né -

leni naopak podporuji (Sehr et al., 2010).

4.4.3 Reaktivni formy Kysliku

U rostlin vystavenych mechanickému stresu dochard@tukci reaktivnich forem kysliku (reactive oxpge
species, ROS) do apoplastu (Gao et al., 2007). taktivni formy kysliku pat nagiklad superoxid (@)

a peroxid vodiku (kD,). ROS jsou typicky spojeny s reakci na pérra s imunitni reakci proti patoge-
nam (Jones & Dangl, 2006). Kyslikové radikaly poSkbpatogen, zarovepredevsim peroxid vodiku
slouzi jako mobilni signdl, kterykgnasi informaci o napadeni do celé rostliny. ROScrepisobu;ji zesi-
tovani rkterych na prolin bohatych protéirv burécné séng, ¢imz zvySuji jeji rigiditu (O'Brien et al.,
2012). Praw tato funkce ROS by mohla souviset se zpomalerdngeke fi thigmomorfogenezi. Peroxid
vodiku je pak dobrym kandidatem na signal zvySajicnu proti patogém, ktera je u thigmomorfoge-
netickych rostlintasto pozorovana (Biddington, 1986; Cipollini JB9T). ROS jsouigjm& produkovany
¢innosti RBOH (respiratory burst oxidase homologhejnolog lidské NADPH oxidazy, ktera katalyzuje
piemEnu G, na Q. Jedna se o membranovy enzym se Sesti transmesapndirpodjednotkami, ktery ob-
sahuje na cytoplasmatickasti EF-hand motiv vazajici vapnik (Sagi & FluHbpg). Studie, kterou pro-
vedli Monshausen et al. (2009) ukazuje, zZe inhipiteapnikovych kandl blokuji produkci ROS
v karenechArabidopsis Zarover ukazali, Ze mutant s nefuttk RBOH neprodukuje ROS po mechanic-

kém drazéni. To napovida, ze ROS jsou produkovany NADPH dmadi, spoushou vapnikovymi pulsy.

4.5 Akéni potencialy

Akeéni potencialy (AP) jsou kratké elektrické pulsyié proudy iorit pifes membranu, které jsou schop-
né se rychle &t mezi buikami i na velké vzdalenosti. Na rostlinach bylgrkpotencialy popsanyiede-
vSim u aktivi lovicich masoZzravych rostlin, jako jsou mucholafibi@mnaeg a aldrovandkaXldrovanda
nebo u citlivky Mimosg. Uz v roce 1873 popsal Sandersordipotencialy probihajici u mucholapksi p
mechanickém podréZdi a dokonce ztil, Ze mezi pod&em a AP je 0,25 — 0,3 sekundy prodleva a mezi
jednotlivymi vzruchy je 10-20 sekund dlouhé reéraikperioda. U specialisovanych rostlin jsodrdkpo-
tencialy skelym feSenim jak velmi rychlerpnést podét k motorickym orgaim a umo#uji takika oka-
mzitou reakci. U mucholapky seaik potenciél §i rychlosti 20-30 mm/s (Fromm & Lautner, 2007),tu c
livky I1ze jejich Steni gimo sledovat podle postupného sklgidistki, ke kterym uz doputoval. Krofrto-

ho byly akni potenciadly zaznamenany i u nespecializovanystiimov reakci naizné environmentalni
podrety jako je pora#ni ale i netraumatické mechanické defiidjak ukazala gfeni napiklad u fazolu
(Jaffe, 1980). Proto se zd4, Ze by mohly hréattrafisdukci signalu o mechanickém pétdn pii thigmo-

morfogenezi.

Vznik akeniho potencialu v neuronech Zéicha je spojen s vtokem Natiglepolarizaci a vytoku K+ip

repolarizaci. Pokusy prov&té gedevsSim na gigantickych #ikach zelenycltras paroZnatkaQharg)
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a sklertnka (Nitella) naznguji, Ze u rostlinnych AP hraji roli toky'KCI a C&" (Hedrich & Becker, 1994).
Predpokladalo se, Ze primarnim impulsem pro vznikjdRZok vapenatych ioft ktery nasled# aktivuje
iontové kandly pro K+ a Cl€imz se spusti depolarizace membrany. Této poslstigonogovani kanal
ale odporovaly vysledkysaterych pokus (Thiel et al., 1997). Nreni s vysokyngasovym rozliSenim vy-
razré pomohly @i hledani odpogdi. Fisahn (2004) visualisoval 2my v koncentraci vapniku v rostlinach
bramboru pomoci exprese aequorinu. Nagledstil s frekvenci 1 kHz luminiscenci vznikajicfimavéza-

ni C&"* na aequorin a z&ny membranového potencidlu po teplotnim podfaZdato néteni odhalila, Ze
akeni potencial pedchazi zvyseni hladiny €aasi 0 50 ms. Zaroviese ukazalo, Ze blokovani vapnikovych
kanafli rutheniovouterveni nema vliv na pbeéh akiniho potencialu (obrazek 17). Tyto indicie napojjda
Ze u vzniku aéniho potencialu budou mechanosensitivni Cl- neb&#étaly a teprve nasledna depolariza-
ce membrany vede ke vtoku vapenatychtighrze nagrove fizené kandly. Zde se nabizi MSL kanaly,

o kterych se soudi, Ze mozri@masi spise Glez C&" (Haswell et al., 2008; Peyronnet, 2008).

Membrane Potential Membrane Potential
50 mV Pz
50 mV /
[
200 msec Photomultiplier Current 200 msec Photomultiplier Current

Obradzek 17: akcni potencidly a fluktuace Ca**: na obrdzku vievo je videét, Ze koncentrace vdpenatych ionti se zvysuje se zpozdénim
asi 50 ms po spusténi akcniho potencidlu. Na pravém obrdzku je vidét, Ze zablokovdni vdpnikovych kandlt rutheniovou cerveni ne-
md vliv na vznik kacnich potencidld (Fisahn, 2004).

Akéni potencialy se mohouigiz buiky do buiky, a pokud dosahnou floemu, mohou se velmi efektiv
Sitit do celé rostliny, protoZze mezi tikami floemu jsou vodiva propojeni v podositek a zarovejsou
cévni svazkyast&né izolovany pochvami cévnich svaziBrenner et al., 2006). Aki potencialy u rost-
lin jsou jednoduché depolarizacetakio mohou nést komplexni informaci o signalu, kijergpisobil, k Si-
feni nespecifického vzruchu po rostlale stai (Pyatygin et al., 2011). K jejich vzniku dochgeidle prin-
cipu vSe nebo nic fppiesazeni prahové depolarizace dochazi ke skoko#tdE zmembranového potenci-
alu a vznik& $ici se akni potencial projevujici se jako depolatizapuls putujici z hitky od buiky
(Stahlberg & Cleland, 2006). Rychlost jejictiedii a amplituda neni ovligna silou ani typem podtu.
Akeni potencidly zfisobuji pohyby vapenatych idgnpies membranu, coz samo o &stei k efektivnimu

pievodu signalu na chemickou Urav@yatygin et al., 2011).

Kromg klasickych aknich potencidl se (pouze u vySSich rostlin) vyskytuiji fepihé elektrické vzruchy,
ozna&ované jako SWP (slow wave potential) podle vyégaomalejsi repolarizace. Ty jsou typicky spoje-
ny s mechanickym podré&&aim. Pravdpodobr jsou vyvolany zrénami hydraulického tlaku, které se po

mechanickém {sobeni &i xylemem. Diky tomu Ze jejichi&ini jecist¢ mechanické, mohou prochazet
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i mrtvymi pletivy. Na rozdil od AP, které jsou vZzdtejné, je jejich amplituda zavisla na velikostiltau-
lického tlaku v xylemu, #ni se tedy podle intenzity poétn vzdalenosti od mistaipobeni. (Stahlberg &
Cleland, 2006).

5 MODEL MECHANORECEPCE U ROSTLIN

5.1 Casovy pnib&h mechanorecepce

V prvnich vtéinach po mechanickém pa#tn dochazi ke vzniku ghkich potencidl, které se mohouisti

z buiky do buiky a na delSi vzdalenost floemem (Jaffe, 1980;y@yaiet al., 2011). Nasledujégzhodné
zvyseni cytoplasmatické koncentrace”Caiteré méa v zavislosti na povaze p&dnriznou dynamiku
(Monshausen et al., 2009), s maximem mezi 2-4fndmi. Nasledy, priblizné 1 minutu po stimu-

lu dochéazi ke zvySené produkci peroxidu vodiku aktignich forem kysliku, dochazi také k toku
protoni pres plasmatickou membranu a tudiz k alkalizaci agsipla acidifikaci cytoplasmy (Gao et
al., 2007). V dob mezi prvni a druhou minutou také dochazi k zasta¥i@emového transportu
(Jaeger & Goeschl, 1988), nasledovanému zastaveloingace a radialnihdistu v dol mezi teti

a osmou minutou (Jaffe, 1976; Coutand & Moulia, 200/ezi 10 a 30 minutami dochazi k zvySeni
exprese dotykem indukovanych gefTCH) a ACS (ACC synthase) a enz§rayntézy jasmonét
(Lee et al., 2005), po 30 minutach se tak&im@ zvySovat produkce ethylenu (Jaffe, 1980) a ebno
vovat floemovy transport spolu s prodluzovacimstem (Jaffe, 1976; Coutand & Moulia, 2000). Po
jedné hodig od mechanického stimulu se exprese TCHugemaci na gvodni Urova, elongace je
obnovena. Po dvou hodinach dosahuje produkce ethylefazolu svého maxima (Jaffe, 1980), u
nékterych druli k tomu vSak dochazi az po deviti hodinach (TeléwsBaffe, 1986). Po &i hodi-
nach dochazi k obnéwadialniho #éistu a po pedchozim klidu dochazi naopak ke zrychle#éledi
burgk kambia. Po Sesti hodinach se zvySuje syntézanligppisobenda zvySenou expresi PAL (phe-
nyl amonia lyase) (Jaegher et al., 1985), kteravigSena az dalSichékolik desitek hodin. Po 24
hodinach se vraci produkce ethylenu na bazalniairdWyatt & Kiss, 2013)
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Obrdzek 18: casoveé schéma déji, ke kterym dochadzi po mechanické stimulaci
5.2 Model fungovani mechanorecepce

Toto casové schéma (obrazek 18) n&m@ Ze minimald prvotni fistova reakce, kterou je zastaveni
elongace a radialnihd@stu musi byt s nejvy3Si prajmbdobnosti spojena s fysiologickymi jevy, jako jsou
Sirici se akni potencialy a toky iofitskrze kanaly. Akni potencialy vzniklé depolarizaci membrarigjz
mé diky mechanosensitivnim kafél pro Cl a K* vedou k otekeni nagtim tizenych kandl pro C&",

piipadré ke vtoku C&" mize dochazet specifickymi, tahem aktivovanymi kapétyC&", nagr. MCA.

V mnoha pipadech bylo pozorovano, Ze mechanické @iz spojeno s alkalizaci apoplastt, &

v kofrenechArabidopsis nebo v tkéovych kulturach gstovanych in vitro (Gao et al., 2007; Monshausen et
al., 2009). Pokusy na kenechArabidopsisukazaly, Ze k alkalizaci apoplastu dochazi vlieansientnich
zmen v koncentraci Cav buice, ke kterémuipmechanické stimulaci dochézi, a pokud se ponmbiiii-

tord zablokovaly vapnikové kanaly, nedoslo ani k&mhpH po stimulu (Monshausen et al., 2009). Me-
chanismus alkalizac&gjme spaiva v tom, ze Ca pies proteinkinasy inhibuje H+ ATPasu, protoze inhi-
bitor H+ ATPasy DCC (N,N’-dicyclohexylcarbodiimidel inhibitor proteinkinas H7 (1-(5-
Isoquinolinesulfonyl)-2-methylpiperazine, Dihydrdmfide) blokuji alkalizaci (Vodeneev et al., 2006).

DalSim pfivodnim jevem je produkce reaktivnich forem kysl(ROS) do apoplastu. (Coutand, 2010;
Monshausen et al., 2009; Gao et al., 2007). NADRHa&za je aktivovana zvysenim koncentracé’ @a
produkuje superoxid (£). Ten je nasledhs&novou pH dependentni peroxidasou, ktera je aktivaa-
kalizaci apoplastu,fpmenovan na HO, (Sagi & Fluhr, 2006)ROS pak jednak zesivavaji prolinem bo-
haté proteiny bufgné skny, jednak se Hirostlinou, fies aquaporiny vstupuiji #&pdo burgk a tak vyvola-

vaji systémovou odp@éd’ fizenim zmén genové exprese (O’'Brien et al., 2012).

Uz malé zrminy v pH vedou ke zgmam v chovani enzyimjako jsou expansiny, coZ jsou proteiny spojené

s tzv. kyselym prodluzovacinistem, které funguji tak, Ze roziali vazbu mezi celulosovymi a hemice-
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lulosovymi mikrofibrilami. Diky tomu mize dochazet ke Ztsovani objemu hiky, protoze protoplast jiz
neni ve své expanzi tolik omezovan rigidéhsu. V pokusu s koleoptilemi pSenice vedlo snipéhi 6,8
na 4,5 k okamzitému zrychleni prodluzovacitistu (Gao et al., 2008). D& siegdpokladat, Ze alkalizace
apoplastu, ke které dochazi wstedku mechanickéhoipobeni, bude mit na aktivitu exparisiopany
efekt. Zneény apoplastického pH sfrem k vy$Sim hodnotam by tak mohly byt podstatatiexeeni prodlu-
Zovaciho iistu i thigmomorfogenezi (Coutand, 2010). Pokud rostfinakazdém mechanickém stimulu
prestane &dy i na desitky minutiist, miZe to stait k vyslednému zkracenému fenotypu oproti kontrole

ktera rostla neustale.

DalSi moznou ficinou zastaveniistu, je blokovani floemového transportu, ke kterélmehazi uz 1-2 mi-
nuty po stimulaci a obnovuje se 20 minut az 3 hpgia stimulaci (Jaeger & Goeschl, 1988). Zastaveni
floemového transportu by rostliptineslo uzitek, pokud by mechanicky pétlbyt spojen s por&nim,
protoZze by nedochazelo ke z&&btosyntah. Mechanismus zastaveni transportu by mohl souviset
s ukladanim kalosy v cévnich svazcich, pozorovamgram rékolika minut po stimulu (Jaffe & Telewski,
1984). Syntéza kalosy praygbdobr miZe byt spousha vtoky C4" do buiky. Enzym 1,38-glucan syn-
thasa, coz je transmembranovy enzym, ktery nacektdarni straé syntetizuje kalosu, ma totiz na intrace-

lularni strag doménu vazajici g coZ stimuluje jeji aktivitu (Fredrikson & Larssdr989).

Z ¢asoveho schématu také vyplyva, Ze pokusy, zdaeettyhje roli v indukci expresECH (Johnson et
al., 1998; Wright et al., 2002), jsou zhyné, protoZe k zvySeni hladin mRNACH geri dochazi Bhem
10-30 minut po dotyku, zatimco ethylen séiza syntetizovat 30 minut po dotyku a maximum mg@z
nékolika hodinach. Podt k zvySeni expresECH geni je pravépodobré piendSen fes kinasove kaskady,
protoZe staurosporin blokuje exprdstH3 (Wright et al., 2002). Takové signalni kaskady motbyt
spou&ny mechanicky aktivovanymi WAK, jak nazhgi pokusy Gao et al. (2007), nebo je mohou spous-
t&t vapnik vazajici proteiny, jako CaM, které se\alitizvySenim C4 po dotyku. Ethylen takiejmg

v regulaci TCH gein nehraje roli. Naopak, jeden z dotykem indukovangehi je ACC synthasa (ACS),
ktera syntetizuje 1-aminocyklopropan-1-karboxylowyselinu, metabolicky meziprodukt syntézy ethyle-
nu (Biro & Jaffe, 1984)Casové schéma produkce ethylenu je v souladedsfavou ethylenu jakdidodu
zvy3eni radialnihodsstu, ktera vyplyva z inhibitorovych pokiugmirgnych vyse (Biro & Jaffe, 1984).
TCH3 v gitomnosti vapniku inhibuje aktivity Ser/Thr kina2yNOID (PID), ktera fosforylaci dava pokyn
k exocytose auxinovychignased PIN na plasmalemu. Pozorovani, Ze interakce TCPIBge zcela za-
visla na C&', a Ze inhibitory vapnikovych kariéh kalmodulinu zvy3uji aktivitu PID, nasluje tomu, Ze
TCH3 je negativnim regulatorem PID (Galva et @003). TCH tak inhibici PID zisobuje staZzeni PIN
z plasmalemy na endosomalni membranu a tudiz kemalinu v bikach. To nize vést kiiznym
zménam fistu a diferenciace. Casové schéma napovida, Ze jednimstediki by mohlo byt i obnoveni
prodiuzovacihotrstu. TCH4 kdduje XTH22, coz xyloglucosy! transferasa/hydraaga , kterd rozvilije
burg¢nou sténu, coz ma jist efekt na #ist rostliny. Upregulace PAL (phenyl amonia lyasefler k vySSi

syntéze ligninu a tim dochézi nejen ke zgevmostlinnéhoda a zvySeni odolnosti proti mechanickym
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podrétim jako je vitr, ale riize to byt i jeden zivodi zvySené odolnosti thigmomorfogenetickych rostlin
vici herbivoitim (Cipollini Jr., 1997). Krortoho se po dotyku zvySuje expresktarych gef biosynte-
tické drahy jasmonét jako je LOX a AOS. Draha syntézy jasmdnfi ale #ejmg aktivovana jiz ped
zmenou exprese zvysSenim koncentrace vapenatych vorygtoplasmg, které aktivuje fosfolipasu D. Ta za-
¢ne z fosfolipidi odSEpovata-linolenovou kyselinu, kterd je zakladem syntégnjanat. Jasmonaty pak
spoustiadu procestypicky spojenych s reakci na po¥ahnebo patogeny. Jsou taené zodpowdné za
zvySeni odolnosti k patogém, zarové zpomaluji ist tim, Ze brzdi budné dtleni a tim, Ze alokuji zdroje
pro rist do obrany. Kroghtéchto rékolika vySe oppsanych gérdhalily microarray analyzy stovky dal-
Sich, které rni miru své exprese v reakci na dotyk (Lee e2@05). Jejich role v thigmomorfogenezi neni
znama, ale prawgodobr budou hrat roli v komplexnich zmach jako je alokace biomasy z prytu do ko-
feni nebo zvySeni odolnosti proti patogema suchu.

Alokace

biomasy

SCHEMA PRUBEHU MECHANORECEPCE
Ethylen Radialni rist

xyloglukany - Rigidita stény

| Odolnost k

Henh patogenim

Zména genové

exiifase LOX, AOS

jasmonaty
Kalmodulin a-LeA

Obnoveni
elongace

Zastaveni fl. Auxinova
transportu |8 signalizace

Zasitovani P Zzastaveni
PRG { elongace

kalmodulin PINOID

Napétové \ Kalosa-

membrana T
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Zastaveni

MS kanaly H* ATPasy

Expansiny

Obrdzek 19: schéma pribéhu mechanorecepce - dotyk se prendsi ze stény na membrdnu a odtud bud' pfimo nebo pres cytoskelet
na mechanosensitivni vdpnikové kandly na plasmalemé nebo na organeldch jako ER nebo vakuola. To vede primo k otevieni me-
chanosensitivnich (MS) kandld pro Ca2+ nebo k otevreni jinych iontovych kandld, které zpisobi depolarisaci membrdny a vznik akc-
nich potencidlt (AP), coZ vede k otevieni napetové rizenych vdpnikovych kandld. Vysledkem je prudké zvyseni koncentrace Ca2+
v cytoplasmé. Ca2+ aktivuje kalosa-synthasu, kterd zacne uklddat kalosu ve floemu a tim zastavi floemovy transport. Zdroveri do-
chdzi po zvyseni koncentrace ca®* zi'ejmé pres aktivaci proteinkinas k zastaveni funkce H* ATPasy, coZ zptisobi alkalizaci apoplastu
a tim zablokovdni aktivity expansind. Dalsim disledkem zvyseni Ca2+ je aktivace NADPH oxidasy (RBOH) a produkce ROS, které
zplsobuji zesitovdni sténovych proteint. Dohromady to vede k zastaveni prodluZovaciho a radidiniho ristu. Ca2+ také aktivuji fosfo-
lipasu D (PLD), kterd stépi fosfolipidy a produkuje prekursor syntézy jasmondtd, kyselinu a-linolenovou (a-LeA). Ca2+ se vdZze na
kalmodulin a jemu podobné proteiny, které se tim aktivuji a preddvaji signdl na dalsi proteiny a spousti signdini kaskdady. Podobny
vyznam mohou mit mechanicky aktivované WAK. Tim dochdzi ke zméndm genové exprese. Zvyseni exprese PAL vede k syntéze lig-
ninu, diky zvyseni exprese ACS dochdzi ke zvyseni produkce ethylenu, LOX a AOS zvysuji produkci jasmondtd. Kalmodulin (TCH3)
ovlada auxinovou signalizaci pomoci regulace proteikinasy PINOID. XTH rozvolriuje bunéc¢nou sténu. Ethylen zpusobuje zvyseni ra-
didlniho rastu. Tak vznikd typicky thigmomorfogeneticky fenotyp popsany v kapitole thigmomorfogeneze. Zmény exprese stovek
dalsich gent objevenych pfi microarray analyze ziejmé ovlivriuji dalsi zmény, jako zména alokace biomasy mezi kofeny a prytem
nebo v odolnosti proti patogenim.
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Thigmomorfogenetické studie jsou typicky pro#dél v nefirozenych podminkach skletiila kultivas-
nich komor, kde kontrolni rostliny nejsou vystavemjbec zadnému mechanickémuispbeni.

V prirodnich podminkach jsou mechanické gigak Ezné, Ze by bylo skoro mozno povazovat za kont-
rolu stimulované rostliny, zatimco pro nestimula¥awnstliny niize byt ztrata veSkerych mechanickych
podreta skoro steji zvIaStni situace jako pro jejich kolegyna olgZzné draze ztrata grawitaiho pisobeni
(Wyatt & Kiss, 2013). To vyvolava otazku, do jakéryne thigmomorfogeneze experimentélni artefakt.
Pokud by rostliny v firod zastavily fist az na hodinu po kazdém mechanickém gtodjak ukézaly &
které pokusy (Jaffe, 1980; Coutand et al., 20@3}jina by prakticky nemohlaitec fist. Takto pehnana
reakce by ji samdejmé neginasSela zadnou adaptivni vyhodu, naopak by ji vékodila. Rostliny tedy
musi rjakym zpisobem rozeznatbné mechanické pody, na které nema smysl reagovat asgiin kte-
rym je teba se fizpisobit. To, Ze sila odpédli je zavisla na sile signalu, je detzdokumentovano (Jaffe,
1973; Telewski & Pruyn, 1998; Knight et al., 199@pme toho ale musi dochazet k jakési kalibraci rostli-
ny na bazalni arowvestimulace, f které setist nezastavuje. Ta je ve skleniku nulova a takstezastavu-

je i po poditech, na které byrejme rostlina v pirodnich podminkach nereagovala. Timto mechanismem
by mohla byt nap zvySena exprese gepro kalmodulin a jemu podobné proteiny, coz bywéf iesSilo,
pro¢ se zvySuje jejich exprese desitky minut po vtogtgbniku, na které by mohly reagovat. CaM a CML
proteiny maji 1-6 domén, které vazou vapenaté jargaované jako EF hand domény. Aby fungovaly,
musi byt obsazeny vSechny EF domény. Tim, ze s& mmiozstvi CaM a CML v cytoplagmdojde ke
LZiedsni“ vapenatych ioriit Rostlina tak uz na dalSi mechanické stimuly rggrestak silé. Zarovdi by si

0 vapenaté ionty konkurovaly niaps kalosa-synthasou, RBOH, PLD a dalSimi vapnikeliviiovanymi

proteiny, které odpovidaji na vtoky £@o podrazéhi a tim snizovaly jejich aktivitu.

6 ZAVER

Mechanorecepce u rostlin se zkouma jigsp200 let (Knight, 1803) a fenomenologicky bydhativns
dolre prozkoumana jiz na konci 19. Stoleti (Darwin,3;88anderson, 1872; Darwin, 1875; Hooker, 1876;
Darwin, 1880), festo dodnes Upimerozumime jejimu fungovanird3 rozvoj molekularni biologie, bio-
informatiky, biochemie fysiologie aies dnesni technologické moznosti, je obraz molaekiu@odstaty
vnimani, penosu, integrace, vyhodnoceni a odjglbvna mechanické podty stale velmi mlhavy. Ve
srovnani s jinymi rostlinnymi smysly, jako jsou tififad fotorecepce a gravirecepce jsou nase znalosti

0 mechanorecepci opravdu skromné, a bohuzel anizitd vyzkumugchto obof se neda srovnavat.

V této préaci jsem se pokusil shrnout &mné publikované poznatky do olinkonkrétnino modelu pr
b&hu mechanorecepce, wkterych mistech jde v3ak spiSe o spekulace. Mgaaki &jSi otazky pat na-
piiklad identita primarniho mechanosensoru. Po méckeém podstu dochazi k vtoku Cado buiky ale

nevi se ani, jestli vytéka z vhiich organel nebo z apoplastukali byly objeveny mechanosensitivni ka-
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naly v plasmatické membr&nejich mutace nema vliv na fenotyp ani mecharewec Nevi se, jakou roli
hraji proteiny vazajici RGD sekvenceiemposu signalu, na jaké struktury véngtse vlastd vazou, ani
jestli a jak jsou spojeny s vapnikovou signalizacisi se, Zze vipvodu vapnikové signalizace k &iné
odpowdi hraji roli kalmoduliny, a Ze pro dotykem indulemé znény genové exprese jsou fetiné fungu-
jici proteinkinasy, ale konkrétni signalni kaskaeysou znamy. Nez pochopime, jak rostliny vnimajt s
kolem sebe na takové Urovni, na jaké to chapenieodiéhi, musi byt tyto a mnohé dalSi otdzky zodpo-

vézeny a mnohé dalSi polozeny.
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