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Abstrakt

Je¢men sety (Hordeum vulgarel.) je jednod€loznd rostlina z celedi
lipnicovitych (Poaceae), kterd je ve srovnani osevnich ploch Ctvrtou nejrozsirenéjsi
zem&délskou plodinou na svété. Za tézké kovy mizeme oznacit kovy s hustotou vétsi
nez 5 g/cm’, fada z nich je pro fungovani rostlin nezbytna. OvSem i tyto mikronutrienty
jsou ve vysSich koncentracich pro rostliny toxické obdobné jako tézké kovy, u nichz
nebyl biologicky vyznam zjistén. Kovy jsou rostlinami ptijimany predevsim kotfenovym
systétmem a v menS$i mife také skrze listy z atmosféry. Mnozstvi kovl v buiikdch je
striktn€¢ regulovano podle aktualnich potieb rostliny. Tato regulace probiha na
transkripéni Urovni, zejména transkripci membranovych transportéri. Za ucelem
ochrany rostliny vii¢i nadbytku kov se v buiikach uplatnuji detoxifikaéni mechanismy.

Predkladana prace je zamétena na hledani novych kandidatnich gent zapojenych
do metabolismu tézkych kovii, a to pomoci analyzy transkripnich profilti rostlin
jecmene péstovanych v podminkéach zvySené koncentrace vybranych kovii, médi, zinku,
respektive kadmia. Porovnanim kontrolnich rostlin a rostlin péstovanych ve zvysené

koncentraci kovli byl stanoven specificky expresni profil je¢mene ve vybranych



stresovych podminkach. Nejvice ,,upregulovanym* genem v diisledku ptisobeni kadmia
byl gen HvPCR2 vyskytujici se u jeCmene v celkem péti kopiich. Funkéni analyza
v kvasinkach zhodnotila roli jednotlivych kopii v detoxifikaci kadmia.

Dale byl studovan vliv plsobeni tézkych kovl na bunéény cyklus bunék
kofenového meristému s vyuzitim fluorescenéni barvy EdU (5-ethynyl-2-deoxyuridin)
a nasledného tfidéni znacenych jader pomoci pritokové cytometrie. Bylo sledovano,
k jakému poskozeni bun¢k pod vlivem tézkych kovl dochazi a zda se mira tohoto
poskozeni pro jednotlivé kovy lisi.

V neposledni fad¢é jsme se zabyvali studiem jednotlivych rezidui transportéru
HvIRTI z hlediska urceni jejich role v transportu tézkych kovii a substratové specifity.
Vybrané mutantni varianty transportéru HvIRTI byly exprimovany v kmenech
Saccharomyces cerevisiae citlivych na konkrétni té¢zké kovy. Na zakladé vysledka
komplementacnich testl bylo rozsifeno povédomi o dilezitosti jednotlivych
aminokyselinovych reziduich transportéru HvIRT]I.

Tato doktorskd prace se vénovala pochopeni reakce jeCmene na piitomnost
vybranych téZkych kovili v prostfedi s vyuzitim metod molekularni biologie,

bioinformatiky a pokrocilé cytometrie.
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Abstract

Barley (Hordeum vulgare L.) is a monocotyledonous plant of the Poaceae
family, which is the fourth most widespread agricultural crop in the world in regard to
the sown area. Heavy metals can be defined as metals with a density higher than
5 g/cm3, many of them are essential for plants. However, even these micronutrients are
toxic to plants at higher concentrations, similar to heavy metals for which no biological
function has been identified. Plants absorb metals primarily through the root system and
partially also through the leaves from the atmosphere. The amount of metals in the cells
is strictly regulated depending on the current needs of the plant. This regulation takes
place at the transcriptional level, in particular by the transcription of the membrane
transporters. Detoxification mechanisms take place in cells to protect plants from excess
metals.

The presented work is focused on the search for new candidate genes involved
in heavy metal metabolism, by analyzing the transcription profiles of barley plants
grown in conditions of increased concentration of selected metals, copper, zinc and

cadmium, respectively. The specific expression profile of barley under selected stress



conditions was determined by comparing control plants and plants grown in increased
metal concentrations. The most upregulated gene in elevated cadmium concentration
was the HvPCR2 gene, which occurs in barley in a total of five copies. Functional
analysis in yeast evaluated the role of individual copies in cadmium detoxification.

Furthermore, the effect of heavy metals on the cell cycle of root meristem cells
was studied using the fluorescent dye EdU (5-ethynyl-2-deoxyuridine) and subsequent
sorting of labeled nuclei by flow cytometry. The extent of damage of cells under the in-
fluence of heavy metals was elucidated as well as the degree of this damage in case of
individual metals.

Finally, we focused on the analysis of individual residues of the Hv/RT] trans-
porter in terms of determining the role in heavy metal transport and substrate speci-
ficity. Selected mutant variants of the HvIRT] transporter were expressed in Saccha-
romyces cerevisiae strains sensitive to specific heavy metals. Based on the results of
complementation assays, awareness of the importance of individual amino acid residues
of the HVIRTI transporter was raised.

This doctoral thesis deals with the understanding of the response of barley to the
presence of selected heavy metals in the environment using the methods of molecular

biology, bioinformatics and advanced cytometry.
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1 LITERARNI PREHLED

1.1 Jeémen sety

1.1.1 Taxonomické zarazeni jeémene

Je¢men (rod Hordeum L.) taxonomicky spada do fiSe rostlin (Plantae), oddéleni
semennych (Spermatophyta), pododdéleni krytosemennych (Angiospermae), ttidy
jednodéloznych (Monocotyledonae) a celedi lipnicovitych (Poaceae). Rod Hordeum L.
zahrnuje celkem 32 druhd, z nichz vétSina je planych a pouze jeden kulturni, konkrétné
je¢men sety (Hordeum vulgare L.) (Von Bothmer et al., 1995).

Jaderny genom zastupci rodu Hordeum je pievazné diploidni (2n = 2x = 14),
tetraploidni (2n = 4x = 28) nebo hexaploidnich (2n = 6x = 42), zdkladni chromozomové
¢islo x je 7. JeCmen sety je diploidni rostlina, jejiz genom ma velikost 5 100 Mb/1C
a obsahuje vice nez 80 % repetitivnich sekvenci (Dolezel et al., 1998; Wicker et al.,
2009). Vroce 2012 byl genom jeCmene osekvenovan. Pro rozlusténi genetické

informace byl pouzit kultivar Morex (Mayer et al., 2012).

1.1.2 Morfologie je¢cmene setého

JeCmen sety je jednoletd rostlina, kterd vytvafi svazcity kofenovy systém
dosahujici Sitky 15 — 30 cm. Kofenovy systém vétSinou dordsta do hloubky 30 — 35 cm,
ale v zavislosti na podminkach, textufe a struktufe pidy a teplot¢ miize pronikat
i do hloubky okolo 120 cm. V porovnani s pSenici tvoii je¢men mén¢ rozsahlou
kotenovou soustavu. Kofeny vytvaii ve své stiedni ¢asti kotfenové vlaSeni, které
zvétsuje povrch kofene a tim se podili na zvySeni ptijmu vody a zivin. Délka vlaSeni je
omezena a je limitovand mnozstvim vody v pudé (Zimolka, 2006).

Stéblo jeCmene je vétSinou dlouhé 60 — 120 cm, ma kruhovy prifez a je duté,
diky ¢emuz je pomérné pevné i pii nizké hmotnosti. Nody (kolénka) rozdéluji stéblo
na nékolik internodii, pficemz jejich délka neni konstantni. Pfizemni internodium je
nejkratsi, kazdé nasledujici je vzdy delsi. Dospéla rostlina vytvaii jedno hlavni stéblo
a2 — 5 postrannich. Z horni ¢asti noda vyrlstaji ptisedlé vztycené listy dlouhé 5 -
15 cm. Listy maji tizkou pochvu, jeZ objima kolénko a spodni ¢ast internodia (Zimolka,

2006).
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JeCmen sety vytvaii kvétenstvi typu nevétveného klasu. Klas je tvofeny
klasovym vietenem, po jeho stranach stfidavé vyristaji klasky tvofené z n¢kolika kvéti.
Kvét je chranény pied mechanickym poskozenim. Je uzavien vnéjsi plevou, pluchou
s osinou a vnitini pluskou. Uvniti kvétu se nachdzi jednovajecny semenik se dvéma
bliznami a tfemi ty¢inkami (Zimolka, 2006).

Plodem jec¢mene je obilka, téZ nazyvana jako zrno nebo semeno. Je tvofena
obalem, endospermem a zarodkem. V¢étSinou je svétle zlutd, ale miize byt zabarvena
1 do oranZova, hnéda nebo modro¢erna. Obalovou vrstvou na hibetni strané je plucha,
na bfisni strané pluska, dale nasleduji oplodi a osemeni. Na spodni hibetni stran¢ obilky
se nachazi zarodek, zéklad budouci rostliny. Nejveétsi ¢ast obilky tvoii endosperm, ktery
je tvofen tenkosténnym parenchymatickym pletivem vyplnénym Skrobem, jez je
v pribéhu kliceni rostliny degradovan enzymy a vyuzivan jako zdroj energie.
V aleuronové vrstvé ulozené na okraji endospermu se nachdzi zdsoba proteint,
mineralnich latek a vitaminii. Vyzrala obilka obsahuje kolem 12 — 15 % vody, zbytek
tvofi susina obsahujici organické a anorganické latky (Ehrenbergerova, 2006; Zimolka,

2006). Chemické slozeni obilky jeCmene je uvedeno v Tab. 1.
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Tab. 1: Chemické slozeni obilky je¢mene (MacGregor et Bhatty, 1993)

Slozka Zastoupeni v obilce [%]

Sacharidy

Skrob 60 — 65
Amyloza 17 — 24 % Skrobu
Amylopektin 76 — 83 % Skrobu

Neskrobové polysacharidy

Beta-glukany 3,3-49
Arabinoxylany 9,0
Celuloza 4-17
Nizkomolekularni sacharidy
Sacharoza 1-2
Rafinoza 0,3-0,5
Maltoza 0,1
Glukoza 0,1
Fruktoza 0,1
Ostatni 1
Tuky 3,5
Fosfaty
Fytin 0,9
Polyfenoly 0,1-0,6
Dusikaté latky 9,5-11,9 (7-18)
Rozpustné dusikaté latky 1,9
Albuminy a globuliny 3,5
Hordeiny (prolaminy) 3.4
Gluteliny 3,4
Mineralni latky 2

1.1.3 RozSifeni jeémene

Centra diverzity rodu Hordeum se nachdzi v centralni a jihozapadni Asii,
v zapadni ¢asti Severni Ameriky, na jihu Jizni Ameriky a v oblasti Stfedomofi. JeCmen
osidluje rtiznorodd stanovisté. Rada druhii se adaptovala na extrémni podminky,
napfiklad v podobé tolerance vic¢i chladu nebo soli. Nékteré druhy je¢mene proto
muzeme najit i v Himaldjich ¢i Andach v nadmoiskych vySkach nad 4 500 m n. m.
(Von Bothmer, 1992). Kulturni je¢men je péstovan ve vsech teplotnich pasmech severni
i jizni polokoule. Nejrozsiten€j$i je v mirnych oblastech a ve vysSich polohach
subtropickych a tropickych oblasti (Nevo, 1992).

Je¢men byl pted zhruba 10 000 lety domestikovan z plan¢ho jeCmene Hordeum

spontaneum v oblasti Stiedniho vychodu, tzv. Urodného ptilmésice (Badr et al., 2000).
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Az do konce 19. stoleti vznikla tfada krajovych odrid domestikovaného je¢mene
v disledku jeho ptizplisobovani se podminkam prosttedi. V poslednich sto letech byly
tyto krajové odridy nahrazeny agronomicky vyuzivanymi odriidami, coz vedlo ke
snizeni genetické diverzity (Nevo, 1992). Diky intenzivnimu S$lechténi a selekci dnes
existuji tisice komercné dostupnych odrid je¢mene. Komeréné dostupné odrady
rozdélujeme dle jejich pouziti na krmné a sladovnické, dle zpiisobu péstovani na jarni

a ozim¢ nebo podle uspotradani klasu na dvouradé¢ a vicetadé.

1.1.4 Vyuziti je¢cmene

JeCmen sety, Horedum vulgare L., je oblibenym modelovym organismem pro
studium genomu obilovin jiZ od dob znovuobnoveni Mendelovych zdkont dédicnosti.
Divodem jeho wvyuziti pro védecké tucely je jeho diploidni genom, schopnost
samoopyleni, velikost chromozomti (6 — 8 mm), velkd pfirozend i indukovatelna
variabilita, vysokd adaptabilita a pomérmn¢ maly vzrist rostlin (Kleinhofs et Graner,
2001).

Z hlediska  praktického  vyuziti patfi jemen sety k hospodarsky
nejvyznamngj$im plodindm. Ve srovnani osevnich ploch je je¢men po kukufici, ryzi
a pSenici Ctvrtou nejrozsifenéjsi zeméde€lskou plodinou na svété. V Evropé zaujima
dokonce treti pficku za pSenici a kukufici (FAO, 2016). VétSina vypéstovaného jeCmene
se pouziva ke krmnym ucelim. Nejkvalitnéjsi ¢ast produkce, piedstavujici zhruba 30 %
celkového mnozstvi, slouzi k vyrobé¢ sladu.

Péstovani jeémene na uzemi Ceské republiky je historicky spojeno s tradici
vafeni piva. Slechténi jeémene na naSem tizemi sahi az do 70. let 19. stoleti, kdy
Emanuel Proskowetz zusSlechtoval krajovy jeCmen starohanického agroekotypu.
Vysledkem jeho Usili byla svétové znamé odrida Proskowetz Hana Pedigree, ktera byla
az do roku 1958 péstovana u nas i v zahrani¢i (Chloupek, 2011). K vyrobé sladu se
vétSinou pouziva zrno pluchatych dvouradych odrid je¢mene jarniho typu.
Registrovany jsou u nas vSak i nékteré ozimé odrudy, které¢ maji vyssi teoreticky vynos,
ale zaroven niz$i vynosovou jistotu z divodu nizké zimuvzdornosti. Mezi hlavni kritéria
pro hodnoceni kvality sladovnického jeCmene patii naptiklad extrakt v susiné sladu,
dosazitelny stupen prokvaseni, obsah beta-glukani ve sladin€, dusikaté latky v zrnu

a dalsi (Psota et Ehrenbergerova, 2008).
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Pro krmné ucely jsou vyuzivany jarni i ozimé odrudy jeCmene. Smérodatny je
v tomto ptipad€ obsah Zivin, pfedev§im Skrobu a dusikatych latek. Naopak limitujicim
faktorem jsou antinutri¢ni latky, tj. neSkrobové polysacharidy, inhibitory proteaz
a fytaty. Obsah Skrobu v zrnu je specificky pro jednotlivé odriidy a je v negativnim
vztahu s obsahem proteint. Nutri¢ni hodnota proteint je dana koncentraci esencialnich
aminokyselin (lyzin, threonin, methionin a tryptofan). VyuZitelnost Zivin z krmiva
negativné ovliviiuje kyselina fytovda, jez je pro je¢men hlavnim zdrojem fosforu.
S mineralnimi latkami vytvaii nerozpustné soli, fytaty, které u zvifat blokuji nckteré
travici enzymy. Nestravené fytaty a nevyuzity fosfor pfechazeji do vnéjsiho prostiedi,
kde jsou zdrojem nezanedbatelného znecisténi plidy a vod. Stravitelnost zrna omezuji
1 polyfenoly, které jsou schopny vazat se na lyzin a tryptofan a omezovat tak jejich
dostupnost (Vaculova, 2006).

V nékterych kulturdch, hlavné v Asii a severni Africe, je jeCmen tradi¢né
vyuzivan 1jako zdroj potravy. V soucasnosti se ovSem setkavame s celosvétovym
z4jmem o jeho vyuziti. Tuto skutecnost Ize pfipisovat obsahu nékterych latek hlavné
arabinoxylant, beta-glukanl a rezistentniho Skrobu, které v potravé clovéka funguji
jako prebiotika. Cenény jsou 1ijeho antioxidacni vlastnosti diky obsahu
superoxiddismutdzy, tokoferoll, tokotrienold a kyseliny ferulové (Psota et al., 2008).
Zrno jeCmene ve srovnani s pSenici obsahuje pouze malé mnozstvi lepku, nicméné neni
vhodné pro konzumaci lidmi trpicimi celiakii. Lepek vSak neni obsazen v napoji
zmladého jeCmene, ktery se v poslednich letech stava velmi populdrnim. Pro jeho
vyrobu se vyuziva nadzemni ¢ast rostliny ve vhodné riistové fazi, ktera obsahuje velké
mnozstvi zdravi prospéSnych latek, zejména vitaminl, superoxiddismutazy, katalazy,
aminokyselin, polyfenoll a dalSich fenolickych latek (Paulickova et al., 2007).

Je¢men, ktery neni nevhodny pro vyrobu sladu, krmnému nebo potravinarskému
vyuziti, se zpracovava prumysloveé. Pro primyslové pouziti jeCmene je primarni obsah
Skrobu. Nachazi vyuziti pii vyrobé ethanolu, celulézy, papiru, lepidel, mydel, vosk,

barev, fenolformaldehydovych pryskyfic a dal§ich produkti (Zimolka, 2006).
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1.2 Tézké kovy

Definice téZkych kovi neni v literatufe jednotnd. Nekteré zdroje tuto skupinu
prvki vyclenuji na zaklad¢ protonového ¢isla, atomové hmotnosti nebo toxicity. Oviem
nejéastéji jsou terminem tézké kovy oznafovany prvky s hustotou vétsi nez 5 g/cm’.
Patii mezi n€ naptiklad méd’, nikl, kadmium, zinek, zelezo, chrom a dalsi.

Rada t&zkych kovi je pro fungovéani rostlin, resp. Zivych organismil obecné,
nezbytnd. Naptiklad méd’, jako soucdst proteinli, hraje vyznamnou roli v pfenosu
elektrond béhem fotosyntézy a bunééného dychdni, zinek se podili na aktivaci rtiznych
enzymatickych reakci. OvSem i tyto mikronutrienty se ve vyssich koncentracich stavaji
pro rostlinu toxickymi obdobné jako téZzké kovy, u nichZ nebyl biologicky vyznam
zjistén (napt. kadmium). Toxicita tézkych kovl spociva Casto v chemické podobnosti
sjinymi prvky. Pfi zamén€ mikronutrientu za toxicky prvek v proteinech nebo
enzymech dochazi k naruseni spravnych funkci téchto biomolekul. Pfi nadbytku
tézkych kovl v buiice mize dochdzet ke vniku volnych kyslikovych radikal (ROS)
vyvolavajicich oxidativni stres (Dietz ef al., 1999; Van Assche et Clijsters, 1990).

1.2.1 Tézké kovy v pidé

Teézké kovy se do zivotniho prostfedi dostavaji pfirozenymi geochemickymi
cykly, antropogenni CcCinnosti nebo v disledku mikrobialni aktivity. Mohou byt
rozptyleny v pid¢ a sedimentech, rozpustény v podzemnich a povrchovych vodéach
(viz Obr. 2). Mimo to se mohou dostavat i do ovzdusi. Akumulace kovil v povrchovych
vodach, rostlinach a zivocCiSich ma neptiznivé dopady i na ¢lovéka (John et Leventhal,
1995).

Z toxikologického hlediska mezi nejvyznamnéjsi tézké kovy v pud¢ patii zinek,
kadmium, méd’, rtut, olovo, nikl a arsen. Toxické plsobeni téchto kovl je rtizné
a znatelné jiz pii nizkych koncentracich. Tézké kovy jsou piirozenymi komponenty
pudy, do prostiedi se uvolnuji zvétravanim mate¢né horniny, ve které se nachazi.
Problémem je vSak jejich zvySujici se mnozstvi v zivotnim prostiedi.

V dtsledku antropogennich vlivii dochazi k akumulaci tézkych kovi v pudé.
Rizikové prvky zde pretrvavaji tisice let a negativné ovliviiuji biologické a fyzikalné-
chemické procesy v puade€, dostavaji se do potravinového fetézce a ohrozuji zdravi

¢loveka. Existuje mnoho cest, kterymi se té¢zké kovy dostdvaji do pudy. Patii mezi né
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imise vznikajici pfi primyslové ¢innosti a dopravé, odpady z prumyslovych vyrob,

zaplaveni plid zneciSténou vodou, pouzivani pesticidi, hnojeni pidy minerdlnimi

prumyslovymi hnojivy nebo komposty obsahujicimi kontaminanty, havarie,

ale 1 pfirodni jevy, jako napfiklad vulkanickd ¢innost ¢i sesuvy pid (Némecek et al.,

2010).

Obr. 1: Vzijemny vztah mezi clovékem, t€Zkymi kovy a Zivotnim prostfedim (upraveno

podle John et Leventhal 1995)
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1.2.2 Dostupnost kovi v pudé

Piijem tézkych kovi rostlinami je prvnim krokem jejich vstupu do potravniho

fetézce. Aby se toxicky prvek dostal skrze rostlinu z ptidy do potravniho fetézce, musi

byt:

dostupny kotfentim rostliny

transportovan pres membranu rhizodermalnich bunék

transportovan z buné€k rhizodermis do xylému, skrze néjz se prvky dostavaji do
nadzemni ¢asti rostlin

mobilizovan z listh do pletiv vyuZivanych clovékem k potravé (semen, hliz,

plodil) skrze floém
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Limitujicim krokem je pfechod kovu z pidy do kofene (John et al., 1995).
Ptijem kovu rostlinou neni linedrn€ zavisly na mnozstvi kovli v pad¢, ale na jeho
dostupnosti. Mobilita prvka a transport je ovlivnén chemickymi a mineralogickymi
charakteristikami pldy, mezi které patii pH, redoxni potencidl, kationtovd vyménna
kapacita, kvantita a kvalita organické hmoty, oxidd a jilovych mineralti, provzdusnéni
pudy a v neposledni fad¢ téZ mikrobialni aktivita (Alloway, 1990; Petrangeli et al.,
2001). Obecné je nejmobilnéjsim kovem v pideé kadmium, néasleduje nikl, zinek a méd’.
Nejméné mobilnim téZkym kovem je olovo (Hornburg et Briimmer, 1993).

Nejvyznamnéj$imi faktory ovliviiujicimi biologickou dostupnost kovi v pudé
jsou pH aredoxni potencidl. Obecné plati, ze v pladnim roztoku neutradlnich
a alkalickych piid jsou rizikové kovy rostlindm ptistupné mén¢, a to z divodu jejich
pevnéjsi vazby v pude€. Naopak lehké plidy jsou charakteristické snadnéjsi dostupnosti
kovil, coz je ovSem spojeno s moznymi ztratami dilezitych prvki. Vyssi dostupnost
kovl pfi niz§im pH zpusobuji protony H' vykazujici vy$si afinitu k zaporné nabitym
vazebnym mistim na pudnich koloidech, a tak z té€chto mist vytésiiuji kationty kovu.
V piidach s niz§im pH se tedy kovy Casto vyskytuji volné nebo v podobé organokovii.
Naopak v alkalickém prostiedi jsou vazany v podobé nerozpustnych fosfatti a uhlic¢itanti
(Wenzel et al., 1999).

Redoxni potencial ovlivituje dostupnost predevSim u kovl, které se v pudé
vyskytuji ve vice oxidacnich stavech, tedy napt. Zeleza, manganu, médi ¢i olova. Tyto
prvky jsou zpravidla méné dostupné za vyssiho oxidacniho stupné. V disledku poklesu
redoxniho potencidlu vznikaji redukované a mobilnéjsi formy kovi (McBride, 1989).

Organické latky v padé ovliviiuji biologickou dostupnost kovi jejich sorpci nebo
tvorbou rozpustnych chelatd (Tlustos, 1999). Organickou c¢ast pudy tvoii latky
humusové a nehumusové povahy. Humusové slozky jsou velmi stabilni a jsou tvofeny
huminy, huminovymi kyselinami a fulvokyselinami. Obsahuji funkéni -OH a -SH
skupiny, skrze né¢z mohou tvoiit komplexy s fadou kationtd. Huminové kyseliny tézké
kovy v piidé imobilizuji, naopak fulvokyseliny a dalsi nizkomolekularni organické latky
tvoii s kovy rozpustné komplexy (Wenzel ef al., 1999).

Jilové mineraly obsazené v pudé ovliviyji kationtovou vyménnou kapacitu
pudy, tedy schopnost sorbovat kationty. Kationty kovl se ticastni vyménnych reakci na
povrchu jilovych minerald. V kyselejSich pldach je adsorpce na tyto Ccastice
reverzibilni, pfi zvySeni pH se reakce casteCné stdva nevratnou (Kabata-Pendias et

Pendias, 2001).
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1.3 Vyznam médi v rostlinach

Méd hraje ve vyvoji a rlstu rostlin nezastupitelnou roli. V rostlindch se
vyskytuje ve dvou oxida¢nich stavech (Cu® a Cu®"), mezi kterymi piechazi. Diky tomu
se v biochemickych reakcich uplatituje jako oxidacni i redukéni ¢inidlo a zastava tak
v rostlinach celou fadu funkci. Vice nez polovina mnozstvi médi v rostliné se vyskytuje
v chloroplastech a ucastni se procesu fotosyntézy, kde ptedstavuje zcela nepostradatelny
kofaktor elektronového pienasece plastochinonu. Uplatiiuje se pii tvorbé thylakoidnich
gran a syntéze chlorofylu. Utastni se procesu respirace, obrany rostliny vii¢i volnym
radikdlim, je soucéasti enzymovych oxiddz (cytochromoxidazy, askorbatoxidazy,
polyfenoloxidazy), ovliviiuje syntézu kyseliny abscisové a jako slozka nitridoreduktazy
se spolu se Zelezem podili na redukci nitratd v rostling. Zaroven je méd’ diky svym
oxida¢né-redukénim vlastnostem pro rostliny potencidlné toxicka. MiZze katalyzovat
vznik volnych radikali poskozujicich DNA, proteiny, lipidy a dals$i biomolekuly. Proto
musi byt jeji mnoZstvi v bunkach striktn€ regulovano v zévislosti na aktualnich
potfebach rostliny (Burkhead et al., 2009; Halliwell et Gutteridge, 1984; Hénsch et
Mendel, 2009).

1.3.1 Projevy deficitu médi

Nedostatek médi se na rostlinach zpocatku viditeln€ neprojevuje, pozdéji ovsem
dochazi k zasychani apikalnich listi a zméné jejich barvy na tmavé zlutou. Postizené
byvaji spisSe star$i listy, pfi deficienci je z nich totiz méd’ transportovana do mladSich
listd. Zaroven dochazi k poskozeni apikalnich meristémi a zpomaleni rychlosti rtstu.
DalS§im projevem nedostatku médi je zhorSeni transportu vody v dasledku snizeni
tvorby bunéénych stén a lignifikace v pletivech vcéetné¢ xylému. NaruSena byva
1 reprodukce rostlin. Pylova zrna se hife se vyvijeji a maji nizsi viabilitu, poSkozen je
1 embryondlni vyvoj, redukuje se produkce plodi a semen. Nejcitlivéjsi jsou na
nedostatek médi obiloviny, pSenice, je¢men, oves, méné pak Zzito (Marschner, 1995;

Ryant et al., 2006).
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1.3.2 Projevy toxicity médi

I kdyZ je méd’ pro rostliny nezbytnym mikroprvkem, ve vysSich koncentracich je
toxicka. Mnozstvi médi, které rostlina toleruje jako netoxické, se u jednotlivych druhti
zasadné 1i$i a reflektuje pozadavky metabolismu. Pfi nadbytku médi v pidé reaguje
rostlina zpomalenim ristu kofene, kde zéarovenn dochazi k preferen¢nimu ukladani
nadbyte¢né meédi. Diky hromadéni médi v kofenovém systému dochazi k naruSeni
pfijmu nekterych jinych prvki. Naptiklad mize byt spojovana s deficienci Zzeleza
(Marschner, 1995). Typickym ptiznakem toxicity médi je chlor6za nadzemnich ¢asti,
kde dochazi k poskozeni thylakoidnich membran a inhibici fotosystému II (Bernal et
al., 2004). Nadbyte¢na méd’ se vaze na sulthydrylové skupiny proteinil, ¢imz inhibuje
funkci enzymi a proteind. Dale mlze narusit transport v buiikdch a katalyzovat vznik

volnych radikal (Van Assche et al., 1990).

1.4 Vyznam zinku v rostlinach

Zinek je po Zelezu druhy nejvice zastoupeny kov v rostlinach a jako jediny kov
se vyskytuje ve vSech Sesti tfidach enzymii (oxidoreduktasy, transferasy, hydrolasy,
lyasy, isomerasy, ligasy) (Broadley et al., 2007). V rostlinach se vyskytuje pouze ve
formé& kationtu Zn** a neucastni se oxida¢né-redukénich reakci (Marschner, 1995).
Zinek je pro rostliny naprosto nepostradatelnym prvkem a pfitom je jeho nedostatek
jednou z nejcastéjsich deficienci rostlin. Diky jeho fyzikalné-chemickym vlastnostem je
vhodnym kofaktorem pro fadu enzymi uplatiujicich se v metabolismu nukleovych
kyselin, proteinti, sacharidi a lipidi (Broadley et al., 2007). Atomy zinku stabilizuji
strukturu nékterych regulacnich proteinli, transkripcnich faktorti, a vytvaii na nich
tzv. motiv zinkovych prsti. Touto strukturni jednotkou se regulacni protein vaze
na specifické misto na DNA a umoziiuje tim ptepis daného mista do RNA (Coleman,
1992). Motiv zinkovych prsti se kromé regulace transkripce uplatiiuje i v interakcich
mezi proteiny. Zinek tvofi nepostradatelnou soucast ribozomi, jeho obsah
v ribozomalni RNA je 650 — 1280 pg/g RNA. Pii deficienci zinku dochazi ke snizeni
obsahu v rRNA a k naruseni celistvosti ribozomii (Marschner, 1995). Zinek ovliviiuje

syntézu rostlinnych hormontl, zvlasté pak auxind, a je proto nezbytny pro rast rostlin
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(Cakmak et al., 1989). Podili se i na regulaci syntézy Skrobu, obrané rostlin vici

nizkym teplotam a tvorbé kofenového systému.

1.4.1 Projevy deficitu zinku

Naroky jednotlivych druhi rostlin na zinek jsou rozdilné, citlivd na nedostatek
tohoto prvku je naptiklad kukufice. Normalni obsah v pletivech se pohybuje od 20 do
100 ppm v susiné, pfi ptijmu do 10 ppm rostlina vykazuje zjevné pfiznaky (Ryant et al.,
2006). Na nedostatku zinku v rostlindch se podileji tfi aspekty. Jednak nizky obsah
zinku v pid¢, dale vysoké pH plidy omezujici dostupnost zinku pro rostliny nebo
agrochemické zasahy, napiiklad hnojeni za pouziti vysSich davek fosforu (Adriano,
2001). Symptomy deficience jsou nejvice viditelné na listech, a to zejména na mladych.
Typickym projevem byva chloréza mezi listovou Zilnatinou, dale nekréza na okrajich
a Spickach listli. Dochazi ke zkraceni internodii a vytvareni ruzic s drobnymi uzkymi
listy. Kveteni a vétveni rostliny je redukované. Pii vy$sim deficitu se rostliny projevuji

zakrnénim ristu a pukdnim stonku (Broadley et al., 2007).

1.4.2 Projevy toxicity zinku

Nadbytek zinku v prostiedi neni tak Casty jako jeho nedostatek. Vyskytuje se
hlavné v oblastech zatizenych primyslovymi emisemi nebo v okoli skladek. Jeho
nadbytek se projevuje jiz pti koncentracich nad 100 ppm v rostliné (Brown et al., 1993).
Prvnim symptomem toxicity objevujicim se u vétSiny rostlinnych druhil je chloréza
mladych listd. V zavislosti na mnozstvi zinku se tato chlor6za muze promeénit
ve vytvareni Cervenohnédych skvrn zplisobenych produkci anthokyaninii v mladych
listech. Rostliny maji vétSinou mensi listy a mize se na nich vyskytnout i nekroza,
¢1 dokonce mohou listy odumirat. Kofenovy systém je postizen redukci ristu hlavniho
kotene, redukci poctu a zkracenim postrannich kofenii a Zloutnutim (Harmens et al.,
1993; Ren et al., 1993). Vysoké koncentrace zinku v pidé€ plisobi depresivné na piijem
fosforu, zeleza a manganu. Mechanismus toxicity zinku neni kompletné prostudovan.
Pravdépodobné zahrnuje vazbu zinku na intracelularni ligandy a kompetici s ostatnimi

ionty kovl pii vazbé na aktivni mista enzymt a transportéra (Bashir ez al., 2012).
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1.5 Pisobeni kadmia na rostliny

Kadmium je spolu s nékterymi dal§imi t€zkymi kovy (napt. Ag, Hg, Pb, Sb)
povazovano za neesencidlni prvek. Doposud u néj nebyla zjiSténa Zadna funkce pfi
vyvoji arlstu rostlin. Naopak je pro eukaryotni organismy i mikroorganismy vice
¢i mén¢ toxické (Sanita Di Toppi et Gabbrielli, 1999). U vyssich rostlin ma kadmium
negativni vliv na rast a vyvoj vedouci k zakrnéni rostlin nebo dokonce jejich odumirani.
V nizkych koncentracich je Cd béznou soucasti vSech rostlinnych tkani a hromadi
se nejspiSe v proteinové frakci rostlin (Ryant et al., 2006). Za toxickou koncentraci
neesencidlnich tézkych kovi je povazovano 3 az 10 mg/kg suSiny. Kadmium je
rostlinou piijimano ve formé kationtu Cd** z pidy nebo atmosféry, pfiCemz pfiijem
z pudy prevlada az pti vysoké koncentraci kadmia v pudé a pii kyselém pH (Ryant
et al., 2000).

Kadmium vykazuje tiikrat vyssi afinitu k sulthydrylovym skupindm proteinti nez
ionty medi. Jeho vazba na proteiny a enzymy zpiisobuje Spatné skladani téchto molekul,
coz vede kinhibici jejich aktivity nebo interferenci s jejich regulaci. DalSi bodem
podstaty jeho negativniho efektu na rostliny je chemickd podobnost mezi ionty Cd**
aionty Fe** aZn*, které slouzi jako kofaktory enzymi. Navazani Cd*" na enzymy
zpusobuje akumulaci volnych ionth zinku a Zeleza, coz mulZze vést k oxidativnimu
poskozeni bunky (Hall, 2002; Roth et al., 2006; Schiitzendiibel et Polle, 2002). I pies
tato zndma fakta neni Uplny mechanismus toxického ucinku kadmia zatim zcela
prostudovan.

Reakce na zvysSenou koncentraci kadmia se 1i8i u jednotlivych rostlinnych druhd.
Jsou zndmy geneticky resistentni druhy a hyperakumulétory, které umi G¢inky kadmia
minimalizovat. Poskozeni rostlin je zavislé i na dobé plisobeni, koncentraci a vnéjsich
podminkach (Sanita Di Toppi et al, 1999). Mezi rostliny citlivé na kadmium patfi
napiiklad Spenat, sdja a kofenova zelenina, odolné jsou pak brambory, tabak nebo
kukufice. Vegetativni ¢asti vétSinou akumuluji vys$i mnozstvi Cd nez semena a plody
(Ryant et al., 2006).

Nejvyraznéjsim symptomem rostlin rostoucich v toxickych koncentracich
kadmia je svinuti listli, jejich chlordza, naruSeni vodniho reZimu a uzavirdni stomat
(Clemens, 2006). Chlor6éza je zpiisobena naruSenim poméru iontll Zeleza a zinku
v bunikach v disledku plsobeni kadmia, coz vede ke sniZeni syntézy chlorofylu (Chaffei

et al., 2004). Na fizeni otevirani a uzavirani praduchii se podili vapenaté ionty. Pokud
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se tyto ionty hromadi ve svéracich buikach priduchu, dojde k poklesu turgoru
a k uzavieni praduchu. Ionty Cd** jsou chemicky podobné vapenatym, proto mohou
jejich Cinnost simulovat a vést tak k uzavieni stomat nezavisle na obsahu vody
v rostliné. Kadmium navic inhibuje enzymy podilejici se na fixaci CO,, coz spolu
s ostatnimi vlivy vede ke snizeni intenzity fotosyntézy (Perfus-Barbeoch et al., 2002).

Kadmium narusuje piijem vody rostlinou a metabolismus zivin, napiiklad
ovliviiuje ptijem vapniku, hot¢iku, drasliku a fosforu kofenovym systémem (Benavides
et al., 2005). Pasobeni iontd Cd** vyznamnym zplsobem naruSuje metabolismus
dusiku. Redukuje piijem dusi¢nant koteny a jejich transport z kofentt do nadzemni ¢asti
rostliny. Navic ovliviiuje aktivitu nitratreduktazy a nitritreduktazy, coz vede ke snizeni
asimilace dusi¢nant v celé rostlin¢ (Chaffei et al., 2004; Sanita Di Toppi et al., 1999).

Fenotypovym projevem intoxikace kadmiem je inhibice rlistu kofene a tvorby
velkého mnozstvi kofenového vlaseni nebo muze byt kofen postizené rostliny silngjsi
a poskozeni biomasy viditeln€j$i v nadzemni ¢asti rostliny, coz mlZeme pozorovat
napfiklad u rajcete (DalCorso et al., 2008).

U nékterych rostlinnych druhti, napiiklad u pSenice, indukuje kadmium vznik
chromozomalnich aberaci a inhibici mitézy vedouci k poskozeni bunécného cyklu
a déleni (Benavides et al., 2005). Diky podobnosti sionty Zn®*" muze inaktivovat
transkripcni faktory obsahujici motiv zinkovych prsti a v dasledku toho transkripci
genll (Sanitda Di Toppi et al., 1999). Kadmium ovliviiuje aktivitu dilezitych
antioxidant, kataldzy a superoxid dismutdzy, proto pfi intoxikaci dochazi
k nahromadéni H,O, a reaktivnich forem kysliku (ROS) v buitkach (Romero-Puertas et
al., 2004). Hromadéni ROS v buiice naruSuje bunéCnou signalizaci a tim reakci na
bioticky a abioticky stres (Sharma et al., 1996; Thordal-Christensen et al., 1997).

Skrze rostliny se kadmium dostava i do ¢lovéka, na kterého ma rovnéz velmi
neptiznivy dopad. Kumuluje se pfedevSim v ledvinach a z téla se vylucuje jen velmi
pomalu a obtizné, coz vede k chronické otravé. U muzii mize byt pfic¢inou vzniku
rakoviny prostaty, protoze je chemicky podobné zinku, ktery se v prostaté pfirozené

vyskytuje ve vysoké koncentraci a je zde pfi intoxikaci kadmiem nahrazovan.
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1.6 Prijem Kkovii rostlinou

Rostliny si kviili svému ptisedlému zpiisobu Zivota vyvinuly mechanismy pro
ptijem latek nezbytnych pro jejich Zivot. Piijem téchto latek, at’ uz makronutrientti (C,
H, O, N, P, K, Ca, Mg, S) i mikronutrientti (Fe, Mn, Zn, Cu, B, Mo, Cl), musi byt
v rovnovaze s potfebami rostliny, aby nedochazelo k nadbyteéné akumulaci prvki
v rostlinach, a tim k jejich toxickému ptlisobeni. Napiiklad méd’ zaujima velmi dalezitou
roli oxidacniho a redukéniho cinidla a je pro rostliny nepostradatelnd. Ve vyssich
koncentracich vSak pilisobi toxicky narusenim pfijmu nckterych jinych prvki.
Porozuméni transportnim mechanismiim rostlin umoznuje vyuzivat rostliny pro
dekontaminaci pid procesem fytoremediace nebo vyuzit tyto poznatky pro zlepSeni
vyzivy Cloveéka (Salt et al., 1998).

Pijjem tézkych kovl rostlinami je komplexni proces zahrnujici pienos kovi
z pudniho roztoku na povrch kofene a do kofenovych bunck. Porozuméni tomuto
procesu je komplikované v disledku neustadlych zmén probihajicich v rhizosféte. Pro
rostliny jsou nejlépe dostupné kovy v podobé€ iontl v piidnim roztoku. Pokud je iontl
v pidnim roztoku nedostatek, mohou rostliny vyluCovat chelatory a ménit pH
v rhizosféfe, ¢imz si zajisti dostateCny piijem daného prvku (Fan et al, 1997).
Chelatované kovy jsou poté pieneseny pies plazmatickou membranu do bunék kotene
s vyuzitim specifickych transportnich mechanismi. Pfitomnost elektrického naboje
brani pfimému vstupu kovii do buné¢k prostou difuzi (Lasat, 2002).

U vyssich rostlin existuji dvé strategie piijmu kovi, které byly popsany na
pfijmu Zeleza. Prvni strategii vyuZivaji vSechny krytosemenné rostliny kromé
lipnicovitych. Spoc¢iva v enzymatické redukci iontd Fe®" véazanych v chelatech ¢i
komplexech na Fe** a piijem téchto volnych iontd. Tento proces je nepfiznivé
ovliviiovan vyssi hodnotou pH a pfitomnosti uhli¢itanti v ptidé (Kochian, 1993; Welch
et al., 1993). Druhou strategii vyuZivaji rostliny z eledi lipnicovitych. Travy vylucuji
fytosiderofory, které chelatuji Zelezo, a to je pak v podobé cheldtu ptfeneseno do
cytoplazmy kotenovych bunck. Tato strategie piijmu je mnohem U¢inngj$i a neni tolik

zavisla na pH pudy (Fan et al., 1997; Kochian, 1993).
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1.7 Transport kovi v rostliné

V zéavislosti na typu kovu a druhu rostlin tyto prvky vstupuji do koiene
apoplastickou nebo symplastickou cestou (viz Obr. 2). Apoplastickd cesta skrze koten je
malo regulovand, je propustnd pro vodu a vni rozpustené latky, které mohou
prostupovat kofenem bez piekroceni membrany. Tento typ transportu je omezovan
vysokou kationtovou vyménnou kapacitou bunécné stény. Casparyho prouzky umisténé
v bunéénych sténach bunck endodermis brani vstupu iontd kovi do xylému rostliny.
Vétsina latek, které vstupuji do xylému, tedy prochézi symplastickou cestou, coz
znamena prachod skrze bunky a jejich membrany. Membranovy potencidl u vétSiny
rostlin se pohybuje v rozmezi -120 a -180 mV, coz zajistuje vysoky elektrochemicky
gradient pro pohyb iontll kovi. Vétsina kovl tedy vstupuje do kofenovych bunck skrze
specifické transportéry (Kochian, 1991; Welch, 1995).

Obr. 2: Prichod latek kofenem skrze apoplastickou a symplastickou cestu (upraveno

podle Campbell et Reece 2005)

Casparyho prouzek

A 4

Endodermis Pericykl

v

——> Apoplasticka cesta

Plazmaticka membrana i
Xylem

——> Symplasticka cesta

Rostliny ve svych genomech koduji celou fadu transportérl, které se 1isi
z hlediska substratové specifity a lokalizace v buiikdch a tkanich. Obecné tyto
transportéry mizeme rozdélit na dvé velké skupiny. Transportéry zprostfedkovavajici
transport kovli smérem ven zcytoplazmy, at uz smérem ven zbunky skrze

plazmatickou membranu nebo pfes membrany do bunéénych organel. Do této skupiny

24



patii rodina transportérii P;s-ATPaz a rodina CDF transportérd. Druhou skupinu tvofi
transportéry transportujici kovy do cytoplazmy, konkrétné¢ rodiny NRAMP a ZIP

transportért.

1 .7.1 P]B-ATPéZy

P-typ ATPaz tvori velkou skupinu transportérii podilejicich se na transportu fady
kationtli. Uplatiiuji se v transportu protonti, sodiku, drasliku, vapniku, hot¢iku, dale sem
spadaji fosfolipidové flipazy a v neposledni fad¢ i pienasece t€zkych kovii oznacované
jako Pig-ATPazy. Na zaklad¢ substratové specifity jsou P-typ ATPazy clenény do péti
kategorii. Tyto transportéry vyuzivaji pro svou ¢innost energii uvolnénou pii hydrolyze
ATP. Oznaceni P-typ pochdzi ze spolecného enzymatického mechanismu téchto
transportérti, ktery zahrnuje tvorbu fosforylovaného meziproduktu. Rostlinné P-typ
ATPazy jsou tvorené jednou podjednotkou, 8 az 12 transmembranovymi segmenty,
N a C koncem umisténym v cytoplazmé a velkou centralni cytoplazmatickou doménou,
ktera obsahuje fosforylacni a ATP-vazebné misto (Axelsen et Palmgren, 1998; Meller
etal., 1996).

Pis-ATPazy byvaji oznaCovany i jako HMA transportéry, z anglického Heavy
Metal transporting ATPases. Na zéklad¢ fylogenetické analyzy byly HMA rozdéleny do
dvou skupin, z nichZ jedna se podili na transportu monovalentnich kationtd Cu” a Ag’,
druhd na pfenosu bivalentnich kationtd Zn**, Co*", Cd*" a Pb*" (Axelsen et Palmgren,
2001).

P.s-ATPézy byvaji oznacovani i1 jako CPx-ATPazy, a to z diivodu, ze obsahuji
konzervovany intramembranovy motiv cystein-prolin-cystein, cystein-prolin-histidin
nebo cystein-prolin-serin, tzv. CPx motiv. Tento motiv se podili na pfenosu kationtu
kovu (Solioz et Vulpe, 1996). CPx-ATPazy maji obvykle kratkou C-terminalni doménu
a velmi dlouhou N-terminalni doménu obsahujici vazebné misto pro tézky kov, které je
tvofeno 31 aminokyselinou a obsahujici motiv GMTCxxX (Bull er Cox, 1994).

HMA se uplatituji v ziskavani dostate¢ného mnozstvi kovl potfebného pro
¢innost bunék, ale zaroven zabramuji toxické akumulaci kovi. Jejich ¢innost je fizena na

transkrip¢ni a post-translacni urovni (Radisky er Kaplan, 1999).
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1.7.2 CDF transportéry

CDF - kationtové difizni pfenaSece, z anglického Cation Diffusion Facilitators,
jsou skupinou transportérii podilejicich se na pfenosu bivalentnich kationtli, zejména
Zn*, ale dale i Cd**, Co*", Mn*, Ni** a Fe*" (Cubillas et al., 2014; Paulsen et Saier,
1997). Jsou povazovany za skupinu transportérii primarné¢ prenasejicich ionty smérem
ven z buiiky, nicméné néktefi jejich zastupci pienasSeji ionty i opaénym smérem. Tyto
proteiny vykazuji vysoky stupeni sekvencni i velikostni variability. Vyskytuji se
v plazmatické membrané, ale 1ina intracelularnich membranach. VSechny CDF
transportéry obsahuji Sest transmembranovych domén (Paulsen et al., 1997).

Doposud neni pftili§ informaci ohledné substratové specifity CDF proteint,
nicméné na zékladé bioinformatickych a funkénich studii se ukazuje, ze CDF obsahuji
urcitd mista, ktera ji kontroluji a ovliviuji. Tato kontrolni mista se pravdépodobné
nachazi v jedné ze Sesti transmembranovych domén a v intracelularni smycce bohaté na
histidin (Blindauer ez Schmid, 2010; Kawachi et al., 2008).

Prvni CDF transportér byl charakterizovan v Arabidopsis thaliana, byl
pojmenovan ZAT1 a pozdé€ji piejmenovan na MTP1 (z anglického Metal Tolerance
Protein 1). Jeho zvySena exprese byla spojena s toleranci A. thaliana vici zinku.
AtMTP1 je lokalizovan v membranach vakuol v listech a kofenech rostliny
a prfedpoklada se, ze je hraje roli ve vakuolarni sekvestraci zinku (Delhaize et al., 2003;

van der Zaal et al., 1999).

1.7.3 NRAMP transportéry

NRAMP transportéry jsou skupinou evolu¢né velmi konzervovanych proteinti
vykazujicich vysokou homologii napti¢ vSemi zivymi organismy od bakterii aZ po savce
a vysS$i rostliny. Tato podobnost naznacuje, Ze maji NRAMP proteiny esencialni
fyziologickou funkci. NRAMP transportéry se podili na pfenosu bivalentnich kationtd,
obzvlasté Mn*, Cu*", Co** Cd*" a Fe** (Fleming et al., 1997; Govoni et Gros, 1998;
X.F.Liuetal., 1997; Supek et al., 1996).

Prvnim objevenym NRAMP proteinem byl Nrampl nachazejici se
v membranach endozom a lyzozoml makrofdgih u savcl. Néizev NRAMP
(z anglického Natural Resistance Associated Macrophage Proteins) byl odvozen

od funkce proteinu Nramp1 (Govoni ef al., 1998).
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Struktura NRAMP transportérii je silné konzervovand. Sestavd ze dvandcti
transmembranovych domén s charakteristickym transportnim motivem mezi osmou

a devatou doménou (Gunshin et al., 1997; Williams et al., 2000).

1.7.4 ZIP transportéry

ZIP transportéry ziskaly své oznaceni podle prvnich objevenych zastupcil,
z anglického ZRT, IRT-like Protein. IRT1 (z anglického Iron-Regulated Transporter)
byl poprvé identifikovan v rostlindich Arabidopsis thaliana. Jeho role v transportu
Zeleza (Fe*") byla potvrzena naklonovanim do kmene kvasinek deficientniho v pijmu
zeleza (Eide et al., 1996). ZRT1 a ZRT2 (a znglického Znc-Regulated Transporter) jsou
transportéry s vysokou, respektive nizkou afinitou k zinku objevené v Saccharomyces
cerevisiae (Zhao et Eide, 1996a, 1996b). Od té doby bylo identifikovano pies 85
zastupct ZIP rodiny transportérd, kteti byli rozdéleni do Ctyt podrodin vyskytujicich se
u prokaryot 1 eukaryot, pficemz vSichni zastupci ZIP transportéri u vyssich rostlin
spadaji pravdépodobné do jedné skupiny (Miser ef al., 2001).

Vétsina ZIP proteini ma osm transmembranovych domén a C a N-terminalni
konec umistény extracelularné. Jejich velikost ptredstavuje 309 — 476 aminokyselin,
piicemz rozdilna velikost je dana variabilni oblasti mezi tieti a Ctvrtou doménou. Tato
variabilni oblast je umisténa uvnitf buiky a obsahuje vazebnou doménu pro kov
bohatou na histidin. Naptiklad transportér IRT1 obsahuje vazebny motiv HGHGHGHG
(Eide et al., 1996; Guerinot, 2000). Podobnd doména bohatd na histidin je popsana
1u CDF transportérti. Ve c¢tvrté transmembranové doméné ZIP proteinti se nachézi
vysoce konzervovana oblast podilejici se na transportu kovi. Zaménou nékterych
aminokyselin za jiné byla heterologni expresi v kvasinkach potvrzena zména selektivity
a substratové specifity transportéru AtIRT1 (Rogers et al., 2000).
skupinu proteinli fidicich pfijem Zeleza a zinku, ale néktefi zdstupci se podili na

transportu manganu a kadmia (Guerinot, 2000; Méser ef al., 2001).
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1.8 Detoxifikace téZkych kovu v rostlinach

Nekteré t€zké kovy jsou dilezitymi mikroprvky uplatitujicimi se béhem vyvoje
a ristu rostlin. Nicmén¢ zvySend koncentrace esencidlnich i1 neesencialnich kovi je pro
rostliny toxickd a inhibuje riist rostliny. Toxicita vétSinou spoc¢iva v naruseni struktury
nebo inhibici funkce proteinti v disledku vazby tézkého kovu. Dale rostlina podléha
oxidativnimu stresu, jakozto dusledku tvorby volnych radikdli a ROS vlivem
zvysené¢ho mnozstvi kovl (Dietz ef al., 1999; Van Assche et al., 1990).

Aby byly rostliny schopny celit toxickému puasobeni tézkych kovl, vyvinuly si
mechanismy k udrzeni homeostazy. Tyto mechanismy jsou zaméfené spiSe na prevenci
vyskytu zvySeného mnozstvi kovil v citlivych oblastech buiiky, nez na tvorbu proteinti
kompenzujicich toxické ptisobeni kovu (Dietz ef al., 1999).

Pouze ¢ast ptijatétho mnozstvi kovovych iontl se dostdva do cytosolu, vétSina
znich je imobilizovana v bunéénych sténach kotenovych bunck. Tim je zabranéno
transportu do nadzemnich ¢asti rostliny. Nadbytecné mnozstvi kovii miize byt navazano
do komplexti a uloZeno ve vakuolach (tzv. vakuolarni sekvestrace). Nezbytna je rovnéz
regulace transportu kovll pies membranu, at’ uz sniZeni jejich piijmu buiikami nebo
stimulaci exportu zcytosolu. Ionty kovl, které se dostanou do cytosolu jsou
chelatovany za pomoci chelatorti, z nichz nejdalezitéjsi jsou v ptipadeé tézkych kovi
glutathion, fytochelatiny, metalothioneiny, histidin, nikotianamin a kyselina jablecna
a citronova (Hall, 2002). Dulezitd je téZ role pudnich mikroorganismii v okoli
kotenového systému. Tyto mikroorganismy mohou ovliviiovat dostupnost té¢zkych kovi
zménou pH pidy (okyselovanim), zménou redoxniho potencidlu nebo uvoliiovanim

chelatujicich latek (Smith ef Read, 2008).

1.8.1 Role bunécné stény a kofenovych exudati

Schopnost bunécné stény vazat ionty tézkych kovi a potazmo jeji uplatnéni
v toleranci rostlin vici toxickym prvkim je pomérné kontroverzni otdzkou. O tomto
tématu neni zatim pfili§ znamo. Piestoze je bunécna sténa kotfenovych bunck v piimém
kontaktu s kovy obsaZzenymi v pidnim roztoku, musi mit omezenou vazebnou kapacitu
a tedy jeji role v toleranci rostlin vii¢i kovim je mala (Ernst et al., 1992). Nicméné

u Silene vulgaris spp. humilis byla zjiSténa akumulace Fe, Ni, Cu, Al, Sn a Zn
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v bunéénych sténach epidermalnich bunc¢k. Tyto prvky byly pevné navazany na
proteiny (Cu) nebo se zde nachazely ve formé silikatti (Zn a Sn) (Bringezu et al., 1999).

Rostliny vylucuji svymi kofeny tzv. kofenové exudaty. Slozeni exudati je
zavislé na druhu rostliny a jejich Zivotnich podminkach. Jejich exkrece se zvySuje pfi
stresu a snizuje s vékem rostliny. Exudaty mohou meénit pH v rhizosfére, chelatovat
a komplexovat rizikové prvky a tim ovlivilovat pfijem esencidlnich prvki rostlinou
(Yuan-Wen et al., 2003). Dale se mohou podilet na toleranci rostlin vici toxickym
prvkim. Pfikladem jsou hlinité kationty, které jsou toxické pro mnoho rostlin rostoucich
v kyselych ptadach. Nékteré rostliny si vytvofily mechanismus, ktery jim umoziuje rist
i v piitomnosti Al**. Uvoliovanim jedné nebo vice organickych kyselin z kofent
dochazi ke stabilni komplexaci AI*" iontl a tim pddem nedochézi k jejich toxickému
pusobeni na rostlinu. Tento mechanismus byl popsan u né€kolika rostlin v¢etné Triticum

aestivum (Ma et al., 2001).

1.8.2 Vakuolarni sekvestrace

Vakuolarni sekvestrace, tedy ukladani volnych kovovych iont ve vakuolach, je
spolu se zvySenym vyluCovanim kovi zbunky pfes plazmatickou membranu
mechanismem ke sniZzeni mnozstvi toxickych prvkil v cytosolu. Na zaklad¢ vysledki
studii Ize soudit, Ze je vakuolarni sekvestrace dllezitym mechanismem uplatiiujicim se
v toleranci rostlin vici tézkym koviim.

Finalnim krokem detoxifikace kadmia zahrnuje pfenos navazanych iontt Cd*" na
fytochelatiny skrze Cd/H" antiportery a ATP-dependentni ABC transportéry umisténé
v tonoplastu (Salt et Rauser, 1995; Salt et Wagner, 1993). Déle je timto zplsobem
detoxifikovan zinek a molybden. Je¢men péstovany v prostiedi se zvySenou koncentraci
zinku, kadmia, molybdenu a niklu vykazoval akumulaci kadmia, zinku a molybdenu ve
vakuolach, zatimco nikl byl ve vyssi koncentraci nalezen v cytosolu (Brune et Dietz,
1995). Akumulace zinku ve vakuolach byla prokézana i u Silene vulgaris. Vakuoly
extrahované z kofend tolerantnich rostlin obsahovaly 2,5x vice zinku nez vakuoly
citlivych rostlin. Tento fakt potvrzuje dulezitost role vakuolarni sekvestrace v toleranci

rostlin vici tézkym koviim (Verkleij et al., 1998).
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1.8.3 Heat shock proteiny

Heat shock proteiny (HSPs) funguji jako molekuldrni chaperony, podileji se
na sbalovani (folding) jinych proteinti, jejich agregaci do funk¢nich celki, déle na jejich
translokaci a fizené degradaci. Jsou klicové pro zachovani funkéni konformace proteind,
a proto se uplatnuji pii abiotickém stresu. HSPs jsou exprimovany u vSech zivych
organismil pfi pusobeni zvySené teploty prostfedi, ale i pii jinych typech abiotického
stresu, napft. pii pusobeni tézkych kovi (Vierling, 1991).

Pfi studiu vlivu kadmia na bunécnou kulturu Lycopersicon peruvianum byl
lokalizovan protein HSP70 v bunééném jadie, cytoplazmé, ale 1 v plazmatické
membrané, coz nasvédCuje. HSP70 tedy pravdépodobné hraje roli pii ochrané
bunéénych membran pii toxickém plisobeni kadmia (Neumann et al., 1994). Tézké
kovy mohou interferovat s procesem fotosyntézy. Pii studiu Zea mays byla zjiSténa
zvyseni exprese malych HSPs v chloroplastech pii plisobeni médi, niklu, olova a zinku.

Lze konstatovat, Ze malé HSPs ochraiiuji funkci chloroplasti (Heckathorn et al., 2004).

1.8.4 Fytochelatiny

Fytochelatiny (PC) jsou vysoce afinitni ligandy uplatiiujici se predevSim pii
detoxifikaci kadmia. PC se zapojuji do metabolismu siry a mohou fungovat i jako
antioxidanty. Jedna se o peptidy s obecnou strukturou (y-Glu-Cys),-X (n = 2-11, X je
Gly, Ser, B-Ala, Glu, Gln). Fytochelatiny vznikaji z glutathionu piisobenim fytochelatin
syntazy, ktera je aktivovana pfitomnosti kovovych ionti (C. S. Cobbett, 2000; Kotrba
et al.,2009).

Fytochelatiny jsou nejcastéji studovany v souvislosti s kadmiem. Cd*" ionty jsou
navazany na PC skrze thiolové skupiny cysteinu. Komplexy PC-Cd jsou poté
sekvestrovany ve vakuolach (viz vyse). Zda se PC ucastni detoxifikace 1 jinych kovl
neni zatim zcela ziejmé, nicméné pii in vivo pokusech PC vytvarely komplexy s ionty
Cd*, Ag’, Cu*, As* a Pb** (C. S. Cobbett, 2000).

Na zakladé molekulové hmotnosti rozdélujeme komplexy PC-Cd na
vysokomolekuldrni (HMW z anglického High Molecular Weight) a nizkomolekularni
(LMW z anglického Low Molecular Weight). Komplexy PC-Cd obsahuji sulfidové
anionty, piicemz HMW komplexy maji vy$$i pomér S*:Cd*" nez LMW. Diky tomu

vznikaji Castice tvofené sulfidem kademnatym obalenym fytochelatiny. Zabudovani
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CdS do HMW komplexii zvySuje mnozstvi Cd*" iontll vazanych na molekulu a stabilitu

celého komplexu (C. S. Cobbett, 2000).

1.8.5 Metalothioneiny

Vyssi rostliny obsahuji dva typy na cystein bohaté proteiny, které se uplatiiuji
v detoxifikaci tézkych kovii. Prvni jsou vySe zminéné fytochelatiny a druhou velkou
skupinu tvoii metalothioneiny (MT). Jedna se o polypeptidy s velikosti 5-10 kDa, které
vazi kovy skrze velké mnozstvi thiolovych skupin. MT vétSinou obsahuji dvé domény
bohat¢ na cystein s vazebnym mistem pro kov, coz dava témto polypeptidim
konformaci cCinky. Stejn¢ jako fytochelatiny se vyskytuji v rostlinach, ale navic
1 v bakteriich, houbéch a zivocisich (Cobbett er Goldsbrough 2002).

U zivoc€ichti se metalothioneiny uplatiiuji v ochrané pted kadmiem, ale u rostlin
tuto funkci plni fytochelatiny (Klaassen et al., 1999). U rostlin jsou MT pravdépodobné
zapojeny do tolerance vi¢i médi a do udrzovani homeostazy. Pro tuto hypotézu existuje
nékolik dikazi. Nekteré rostlinné MT jsou schopny vazat médnaté ionty, exprese
nékterych MT je indukovéana ptitomnosti médi, exprese metalothioneint ve starnoucich
listech je koordinovéana s geny zapojenymi do homeostazy médi (Murphy et Taiz,
1995).

Ve vztahu k médi byly metalothioneiny studovany naptiklad u Silene vulgaris.
U rostlin z populace tolerantni vii¢i médi byla zjisténa vyssi Groven transkripce genu
SvMT2b nez u rostlin z populace citlivé na méd’. Rozdilna troven transkripce se tykala
nadzemni i podzemni ¢asti rostlin, a to jak po pifedchozim pisobeni médi na rostliny,
tak 1 bez né (van Hoof et al., 2001). ZvySena exprese genu MT2 tzce korelovala
s toleranci k médi 1 u deseti ekotypl Arabidopsis thaliana, zatimco exprese genu MT1

byla u vSech studovanych rostlin konstantni (Murphy et al., 1995).

1.8.6 Organické kyseliny

Uloha malatu a citratu jakozto chelatora t&Zkych kovi je stale diskutovana
aneni zatim pfili§ jasna. Nicméné hyperakumulétorech tézkych kovi byly opakované
zjistény vyssi koncentrace organickych kyselin (Montarges-Pelletier et al., 2008; Ueno

et al., 2005). V experimentu s riznymi ekotypy Silene vulgaris bylo zjisténo 4-7x vyssi
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mnozstvi malatu v listech u rostlin tolerantnich vic¢i zinku v porovnani s rostlinami
citivymi (Mathys, 1977). Role t&chto latek v detoxifikatnich mechanismech je
pravdépodobné spojena s vakuoldrni sekvestraci a tvorbou komplexii kov-organicka

kyselina (Haydon et Cobbett, 2007).

1.8.7 Histidin

detoxifikaci kovl. Vytvaii komplexy s niklem, zinkem a kadmiem v kofenovych
buitkach  hyperakumulatord  Thlaspi  goesingense (Persans et al, 1999).
U hyperakumulatoru niklu, Alyssum lesbiacum, doSlo po pusobeni niklu ke zvySeni
mnozstvi histidinu v xylému (Krdmer et al., 1996). Hyperakumulace niklu v souvisloti

s histidinem byla pozorovéana i u Thlaspi caerulescens (Assuncao et al., 2003)

1.8.8 Nikotianamin

Nikotianamin (NA) je aminokyselina, kterd je syntetizovana ve vSech rostlinach
za Ucasti nikotianamin synthazy. NA vytvari komplexy s vétSinou pirechodnych kovi
a podili se na jejich transportu z kofenli do nadzemni ¢ésti rostliny (Verbruggen et al.,
2009).

Nikotianamin je pravdépodobné zapojen v hyperakumulaci kovi u Arabidopsis
halleri a T. caerulescens, u kterych byla prokdzana zvySena transkripce NA-synthazy
(Talke et al., 2006). Vysledky studie 7. caerulescens ukazuji, ze NA je zapojeny
v hyperakumulaci niklu, ale ne Zeleza. Pomoci LC-MS metody bylo v listech stanoveno

zvySené mnozstvi NA po expozici niklu (Callahan ef al., 2007).

1.8.9 Glutathion

tézkych kovl a je prekurzorem fytochelatini. Role glutathionu v detoxifikaci kovl
pravdépodobné souvisi s jeho antioxidac¢ni aktivitou. U Thlaspi goesingense a dalSich
hyperakumulatorii niklu z tohoto rodu poskytuje glutathion ochranu proti oxidativnimu

stresu v diisledku zvysené koncentrace niklu (Freeman et al., 2004).
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1.9 Studium zmény genové exprese

Jednou z moznosti, jak sledovat odezvu rostlin na piisobeni tézkych kova, je
studium genové exprese. Exprese gent je komplexni proces, béhem které¢ho dochazi
k pfemén¢ genetické informace uloZzené¢ ve formé DNA do kone¢ného produktu,
ribonukleové kyseliny (rRNA, tRNA) ¢i proteinu. Jedna se o pfisné regulovany proces,
ktery je na vSech svych trovnich ovlivnén plisobenim prostiedi, v némz se dany
organismus vyskytuje. Vlivem prostiedi mize dochazet k urychleni, zpomaleni nebo
zastaveni genove exprese.

Plivodni metody studia exprese genti byly zaméfené na sledovani pfitomnosti
urcité RNA molekuly ¢i proteinu v bunice. Nyni existuje cela fada metod, které jsou
schopny detekovat expresi obrovského mnoZstvi genli najednou. Exprese muze byt
studovéna na riiznych urovnich, na Grovni RNA (tzv. transkriptomika) nebo na tirovni
proteint (tzv. proteomika).

Metody genové exprese na urovni RNA jsou zaméfené na studium transkriptu,
pficemz sledujeme transkripcni aktivitu urcitého genu nebo mnozstvi urcitého
transkriptu v daném ¢ase. MnoZstvi transkriptu nekoreluje pfimo s transkripéni aktivitou
daného genu, ale je ovlivnéno i stabilitou tohoto transkriptu. Ani mnozstvi kone¢ného
produktu — proteinu neni pfimo umérné mnozstvi mRNA, ucinnost translace totiz

kolisa.

1.9.1 Metody zaloZené na hybridizaci

Nejstarsi metody studia exprese genil jsou metody zalozené schopnosti mRNA
hybridizovat se znafenymi sondami. Reakce se provadi na nosi¢i obsahujicim
polynukleotidovd vldkna mRNA. K této mRNA se pfidava sonda, ktera v piipadé
komplementarity s mRNA hybridizuje. Aby byla reakce viditelna, jsou sondy znacené,
at’ uz radioaktivné, fluorescencné¢ nebo nepiimo pomoci haptenu. Metody zaloZené
na hybridizaci umoznuji relativni kvantifikaci transkriptu a provadéji se na filtrech, na

membrandch, v gelu, v roztoku, na ¢ipech nebo in situ na mikroskopickych preparatech.

® Northern blot
Nézev této metody je slovni hifickou. Jedna se o metodu, ktera je obdobou

tzv. Southern blotu, ktery byl pojmenovan podle svého objevitele, Edwina
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Southerna, a vyuziva se pii studiu DNA (Southern, 1975). Metoda northern blot
byla vyvinuta v roce 1977 na Stanfordové Univerzit¢.

Celkova RNA izolovana ze studované tkané ¢i pletiva je separovana gelovou
elektroforézou. Velikostné rozdeleny vzorek je poté pienesen na nylonovou
membranu, kde dochazi k hybridizaci se sondou a vizualizaci detekce (Alwine
etal., 1977). Pted elektroforetickou separaci je Casto RNA jeste¢ Stépena
restrikéni endonukleazou. Vysledkem je informace o pfitomnosti transkriptu,
jeho velikosti a relativnim mnozstvi. Stanoveni urovné exprese se provadi

k referen¢ni hybridiza¢ni sondé.

¢ ¢DNA microarray

Prvni cDNA microarray byla vytvofena v roce 1995 a pfedstavuje miniaturizaci
hybridiza¢nich metod. Microarray umoziuje kvantifikovat expresi tisici gentl
najednou (Schena et al., 1996). Principem je kovalentni navdzani sond na
sklenénou mikrotitraéni desticku (tzv. microarray) potazenou poly-L-lysinem.
Tyto sondy pak hybridizuji s cilovymi molekulami cDNA nebo mRNA.
Oznacené jsou vtomto piipadé¢ cilové molekuly a méfi se intenzita
fluorescencniho signalu, ktera je imérna mnozstvi transkriptu ve vzorku.

Pro analyzu se vyuzivd porovnani intenzity signdlu molekul kontrolniho
atestovaného vzorku, kdy je kontrolni a testovany vzorek znacen jinou
fluorescencni barvou. Druhou moznosti je stanoveni relativniho mnozstvi

transkriptu vzhledem k ostatnim transkriptim z daného vzorku.

1.9.2 Metody zaloZené na PCR

Polymerazova tetézova reakce byla vynalezena v roce 1985 Kary Mullisem
adiky ni zazila v nasledujicich letech molekularni biologie obrovsky rozvoj. Je
zalozena na amplifikaci DNA v cyklicky se opakujici syntéze komplementarnich
fetézcll ve sméru 5" —3" za ucasti termostabilni DNA polymerazy. Templatem pro PCR
reakci nemize byt RNA, proto je potieba pii studiu exprese geni mRNA piepsat.
Mediatorova RNA se z celkové RNA izolované z daného organismu piepisuje za ucasti
reverzni transkriptdzy a oligo(dT)-primerti, které nasedaji na poly(A)-konce mRNA.
Teprve poté je mozno provést amplifikacni reakei.

e Real-time PCR
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Historie real-time PCR saha do roku 1991, kdy byla poprvé provedena kineticka
PCR, piedchiidce real-time PCR, za vyuziti ethidium bromidu, diky kterému
doslo k vizualizaci amplifikovanych molekul (Higuchi et al., 1992). Pozdé¢ji bylo
prokézano, Ze 1ze pro tuto aplikaci vyuzit 3’—5" exonukledzovou aktivitu DNA
polymerazy.

Metoda real-time PCR umoznuje amplifikaci templatu a zaroven kvantifikaci
amplikoni vredlném case. K detekci amplikonli vyuziva interkalacni
fluorescencni barviva nebo specifické sondy.

Real-time PCR umoziuje relativni i1 absolutni stanoveni mnozstvi transkriptu
apouziti castené¢ degradované RNA, protoze dochazi k tvorbé malych
amplikont (50 - 150 bp). Nicméné Ize pii ni analyzovat pouze nékolik maélo
transkriptll najednou a je velmi ovlivnéna odchylkou pfi pipetovani a variabilni

udinnosti reakce.

1.9.3 Sériova analyza genové exprese

Sériova analyza genové exprese (tzv. SAGE, Serial Analysis of Gene
Expression) je spolehlivd metoda slouzici k urCeni absolutniho mnozstvi tisict
transkripti najednou (Velculescu et al., 1995). Pro kazdy gen se odvodi tzv. visacka
(tag) dlouha 15 bp, ktera obsahuje dostate¢nou informaci pro identifikaci unikatniho
transkriptu. Tyto visacky se poté spoji do konkatemeru, ktery je sekvenovan (v jedné
sekvenacni reakci se sekvenuje az 50 tagli). V soucasnosti se SAGE pouziva ve spojeni
se sekvenacnimi technologiemi nové generace, kdy jsou sekvenovany jednotlivé tagy

a nevyuziva se jejich spojeni do konkatemerd.

1.9.4 Sekvenovani RNA

Sekvenovani RNA (RNA-seq) umoziuje analyzovat expresi kodujici
1 nekodujici RNA v genomu s vyuzitim sekvenacnich metod nové generace (tzv. NGS,
Next Generation Sequencing). Pivodné bylo sekvenovani RNA alternativou k cDNA
mikroarrayim, slouZzilo k zdkladnimu porovnavéani exprese vybranych oblasti genomu
v daném cCase. AvSak ukazalo se, Ze vyuziti RNA-seq je oproti cDNA microarrayim

vyhodnéjs$i. Vykazuje mnohem nizsi troven faleSné pozitivity u nizko exprimovanych
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transkript, ma vys$i rozliSeni, vysoky dynamicky rozsah detekce urovné exprese
a v kone¢ném meéftitku je 1 levnéj$i (Nookaew et al., 2012; Wang et al., 2009).

Diky tomu, ze metody sekvenovani RNA nevyuzivaji ¢cDNA sondy, maji
uplatnéni 1v mnohych dalSich aplikacich. Umoziuji detekovat a kvantifikovat
nekodujici sekvence, analyzovat transkripéni izoformy, studovat neznamé transkripty
nebo mista interakci RNA a proteinti a v neposledni fad¢ sledovat zmény genové
exprese na urovni mRNA. Diky RNA-seq lze analyzovat cely transkriptom za pouziti
pouze malého mnozstvi vstupniho materidlu. Jednd se o velmi citlivou
a reprodukovatelnou metodu, kterd umoznuje presnou lokalizaci a kvantifikaci
jednotlivych transkripti. RNA-seq neni zavislé na predchozi znalosti gent daného
organismu, proto nachazi vyuziti i pfi studiu nemodelovych organismi. Nicmén¢ i tato
metoda ma své limity. Tim je pfedevsim velikost transkriptii, kdy jsou vétsi transkripty
detekovany mnohem snadnéji nez malé, a proto mohou malé transkripty vykazovat
zdanlivé niz8i expresi. Vyzvou je také tvorba statistickych programi, které musi
zpracovat, ovefit a uchovat obrovskd mnozstvi ziskanych dat produkovanych RNA

sekvenovanim (Howald et al., 2012; Tarazona et al., 2011; Wang et al., 2009).

1.9.4.1 Piiprava RNA na sekvenaci

Prvnim krokem ptipravy RNA k sekvenovani je jeji izolace z biologického
vzorku. V soucasné dob¢ jsou za timto ucelem nejvic pouzivané silikagelové
membrany, na které se vaze extrahovand RNA, zatimco ostatni bunééné komponenty,
hlavné DNA a proteiny, jsou ze vzorku odstranény. Aby se zamezilo kontaminacim
izolované RNA deoxyribonukleovou kyselinou, tim 1 ovlivnéni vysledku experimentu,
byva v pribchu extrakce pouzita DNaza. Vysledek RNA-seq analyzy je ovlivnén i
kvalitou izolované RNA, kter4 je mnohem mén¢ stabilni nez DNA a snadno degraduje.
Integritu RNA je nutno ovéfit, napiiklad elektroforetickou separaci v agard6zovém gelu.
V piipadé¢ nedegradované eukaryotni RNA jsou vysledkem dva jasné prouzky
reprezentujici 28S a 18S rRNA (pficemz pomér jejich intenzity je 2:1). Jinou moznosti
je stanoveni tzv. RNA Integrity Number (RIN) pomoci Bioanalyzéru Agilent (Diindar et
al., 2015).

1.9.4.2 Tvorba knihovny
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Piiprava knihovny pfedstavuje prevedeni bunééné RNA na molekuly, které
mohou byt sekvenovany. Knihovna je pfipravovana a sekvenovdna na zékladé
specifického protokolu zvoleného dle typu experimentu a RNA pouzité pro analyzu.
Zpisob ptipravy knihovny ovliviiuje vysledek sekvenace z hlediska jeho kvality
a pokryti (Diindar et al., 2015).

Extrahovand RNA obsahuje zhruba 80-85 % rRNA, 10-15 % tRNA a pouze
malé mnozstvi mRNA, kterd je vétSinou predmétem studia. Sekvenovani celkové
bunééné RNA by bylo zbyte¢né narocné, drahé a negativné by ovlivnilo detekci slabé
exprimovanych oblasti genomu. Z tohoto diivodu byva rRNA enzymaticky degradovana
nebo je mRNA amplifikovana pomoci oligo(dT) primert. Diky tomu jsou i vzacné
transkripty sekvenovany do odpovidajici hloubky (Diindar et al., 2015; Yiet al., 2011).

Délka cteni je u NGS metod relativné kratkd, proto je nutno RNA pied
sekvenaci naStipat na fragmenty o délce cca 150 — 300 bp. Bez fragmentace lze
sekvenovat pouze malé RNA molekuly, jako jsou miRNA (microRNA), piRNA (Piwi-
interacting RNA), siRNA (short interfering RNA) a dalsi. Stipani velkych RNA se
provadi naptiklad hydrolyzou ¢i nebulizaci RNA nebo sonikaci ¢i pouzitim DNazy I
v pfipadé, ze Stipeme jiz ptepsanou cDNA. Kazda fragmentacni metoda ovliviluje
vysledek experimenti a musi byt vhodné zvolena pro konkrétni typ studie (Goodwin
etal.,2016; Wang et al., 2009).

Fragmentovand RNA je pfepsdna reverzni transkriptdzou do komplementarni
DNA (cDNA). Pted reverzni transkripci a PCR amplifikaci mohou byt na 3" a 5 konce
pfipojeny specifické adaptory umoziujici nédslednou identifikaci orientace ptivodniho
vlakna RNA. Na konce vzniklych cDNA fragment jsou piipojeny adaptory, které
obsahuji funkéni elementy nezbytné pro sekvenovani (napf. misto pocatku sekvenace

nebo amplifikacni elementy).

1.9.4.3 Sekvenovani
Sekvenovani cDNA knihovny, miiZze byt provadéno dvéma zékladnimi pfistupy,

v obou piipadech se jednéd a masivné paralelni sekvenovani:

a) Sekvenovéni zaloZené na ligaci (napf. platforma SOLiD): Na 3" a 5" konce
jednotlivych fragmentl jsou navazany adaptory. Skrze 5° konec fragmenty

hybridizuji na kuli€ky, na kterych dochazi k amplifikaci knihovny. Kuli¢ky
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b)

s amplifikovanymi fragmenty jsou kovalentné navazany na sekvenacéni
desticku, kde probiha sekvenace. Na jedné desticce mize byt sekvenovano
az 8 vzorka. Najednou miZze byt v sekvenatoru analyzovano az 256 vzorki.
Sekvenace je provadéna na zaklad€ hybridizace ctyf typi fluorescencné
znaenych sond na templat. Po detekci fluorescenéniho signalu dochazi
k odstépeni fluoroforu, nasednuti dal§i sondy, ligaci nov€ vznikajiciho
vladkna a cely proces se opakuje (Goodwin et al., 2016; Tomkinson et al.,
2006).

Platforma SOLiD vykazuje velmi vysokou pfesnost sekvenovani (az
99,99 %), protoze pouziva nékolikanasobné sekvenovani kazdé jednotlivé
baze. I pfes vysokou piesnost vykazuje tato platforma zvySenou chybovost
v oblastech bohatych na adenin/thymin a cytosin/guanin. Problematické je
¢teni v palindromatickych oblastech, které mohou vytvaret smycku templatu
a branit tak nasednuti sondy. NejvétSim problémem je ale velmi kratkéd délka
¢teni (pouhych 75 bp), coz je limitujicim faktorem pro pouziti pfi

rozsahlejsich studiich (Harismendy et al., 2009; L. Liu et al., 2012).

Sekvenovani zalozené na syntéze (napt. platforma Illumina): Na oba konce

fragment jsou navazany adaptory. Fragmenty hybridizuji skrze adaptory
na sekvenacni desticku, kde dochazi k amplifikaci fragmentl a vytvofeni
tzv. klastri. Tvorba klastri je nezbytnd pro ziskani dostateéné silného
signalu pii sekvenaci. Vlastni sekvenovani probihd na zaklad¢ nasedani
fluorescencné znacenych nukleotidii na templat. Kazdy nukleotid je na svém
3" konci upraven tak, aby nedoSlo k nasednuti vice nukleotidii najednou.
Teprve po detekci signalu je 3" konec enzymaticky uvolnén a syntéza nove
vznikajiciho vladkna mlZe pokracovat.

[llumina nabizi ve svém portfoliu rizné typy sekvendtori: vhodné
pro sekvenovani malych genomi (Illumina MiSeq), ale 1 pro velké popula¢ni
studie (Illumina HiSeq). Délka Cteni je u této platformy mozna do 300 bp
a jeho presnost se pohybuje kolem 99,5 %, pficemz problémovymi jsou opét
oblasti bohaté na adenin/thymin a cytosin/guanin. Rovnéz muaze dochazet
k ndhodnym chybdm pii c¢teni. Illumina nachdzi své uplatnéni
pfi sekvenovani celych genomd, epigenetickych studiich, v transkriptomice

amnohych dalSich analyzach. Diky své vykonnosti, kapacité¢ a cené jsou
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v soucasnosti Illumina sekvenatory jedny z nejvice vyuzivanych sekvenatora

vubec (Goodwin et al., 2016; Ju et al., 2006).

Vyrobci sekvenator nabizi Siroké spektrum piistrojh liSici se svou vykonnosti,
délkou cteni (tzv. readil), poctem readl, rychlosti analyzy a samoziejmé i pofizovaci
a provozni cenou. Stejn¢ jako vybér vhodné sekvenacni platformy pro danou analyzu, je
dalezité 1stanoveni poctu readl, které se odhaduje na zakladé typu experimentu,
velikosti transkriptomu a zohledniuje 1 chybovost zvolené platformy. Napiiklad,
chceme-li zachytit vzacné exprimované transkripty nebo detekovat drobné nuance
transkriptomu v riznych podminkach, musime volit vyssi pocet readli (Diindar et al.,
replikatil spiSe nez zvysit pocet readl jednotlivych vzorkt (Rapaport et al., 2013).

Sekvenovani RNA muize byt provadéno z jednoho ¢i obou koncii fragmentt.
Parové Cteni je sice drazsi variantou, protoze produkuje dvojnasobny pocet readd, ale je
vhodné pro pouziti v repetitivnich oblastech a umoznuje snazsi identifikaci riznych
variant jednotlivych transkriptl. Sekvenovani z jednoho konce je levngjsi a rychlejsi
a pouziva se obvykle pro organismy se znamou referencni sekvenci (Diindar et al.,
2015).

VétSina experimentll vyuzivajicich RNA-seq je zaméiena na studium zmény
exprese vlivem urcitych podminek. To znamend, ze v tomto typu analyz zjiStujeme, zda
kazdy dany transkript zménil za danych podminek svoji expresi. Exprese gent je vSak
ovlivnéna nejriznéjSimi faktory, naptiklad pohlavim, teplotou, Casem. Abychom
rozliSili zmény transkripce zplsobené podminkami, které jsou predmétem naseho
zajmu, od variace mezi jednotlivymi studovanymi organismy, buiikami a podobné,
musime do experimentu zahrnout dostateCny pocet replikatt, at’ uz technickych
¢1 biologickych. Technickym replikdtem se rozumi opakované méfeni jednoho vzorku.
V ptipadé¢ RNA-seq ENCODE konsorcium definovalo technické replikaty jako riizné
knihovny pfipravené zjednoho vzorku RNA. Tyto replikaty je rovnéZzZ vhodné
sekvenovat v riznych fadach sekvenacni desticky, aby se pfedeSlo zaneseni piipadné
chyby zpisobené napt. pfi amplifikaci templatu nebo rozdilnou Uc¢innosti sekvenace
v jednotlivych tadach. Ohledné definice biologickych replikati se stale vede diskuze,
nicméné obecné piijimané stanovisko definuje biologické replikaty jako paralelni
meéteni biologicky odliSnych vzorki, ktera zachycuji nahodnou biologickou variaci.

V ptipadé RNA-seq experimentil jsou biologickymi replikaty vzorky RNA pochazejici
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z riznych organismil ¢i bunécnych linii. Diskutabilni je i pocet replikatli. V soucasnosti
vétSina publikovanych RNA-seq studii vyuziva tfi biologické replikaty. V zavislosti
na typu experimentu je vSak doporucovano Sest nebo dvanact replikatt (Diindar et al.,

2015; ENCODE, 2011; Schurch et al., 2016).

1.9.4.4 Analyza sekvenacnich dat

Diky rozvoji sekvenacnich technologii nové generace, jsou produkovana
enormni kvanta dat, kterd je potfeba spravné¢ zpracovat a vyhodnotit. Vysledkem
sekvenace v jedné fadé sekvenacni desticky sekvenatoru HiSeq (Illumina) je az 50 GB
dat. Tato data musi byt spravné poskladdna do jednotlivych transkripth
a kvantifikovana, teprve potom nam pomohou zodpovédét polozenou biologickou
otazku.

Data byvaji nejc€astéji produkovana ve formatu FASTQ, ktery obsahuje ID cislo
pro kazdé jednotlivé Cteni, piectenou sekvenci a skore kvality daného ¢teni. Prvnim
krokem pfi zpracovani dat je odstranéni artefaktl (napf. sekvence ligac¢nich adaptért
apod.) a chybovych ¢teni, ktera jsou odstranéna nebo opravena v zavislosti na jejich
skoére kvality. Poté jsou data mapovédna na referencni genom a vyhodnocena pomoci
softwarovych nastroji s ohledem na pouzitou sekvenacni platformu a konkrétni aplikaci
dat. I ptesto, ze jsou metody RNA-seq na velmi vysoké Grovni, ziskana data je nezbytné
zpétné experimentalné ovétit, napt. pomoci kvantitativni PCR se strategicky vybranymi

primery nebo cilenou sekvenaci RNA (Chu ef Corey, 2012; Ozsolak et Milos, 2011).

40



1.10 Kvasinky, nastroj pro funk¢ni analyzu genii

Po velkém rozmachu celogenomového sekvenovani, kdy mame k dispozici zna¢né
mnozstvi dat, se nachdzime v dobé, kdy se snazime objasnit biologicky vyznam
jednotlivych genomovych produktti. V tomto ndm jsou vyznamné ndpomocny kvasinky.

Kvasinky jsou skupina mikroorganismili, které patii mezi houby. VéEtSina
kvasinek se fadi mezi ascomycety (vieckovytrusné houby), n¢které mezi bazidiomycety
(stopkovytrusné houby), proto netvoii jednotnou taxonomickou skupinu. Vyskytuji se
predevsim v jednobunééné podobé, ale mohou tvofit hyfalni ¢i pseudohyfalni utvary.
Nevytvareji plodnice, mnozi se pfedev§im nepohlavné, takzvanym pucenim. Kvasinky
jsou nejjednodussi existujici eukaryota, ktera sdili s vyS$Simi organismy vSechny
zakladni bunééné systémy, proto jsou vhodnym modelovym objektem pro studium dé&ja
probihajici v eukaryotnich buiitkdch. Mnohé znich maji nezastupitelnou roli
v potravinaiském a farmaceutickém primyslu.

Saccharomyces cerevisiae je velmi dulezitym modelovym organismem,
a to z n¢kolika divodi. Byla prvnim eukaryotem, jehoZ genom byl rozlustén. Genom
Saccharomyces cerevisiae tvori 16 chromozomu, kéduje pres 6200 genti a obsahuje
malé mnozstvi nekddujici DNA (Goffeau et al., 1996). Obsahuje plazmid, ktery se
v eukaryotnich bunikdch vyskytuje zfidka, a ktery se stal zdkladem pro konstrukci fady
plazmidovych vektori. Ma kratkou genera¢ni dobu, snadno se kultivuje, diky
homologni rekombinaci je dobfe geneticky manipulovatelnd a miize se vyskytovat
v haploidnim 1 diploidnim stavu. Jeji haploidni podoba usnadiiuje tvorbu dele¢nich
kment. Existuje kompletni sbirka mutantnich kment kvasinek, z nichz kazdy nese
definovanou deleci vjednom z 5998 kodujicich genit Saccharomyces cerevisiae
(Winzeler et al., 1999). Pomoci téchto delecnich mutantG lze na zakladé
komplementacnich testli provadét funkeni analyzu jednotlivych gena. V piipadé, Ze je
studovany gen funkénim homologem poskozeného genu kvasinkového mutanta, nahradi
funkci poskozeného genu, coz povede k obnoveni funkce plvodniho genu. Paklize
expresi heterologniho genu v kvasinkach provazi zména fenotypu, mizeme vyuzit latky
ovliviiujici funkci proteinu, modulace funkce studovaného proteinu se totiz projevi na

fenotypu kvasinky.
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1.11 Detekce replikace DNA

Detekce replikace DNA je jednou ze zékladnich metod pro hodnoceni reakce
bun¢k na plisobeni abiotického stresu. Diive byla za timto ucelem pouzivana
inkorporace thymidinu znaceného tritiem a nasledna detekce autoradiografii. Pro
zvySeni bezpecnosti byla metoda vyuzivajici radioaktivitu nahrazena inkorporaci
bromdeoxyuridinu (BrdU) s naslednou imunodetekci. OvSem tato metoda zahrnuje
denaturaci DNA ¢i St€peni kyselinou chlorovodikovou, coz miize vést ke zméné
morfologie vzorku. Tato metoda navic neni pfili§ vhodnd pro rostlinné bunky, protoze
vyzaduje ¢astecné naStépeni bunécné stény, v dlisledku ¢ehoz dochazi k osmotickému
stresu bun¢k a aktivaci stresové reakce bunky. (Taylor et al., 1957; Gratzner, 1982;
Stroobants et al., 1990, Goodbody et Lloyd, 1994).

Jako alternativa k BrdU se vyuziva 5-ethynyl-2’-deoxyuridin (EdU), coz je
rovnéZ analog thymidinu, ktery je do DNA inkorporovan v pribéhu replikace, avSak
k jeho detekci se pouziva ,klik* reakce. Jednd se o médi katalyzovanou cykloadici, kdy
koncové alkynova skupina EdU reaguje s fluorescencné znaenym azidem za vzniku
stabilni kovalentni vazby (Tornee et al., 2002). Metoda vyuzivajici EdU je rychla
a velmi citliva, ovSem béhem dlouhé inkubace se vzorkem mize zpiisobit usmrceni
testovanych bunck (Kohlmeier et al., 2013). Signdl inkorporovaného EdU je méfen
pratokovou cytometrii. Pfi prichodu jednotlivych bunék kapildrou pratokového
cytometru a ozafeni paprskem svétla o definované vinové délce dochéazi k excitaci
fluorochromu a emisi zafeni, které stechiometricky odpovidd mnozstvi DNA. Takto je
mozno ur€it zastoupeni bunék v jednotlivych fazich bunécného cyklu v heterogenni

populaci bunék (Gratzner, 1982; Herzenberg et al., 1976; Skarstad et al., 1995).
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2 CiLE PRACE

II.

Hledani novych kandidatnich genti zapojenych do metabolismu tézkych
kovli pomoci analyzy transkripénich profili rostlin je¢mene (cv. Morex)
pestovanych v podminkach zvysené koncentrace vybranych kovi a funkéni

analyza ziskanych kandidatnich genti.
Sledovéani vlivu ptsobeni tézkych kovii na bunécny cyklus bunék

kofenového meristému metodou tfidéni fluorescenéné znafenych jader

pomoci prutokové cytometrie.
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3 VYSLEDKY
3.1 Souhrn

Prvnim krokem v hledani novych kandidatnich genti zapojenych do metabolismu
tézkych kovi byla optimalizace péstovani jeémene v hydroponnim systému za presné
definovanych podminek (viz Obr. 3). Nasledné bylo potieba ziskat takové rostliny
jeCmene, které budou dostatecné ovlivnény plsobenim tézkého kovu, ale zaroven
nebude zcela inhibovan jejich rast. Za timto ucelem byla pro studovany kultivar
jeCmene Morex definovéana stfedni efektivni koncentrace médi, zinku a kadmia, tzv.
EC50. Hodnota EC50 pro dany kov odpovidéa koncentraci, kterd z 50 % inhibuje ristu
kotene ovlivnénych rostlin. Pro méd’ odpovidala stanovend hodnota EC50 koncentraci

50 uM, pro zinek 570 uM a pro kadmium 80 uM.

Obr. 3: Ukézka péstovani semenackil je¢mene v hydroponnim systému béhem fokusace

hodnoty EC50 pro kadmium.

U kontrolnich i ovlivnénych rostlin byl stanoven obsah studovanych kovii
v kofenech a vyhoncich, aby bylo ziejmé, jaka je distribuce tézkych kovl v ramci
rostliny. Ke stanoveni obsahu studovanych kovll v analyzovanych vzorcich byla pouzita
atomova absorpcni spektroskopie (ASS, Atomic Absorption Spectrometry). Vysledky
z métfeni obsahu kadmia ukazuji na silnou akumulaci tohoto kovu v kofenovém systému

a omezeni jeho translokace do nadzemni ¢4sti rostliny.
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V dal$i fazi byla z kontrolnich a ovlivnénych rostlin izolovana RNA. Kofeny
a vyhonky rostlin byly analyzovany zvla$t' a vSechny experimenty byly provedeny
v biologickém triplikatu. Ziskand RNA byla sekvenovana metodou Illumina a vysledky
byly podrobeny bioinformatické analyze. Ziskand sekvenacni data byla konfirmovana
pomoci real-time PCR. Analyza diferencidlni genové exprese u rostlin ovlivnénych
kadmiem odhalila 10 282 deregulovanych transkriptii v podzemni casti rostlin a 7 104
ve vyhoncich. Mezi témito transkripty byly identifikovany geny souvisejici
s metabolismem reaktivnich forem kysliku, s membrdnovym transportem, geny
podilejici se na utvareni a udrzovani bunééné stény a geny spojené s reakci na stresové
podminky.

Nejvice ,,upregulovanym* genem byl gen PCR2 (Plant Cadmium Resistance 2),
ktery je znamy svou ucasti v detoxifikaci téZkych kovi v rostlinach. Na zakladé
transkripéni analyzy bylo nalezeno celkem pét kopii genu HvPCR2. Kopie genu
HvPCR2.1 vykazovala zvySenou expresi pfi pusobeni kadmia v kofenech 1 vyhoncich
jecmene. U dalSich tii kopii, HvPCR2.2-4, byla exprese zvySena pouze v nadzemni
casti. Bylo zjiSténo, Ze kopie HvPCR2.2-4 se nachazi v tandemovém uspotfadani na
chromozomu 5H je¢mene. V této chromozomové oblasti se fyzicky nachazi i posledni
kopie, HvPCR2.5, nicméné tato kopie nevykazovala pii pusobeni kadmia signifikantni
Lupregulaci®.

Pro objasnéni role kopii genu HvPCR?2 v toleranci vici kadmiu byla provedena
funk¢éni analyza v kvasinkdch Saccharomyces cerevisiae. Pro analyzu byl pouzit kmen
DTY168 (Aycfl), ktery je hypersensitivni vici kadmiu. Rist kvasinek obsahujicich
prazdny vektor byl siln¢ inhibovan 50uM CdCl,, zatimco kvasinky obsahujici ve
vektoru jakoukoli variantu genu HvPCR?2 byly vii¢i kadmiu rezistentni.

Ke sledovani vlivu tézkych kovli na bunéény cyklus byla vyuzita pritokova
cytometrie. K experimentu byly pouzity semendCky je¢mene péstované v pritomnosti
medi, zinku a kadmia v koncentracich odpovidajici stanovym hodnotam ECS50. Aby
bylo mozno ur€it, zda jsou zmény souvisejici s plisobenim vybranych kovii reverzibilni
¢i ireverzibilni, byly pro experiment pouzity tfi zplisoby ovlivnéni rostlin. K rostlindm
kontrolnim a rostlindam ovlivnénych ptitomnosti kovl pifibyly jest€ semenacky
péstované ve zvysSené koncentraci kovu, které byly ale nasledné pteneseny do
zakladniho Zivného média. Z vypéstovanych rostlin byly odebrany meristematické
buiikky umisténé v kotenovych Spickach a jejich DNA byla oznacena pomoci EdU

(5-ethynyl-2’-deoxyuridin), analogem thymidinu. Fluorescencné¢ znacena jadra

45



meristematickych bunék byla tfidéna prutokovym cytometrem, diky cemuz byly
sledovany abnormality bunééného cyklu v dasledku piisobeni tézkych kovi.
U kontrolnich rostlin byla pozorovana rovnomérna distribuce bun¢k v ramci bunécného
cyklu. Signifikantn€ nizsi pocet bun€k v S fazi bunééného cyklu byl pozorovan u rostlin
pestovanych v pfitomnosti kadmia (viz Obr. 4). Tento pokles miize znamenat, Ze nejvic
citlivé na pusobeni kadmia jsou buiikky na pfechodu mezi G1 a S fazi. Semenacky
ovlivnéné kadmiem a nasledné prenesené do zakladniho média vykazovaly obdobné
zastoupeni jednotlivych fazi bunécného cyklu jako kontrolni rostliny. Tyto vysledky
naznacuji, ze hlavnim diivodem redukce ristu kofend je inhibice bunééného deleni
piedevs§im u bunék v G1 fazi. Naproti tomu vysledky analogické analyzy vlivu zinku na
bunécny cyklus ukazuji, ze zastoupeni jednotlivych fazi bunééného cyklu je obdobny
u kontrolnich i1 ovlivnénych rostlin (viz Obr. 4). Redukce ristu kofene miize byt tedy
zpusobena spiSe potlacenim elongace kofenovych bun¢k, nez-li inhibici bunécného
déleni (tato data nejsou zatim publikovadna). V soucasné dobé je v ptipravé publikace
zaloZzena na komparativni analyze vlivu vSech studovanych tézkych kovi, tj. kadmia,

médi a zinku, na transkriptom je¢mene.
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Obr. 4: Znazornéni vystupu analyzy vlivu kadmia a zinku na bunéény cyklus je¢mene.
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Soucasti doktorského studia byla i pracovni stdz na Kebenhavns Universitet.
Naplni této staze byla piiprava mutantnich variant transportéru HvIRTI a jejich
charakterizace z hlediska urceni role v transportu tézkych kovii a substratové specifity.
Na zékladé€ rozdilti v aminokyselinové sekvenci transportéru /RT1 z ryze a jecmene byla
vytipovdna mista, kterd mohou ovliviiovat schopnost transportu a substratovou
specifitu. Mutantni varianty transportéru HvIRT1 byly ptfipraveny cilenou mutagenezi
avlozeny do vektoru. Nasledné¢ byla provedena transformace vybranych kment
Saccharomyces cerevisiae vektorem obsahujicim mutantni a wild-type verze
transportéru HvIRTI. Na zékladé komplementacnich testd v kvasinkach bylo zjiSténo,
7ze zédména histidinu za alanin mezi tfeti a Ctvrtou transmembranovou doménou
transportéru HvIRTI neovliviiuje pifjem iontd Fe** a Fe*'. Dale bylo prokéazano, ze
histidin v pozicich 190 a 194 je nezbytny pro zachovani transportu iontd Zn** a Mn*'.
Substituce methioninu za alanin v pozici 223 vedla ke ztraté schopnosti transportovat

ionty Zn*" a Mn*", nicméné zvysila schopnost transportovat ionty Fe*" a Fe’*. Ziskana
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data rozSifuji povédomi o dilezitosti jednotlivych aminokyselinovych reziduich
transportéru HvIRTI a mohou byt potencialné vyuZzita pro zvySeni nutricni hodnoty
jeCmene.

PiedloZzend doktorskd prace se vénovala pochopeni reakce je€mene na
pfitomnost tézkych kovi v prostfedi. Pfestoze zahrnovala kombinaci mnoha
sofistikovanych metod molekularni biologie, bioinformatiky a pokroc€ilé cytometrie, je
jasné, ze se jedna jen o CasteCny vhled do studované problematiky. V kazdém piipadé
lze tici, ze reakce je€mene na piitomnost tézkych kovl v prostfedi je silné¢ komplexni.
Tato prace jasné ukazuje, ze adaptace na abioticky stres miize vést pies multiplikaci

efektorovych genti v genomu.

48



3.2 Publikace

Autorské publikace:

3.2.1 Transcriptome Response to Cadmium Exposure in Barley (Hordeum vulgare L.)

(viz Ptiloha I)

3.2.2 Transcriptome of barley under three different heavy metal stress reaction

(viz Ptiloha IT)

3.2.3 Nové poznatky v genetice rostlin VI. Tolerance rostlin k tézkym kovim

(viz Ptiloha IIT)

Prezentace na konferenci — poster:

3.2.4 Characterisation of important residues for transport ability and substrate

specificity of the metal ion transporter HvIRT1 (viz Ptiloha IV)
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3.2.1 Transcriptome response to cadmium exposure in barley

(Hordeum vulgare L.)

Kintlova, M., Vrana, J., Hobza, R., Blavet, N., Hudzieczek, V.
Frontiers in Plant Science (2021)

DOI: 10.3389/fpls.2021.629089

Abstrakt:

Cadmium is an environmental pollutant with high toxicity that negatively affects
plant growth and development. To understand the molecular mechanisms of plant
response to cadmium stress, we have performed a genome-wide transcriptome analysis
on barely plants treated with an increased concentration of cadmium. Differential gene
expression analysis revealed 10,282 deregulated transcripts present in the roots and
7,104 in the shoots. Among them, we identified genes related to reactive oxygen
speciesmetabolism, cell wall formation and maintenance, ion membrane transport and
stress response. One of themost upregulated genes was PLANT CADMIUM RESISTACE
2 (HvPCR2) known to be responsible for heavy metal detoxification in plants.
Surprisingly, in the transcriptomic data we identified four different copies of the
HvPCR?2 gene with a specific pattern of upregulation in individual tissues. Heterologous
expression of all five barley copies in a Cd-sensitive yeast mutant restored cadmium
resistance. In addition, four HvPCR2 were located in tandem arrangement in a single
genomic region of the barley SH chromosome. To our knowledge, this is the first

example showing multiplication of the PCR2 gene in plants.
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3.2.2 Transcriptome of barley under three different heavy metal stress

reaction

Kintlova, M., Blavet, N., Cegan, R., Hobza, R.
Genomics data (2017)

DOI: 10.1016/j.gdata.2017.05.016

Abstrakt:

In the present study, we used Illumina sequencing technology (HiSeq 2000) to
sequence the transcriptome of barley (Hordeum vulgare L., cv. Morex) under three
different heavy metal stress conditions: copper, zinc and cadmium. For each of those
metals, the concentration causing a 50% inhibitory effect for root growth (ECsy) was
determined. We sequenced the total RNA of both roots and shoots from barley with and
without heavy metal treatments in three replicates. Raw reads of the transcriptome
project have been deposited in NCBI's BioProject accession number PRINA382490.
The obtained transcriptomic data will be useful for further studies focusing on heavy

metal tolerance and comparative transcriptome analysis in barley.
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3.2.3 Nové poznatky v genetice rostlin VI.

Tolerance rostlin k téZkym koviim

Hudzieczek, V., Kintlova, M., Hobza, R., Cegan, R.
Ziva (2017)

Abstrakt:

Vysoké koncentrace tézkych kovii v prostfedi jsou pievazné vyraznou
komplikaci pro Zivot vétSiny zivych organismil. Rostliny maji diky svym omezenym
pohybovym schopnostem v piipadé¢ vyskytu v kontaminovanych oblastech jedinou
moznost pieziti — adaptaci. Identifikace a charakterizace genl rezistence k téZkym
koviim a porozuméni jejich biologickym funkcim jsou kli¢ovym tématem soucasné

biologie.

Tento clanek ziskal zvlastni oceneéni casopisu Ziva

3.2.4 Characterisation of important residues for transport ability and substrate

specificity of the metal ion transporter HvIRTI

Hornikova, M., Pedas, P.
Poster na konferenci Plant Biotechnology: Green for Good III, 15 — 18 ¢ervna 2015,

Olomouc

52



4 LITERATURA

Adriano, D. C. (2001). Trace elements in terrestrial environments (2nd edition).
Springer-Verlag.

Alloway, B. J. (1990). Heavy metals in soils: trace metals and metalloids in soils and
their bioacailability. Blackie and Son Limited.

Alwine, J. C., Kemp, D. J. et Stark, G. R. (1977). Method for detection of specific
RNAs in agarose gels by transfer to diazobenzyloxymethyl-paper and

hybridization with DNA probes. Proceedings of the National Academy of Sciences
of the United States of America, 74(12), 5350-5354.

Assuncao, A. G. L., Schat, H. et Aarts, M. G. M. (2003). Thlaspi caerulescens, an
attractive model species to study heavy metal hyperaccumulation in plants. New
Phytologist, 159(2), 351-360.

Axelsen, K. B. et Palmgren, M. G. (1998). Evolution of substrate specificities in the P-
type ATPase superfamily. Journal of Molecular Evolution, 46(1), 84-101.

Axelsen, K. B. et Palmgren, M. G. (2001). Inventory of the superfamily of P-type ion
pumps in Arabidopsis. Plant Physiology, 126(2), 696-706.

Badr, a, Miiller, K., Schifer-Pregl, R., El Rabey, H., Effgen, S., Ibrahim, H. H., Pozzi,
C., Rohde, W. ef Salamini, F. (2000). On the origin and domestication history of
Barley (Hordeum vulgare). Molecular Biology and Evolution, 17(4), 499-510.

Bashir, K., Ishimaru, Y. et Nishizawa, N. K. (2012). Molecular mechanisms of zinc
uptake and translocation in rice. Plant and Soil, 361(1-2), 189-201.

Benavides, M. P., Gallego, S. M. et Tomaro, M. L. (2005). Cadmium toxicity in plants.
Brazilian Journal of Plant Physiology, 17(1), 21-34.

Bernal, M., Roncel, M., Ortega, J. M., Picorel, R. et Yruela, 1. (2004). Copper effect on
cytochrome b559 of photosystem II under photoinhibitory conditions. Physiologia
Plantarum, 120(4), 686-694.

Blindauer, C. A. ef Schmid, R. (2010). Cytosolic metal handling in plants: determinants
for zinc specificity in metal transporters and metallothioneins. Metallomics, 2(8),
510.

Bringezu, K., Lichtenberger, O., Leopold, I. et Neumann, D. (1999). Heavy metal
tolerance of Silene vulgaris. Journal of Plant Physiology, 154(4), 536-546.

Broadley, M. R., White, P. J., Hammond, J. P., Zelko, 1. et Lux, A. (2007). Zinc in
plants: Tansley review. New Phytologist, 173(4), 677-702.

Brown, P. H., Cakmak, 1. et Zhang, Q. (1993). Form and function of zinc plants. Dans
Zinc in soils and plants. Kluwer Academic Publishers.

Brune, A. et Dietz, K.-J. (1995). Differential toxicity of heavy metals is partly related to
a loss of preferential extraplasmic compartmentation: a comparison of Cd-, Mo-,
Ni-and Zn-stress. New Phytologist, 129(3), 403-409.

Bull, P. C. et Cox, D. W. (1994). Wilson disease and Menkes disease: new handles on
heavy-metal transport. Trends in Genetics, 10(7), 246-252.

Burkhead, J. L., Gogolin Reynolds, K. A., Abdel-Ghany, S. E., Cohu, C. M. et Pilon,

53



M. (2009). Copper homeostasis. New Phytologist, 182(4), 799-816.

Cakmak, 1., Marschner, H. et Bangerth, F. (1989). Effect of zinc nutritional status on
growth, protein metabolism and levels of indole-3-acetic acid and other

phytohormones in Bean (Phaseolus vulgaris L.). Journal of Experimental Botany,
40(212), 405-412.

Callahan, D. L., Kolev, S. D., O’Hair, R. A. J.,, Salt, D. E. et Baker, A. J. M. (2007).
Relationships of nicotianamine and other amino acids with nickel, zinc and iron in
Thlaspi hyperaccumulators. New Phytologist, 176(4), 836-848.

Campbell, N. A. er Reece, J. B. (2005). Biology (7th edition). Pearson/Benjamin
Cummings.

Chaffei, C., Pageau, K., Suzuki, A., Gouia, H., Ghorbel, M. H. et Masclaux-Daubresse,
C. (2004). Cadmium toxicity induced changes in nitrogen management in
Lycopersicon esculentum leading to a metabolic safeguard through an amino acid
storage strategy. Plant & Cell Physiology, 45(11), 1681-1693.

Chloupek, O. (2011). Historie §lechténi sladového je¢mene na tizemi Ceské republiky.
Kvasny prumysl: Journal for Brewing, Malting & Beverage Industry, 57(7/8),
180-181.

Chu, Y. et Corey, D. R. (2012). RNA sequencing: Platform selection, experimental
design, and data interpretation. Nucleic Acid Therapeutics, 22(4), 271-274.

Clemens, S. (2006). Evolution and function of phytochelatin synthases. Journal of Plant
Physiology, 163(3), 319-332.

Cobbett, C. et Goldsbrough, P. (2002). Phytochelatins and metallothioneins: Roles in
heavy metal detoxification and homeostasis. Annual Review of Plant Biology,
53(1), 159-182.

Cobbett, C. S. (2000). Phytochelatins and their roles in heavy metal detoxification.
Plant Physiology, 123(3), 825-832.

Coleman, J. E. (1992). Zinc proteins: enzymes, storage proteins, transcription factors,
and replication proteins. Annual Review of Biochemistry, 61, 897-946.

Cubillas, C., Vinuesa, P., Luisa Tabche, M., Davalos, A., Vazquez, A., Hernandez-
Lucas, I., Romero, D. et Garcia-de los Santos, A. (2014). The cation diffusion
facilitator protein EmfA of Rhizobium etli belongs to a novel subfamily of Mn 2+ /
Fe 2+ transporters conserved in a-proteobacteria. Metallomics, 6(10), 1808-1815.

DalCorso, G., Farinati, S., Maistri, S. et Furini, A. (2008). How plants cope with
cadmium: Staking all on metabolism and gene expression. Journal of Integrative
Plant Biology, 50(10), 1268-1280.

Delhaize, E., Kataoka, T., Hebb, D. M., White, R. G. et Ryan, P. R. (2003). Genes
encoding proteins of the cation diffusion facilitator family that confer manganese
tolerance. The Plant Cell, 15(5), 1131-42.

Dietz, K.-J., Baier, M. et Kramer, U. (1999). Free radicals and reactive oxygen species
as mediators of heavy metal toxicity in plants. Dans Heavy Metal Stress in Plants.
Springer Berlin Heidelberg.

Dolezel, J., Greilhuber, J., Lucretti, S., Meister, A., Lysak, M., Nardi, L. et Obermayer,
R. (1998). Plant genome size estimation by flow cytometry: Inter-laboratory
comparison. Annals of Botany, 82, 17-26.

54



Diindar, F., Skrabanek, L. et Zumbo, P. (2015). Introduction to differential gene
expression analysis using RNA-seq. Applied Bioinformatics Core, 1-86.

Ehrenbergerova, J. (2006). Chemicke sloZeni zrna je¢mene. Dans J. Zimolka, Jecmen -
formy a uzitkove smery v Ceské republice. Profi Press.

Eide, D., Broderius, M., Fett, J. et Guerinot, M. L. (1996). A novel iron-regulated metal
transporter from plants identified by functional expression in yeast. Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United States of America, 93(11),
5624-5628.

ENCODE. (2011). Standards, guidelines and best practices for RNA-Seq.
https://genome.ucsc.edu/ENCODE/protocols/dataStandards/ENCODE RNAseq S
tandards  V1.0.pdf

Ernst, W. H. O., Verkleij, J. A. C. ef Schat, H. (1992). Metal tolerance in plants. Acta
Botanica Neerlandica, 41(3), 229-248.

Fan, T. W. M., Lane, A. N., Pedler, J., Crowley, D. et Higashi, R. M. (1997).
Comprehensive analysis of organic ligands in whole root exudates using nuclear
magnetic resonance and gas chromatography—mass spectrometry. Analytical
Biochemistry, 251(1), 57-68.

FAO. (2016). FAOSTAT. The Food and Agriculture Organization Corporate Statistical
Database. http://faostat3.fao.org/faostat-gateway/go/to/home/E

Fleming, M. D., Trenor, C. C., Su, M. A., Foernzler, D., Beier, D. R., Dietrich, W. F. et
Andrews, N. C. (1997). Microcytic anaemia mice have a mutation in Nramp2, a
candidate iron transporter gene. Nature Genetics, 16(4), 383-386.

Freeman, J. L., Persans, M. W., Nieman, K., Albrecht, C., Peer, W., Pickering, I. J. et
Salt, D. E. (2004). Increased glutathione biosynthesis plays a role in nickel
tolerance in Thlaspi nickel hyperaccumulators. Plant Cell, 16(8), 2176-2191.

Goffeau, A., Barrell, B. G., Bussey, H., Davis, R. W., Dujon, B., Feldmann, H.,
Galibert, F., Hoheisel, J. D., Jacq, C., Johnston, M., Louis, E. J., Mewes, H. W_,
Murakami, Y., Philippsen, P., Tettelin, H. ef Oliver, S. G. (1996). Life with 6000
Genes. Science, 274(5287), 546-567.

Goodbody, K. C. et Lloyd, C. W. (1994). Immunofluorescence techniques for
theanalysis of the cytoskeleton. Dans N. Harris ef K. J. Oparka, Plant Cell Biology.
A Practical Approach. IRL Press at Oxford University Press.

Goodwin, S., McPherson, J. D. et McCombie, W. R. (2016). Coming of age: ten years
of next-generation sequencing technologies. Nature Reviews Genetics, 17(6),
333-351.

Govoni, G. et Gros, P. (1998). Macrophage NRAMPI and its role in resistance to
microbial infections. Inflammation Research, 47(7), 277-284.

Gratzner, H. G. (1982). Monoclonal antibody to 5-bromo- and 5-iododeoxyuridine: A
new reagent for detection of DNA replication. Science, 218(4571), 474-475.

Guerinot, M. Lou. (2000). The ZIP family of metal transporters. Biochimica et
Biophysica Acta, 1465(1-2), 190-198.

Gunshin, H., Mackenzie, B., Berger, U. V., Gunshin, Y., Romero, M. F., Boron, W. F.,
Nussberger, S., Gollan, J. L. et Hediger, M. A. (1997). Cloning and
characterization of a mammalian proton-coupled metal-ion transporter. Nature,

55



388(6641), 482-488.

Hall, J. L. (2002). Cellular mechanisms for heavy metal detoxification and tolerance.
Journal of Experimental Botany, 53(366), 1-11.

Halliwell, B. er Gutteridge, J. M. (1984). Oxygen toxicity, oxygen radicals, transition
metals and disease. The Biochemical Journal, 219(1), 1-14.

Hénsch, R. ef Mendel, R. R. (2009). Physiological functions of mineral micronutrients
(Cu, Zn, Mn, Fe, Ni, Mo, B, Cl). Current Opinion in Plant Biology, 12(3),
259-266.

Harismendy, O., Ng, P. C., Strausberg, R. L., Wang, X., Stockwell, T. B., Beeson, K.
Y., Schork, N. J., Murray, S. S., Topol, E. J., Levy, S. et Frazer, K. A. (2009).
Evaluation of next generation sequencing platforms for population targeted
sequencing studies. Genome Biology, 10(3), R32.

Harmens, H., Gusmao, N. G. C. . B., Den Hartog, P. R., Verkleij, J. A. C. et Ernst, W.
H. O. (1993). Uptake and transport of zinc in zinc-sensitive and zinc-tolerant
Silene vulgaris. Journal of Plant Physiology, 141(3), 309-315.

Haydon, M. J. et Cobbett, C. S. (2007). Transporters of ligands for essential metal ions
in plants. New Phytologist, 174(3), 499-506.

Heckathorn, S. A., Mueller, J. K., LaGuidice, S., Zhu, B., Barrett, T., Blair, B. ef Dong,
Y. (2004). Chloroplast small heat-shock proteins protect photosynthesis during
heavy metal stress. American Journal of Botany, 91(9), 1312-1318.

Herzenberg, L., Sweet, R. et Herzenberg, L. (1976). Fluorescence-activated cell sorting.
Scientific American, 234(3), 108-118.

Higuchi, R., Dollinger, G., Walsh, P. S. ef Griffith, R. (1992). Simultaneous
amplification and detection of specific DNA sequences. Bio/technology, 10(4),
413-417.

Hornburg, V. et Briimmer, G. W. (1993). Behaviour of heavy metals in soils. 1. Heavy
metal mobility. Zeitschrift fiir Pflanzenerndhrung und Bodenkunde, (156),
467-477.

Howald, C., Tanzer, A., Chrast, J., Kokocinski, F., Derrien, T., Walters, N., Gonzalez, J.
M., Frankish, A., Aken, B. L., Hourlier, T., Vogel, J.-H., White, S., Searle, S.,
Harrow, J., Hubbard, T. J., Guig6, R. ef Reymond, A. (2012). Combining RT-
PCR-seq and RNA-seq to catalog all genic elements encoded in the human
genome. Genome Research, 22(9), 1698-1710.

John, D. A. et Leventhal, J. S. (1995). Bioavailability of metals. Dans E. A. Du Bray,
Preliminary compilation of descriptive geoenvironmental mineral deposit models.
USGS Open-File Report.

Ju, J., Kim, D. H., Bi, L., Meng, Q., Bai, X,, Li, Z., Li, X., Marma, M. S., Shi, S., Wu,
J., Edwards, J. R., Romu, A. et Turro, N. J. (2006). Four-color DNA sequencing by
synthesis using cleavable fluorescent nucleotide reversible terminators.
Proceedings of the National Academy of Sciences, 103(52), 19635-19640.

Kabata-Pendias, A. et Pendias, K. (2001). Trace elements in soils and plants (3rd
edition). CRC Press.

56



Kawachi, M., Kobae, Y., Mimura, T. et Maeshima, M. (2008). Deletion of a histidine-
rich loop of AtMTPI, a vacuolar Zn(2+)/H(+) antiporter of Arabidopsis thaliana,
stimulates the transport activity. The Journal of Biological Chemistry, 283(13),
8374-8383.

Klaassen, C. D., Liu, J. et Choudhuri, S. (1999). Metallothionein: An intracellular
protein to protect against cadmium toxicity. Annual Review of Pharmacology and
Toxicology, 39(1), 267-294.

Kleinhofs, A. et Graner, A. (2001). An integrated map of the barley genome. Dans R. L.
Phillips et 1. K. Vasil, DNA-Based Markers in Plants. Kluwer Academic
Publishers.

Kochian, L. V. (1991). Mechanisms of micronutrient uptake and translocation in plants.
Dans J. J. Mortvedt, F. R. Cox, L. M. Shuman et R. M. Welch, Micronutrients in
Agriculture (2nd edition). Soil Sciene Society of America.

Kochian, L. V. (1993). Zinc absorption from hydroponic solutions by plant roots. Dans
A. D. Robson, Zinc in soils and plants. Kluwer Academic Publishers.

Kohlmeier, F., Maya-Mendoza, A. ef Jackson, D. A. (2013). EdU induces DNA damage
response and cell death in mESC in culture. Chromosome Research, 21(1), 87-100.

Kotrba, P., Najmanova, J., Macek, T., Ruml, T. et Mackova, M. (2009). Genetically
modified plants in phytoremediation of heavy metal and metalloid soil and
sediment pollution. Biotechnology Advances, 27(6), 799-810.

Kramer, U., Cotter-Howells, J. D., Charnock, J. M., Baker, A. J. M. et Smith, J. A. C.
(1996). Free histidine as a metal chelator in plants that accumulate nickel. Nature,
379(6566), 635-638.

Lasat, M. M. (2002). Phytoextraction of toxic metals: a review of biological
mechanisms. Journal of Environmental Quality, 31(1), 109-120.

Liu, L., Li, Y., Li, S., Hu, N., He, Y., Pong, R., Lin, D., Lu, L. et Law, M. (2012).
Comparison of next-generation sequencing systems. Journal of Biomedicine and
Biotechnology, 1-11.

Liu, X. F., Supek, F., Nelson, N. ef Culotta, V. C. (1997). Negative control of heavy
metal uptake by the Saccharomyces cerevisiae BSD2 gene. The Journal of
Biological Chemistry, 272(18), 11763-11769.

Ma, J. F., Ryan, P. R. ef Delhaize, E. (2001). Aluminium tolerance in plants and the
complexing role of organic acids. Trends in Plant Science, 6(6), 273-278.

MacGregor, A. W. et Bhatty, R. S. (1993). Barley: chemistry and technology. American
Association of Cereal Chemists.

Marschner, H. (1995). Mineral nutrition of higher plants. Academic Press.

Maiser, P., Thomine, S., Schroeder, J. 1., Ward, J. M., Hirschi, K., Sze, H., Talke, 1. N.,
Amtmann, A., Maathuis, F. J., Sanders, D., Harper, J. F., Tchieu, J., Gribskov, M.,
Persans, M. W., Salt, D. E., Kim, S. A. ef Guerinot, M. L. (2001). Phylogenetic
relationships within cation transporter families of Arabidopsis. Plant Physiology,
126(4), 1646-1667.

Mathys, W. (1977). The role of malate, oxalate, and mustard oil glucosides in the
evolution of zinc-resistance in herbage plants. Physiologia Plantarum, 40(2),
130-136.

57



Mayer, K. F. X., Waugh, R., Langridge, P., Close, T. J., Wise, R. P., Graner, A.,
Matsumoto, T., Sato, K., Schulman, A., Muehlbauer, G. J., Stein, N., Ariyadasa,
R., Schulte, D., Poursarebani, N., Zhou, R., Steuernagel, B., Mascher, M., Scholz,
U., Shi, B., ... Stein, N. (2012). A physical, genetic and functional sequence
assembly of the barley genome. Nature, 491(7426), 711-716.

McBride, M. B. (1989). Reaction controlling heavy metal solubility in soils. Advances
in Soil Science, (10), 1-56.

Moiller, J. V, Juul, B. et le Maire, M. (1996). Structural organization, ion transport, and
energy transduction of P-type ATPases. Biochimica et Biophysica Acta, 1286(1),
1-51.

Montarges-Pelletier, E., Chardot, V., Echevarria, G., Michot, L. J., Bauer, A. et Morel,
J.-L. (2008). Identification of nickel chelators in three hyperaccumulating plants:
An X-ray spectroscopic study. Phytochemistry, 69(8), 1695-1709.

Murphy, A. et Taiz, L. (1995). Comparison of metallothionein gene expression and
nonprotein thiols in ten Arabidopsis ecotypes (correlation with copper tolerance).
Plant Physiology, 109(3), 945-954.

Némecek, J., Vacha, R. et Podlesakova, P. (2010). Hodnoceni kontaminace piid v CR.
Vyzkumny ustav melioraci a ochrany ptidy.

Neumann, D., Lichtenberger, O., Giinther, D., Tschiersch, K. ef Nover, L. (1994). Heat-
shock proteins induce heavy-metal tolerance in higher plants. Planta, 194(3),
360-367.

Nevo, E. (1992). Origin, evolution, population genetics and resources for breeding of
wild barley, Hordeum spontaneum, in the fertile crescent. Dans P. R. Shewry,
Barley: genetics, biochemistry, molecular biology and biotechnology. C.A.B.
International.

Nookaew, I., Papini, M., Pornputtapong, N., Scalcinati, G., Fagerberg, L., Uhlén, M. et
Nielsen, J. (2012). A comprehensive comparison of RNA-Seq-based transcriptome
analysis from reads to differential gene expression and cross-comparison with
microarrays: a case study in Saccharomyces cerevisiae. Nucleic Acids Research,

40(20), 10084-10097.

Ozsolak, F. et Milos, P. M. (2011). RNA sequencing: advances, challenges and
opportunities. Nature Reviews Genetics, 12(2), 87-98.

Paulickova, 1., Ehrenbergerova, J., Fiedlerova, V., Gabrovska, D., Havlova, P.,
Holasova, M., Kopacek, J., Ouhrabkova, J., Pinkrova, J., Rysova, J., Vaculova, K.
et Winterova, R. (2007). Evaluation of barley grass as a potential source of some
nutritional substances. Czech Journal of Food Sciences, 25(2), 65-72.

Paulsen, I. T. et Saier, M. H. (1997). A novel family of ubiquitous heavy metal ion
transport proteins. The Journal of Membrane Biology, 156(2), 99-103.

Perfus-Barbeoch, L., Leonhardt, N., Vavasseur, A. et Forestier, C. (2002). Heavy metal
toxicity: cadmium permeates through calcium channels and disturbs the plant
water status. The Plant Journal, 32(4), 539-548.

Persans, M. W., Yan, X., Patnoe, J. M., Krdamer, U. ef Salt, D. E. (1999). Molecular

58



dissection of the role of histidine in nickel hyperaccumulation in Thlaspi
goesingense. Plant Physiologyhysiology, 121(4), 1117-1126.

Petrangeli, P. M., Majone, M. et Rolle, E. (2001). Kaolinite sorption of Cd, Ni and Cu
from landfill leachates: influence of leachate composition. Water science and
technology, 44(2-3), 343-350.

Psota, V. et Ehrenbergerova, J. (2008). Je¢men. Dans J. Prugar, Kvalita rostlinnych
produktii na prahu 3. tisicileti. TISKAP.

Radisky, D. et Kaplan, J. (1999). Regulation of transition metal transport across the
yeast plasma membrane. Journal of Biological Chemistry, 274(8), 4481-4484.

Rapaport, F., Khanin, R., Liang, Y., Pirun, M., Krek, A., Zumbo, P., Mason, C. E.,
Socci, N. D. et Betel, D. (2013). Comprehensive evaluation of differential gene
expression analysis methods for RNA-seq data. Genome Biology, 14(9), R95.

Ren, F., Liu, T., Liu, H. et Hu, B. (1993). Influence of zinc on the growth, distribution
of elements, and metabolism of one year old American ginseng plants. Journal of
Plant Nutrition, 16(2), 393-405.

Rogers, E. E., Eide, D. J. et Guerinot, M. L. (2000). Altered selectivity in an
Arabidopsis metal transporter. Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America, 97(22), 12356-12360.

Romero-Puertas, M. C., Rodriguez-Serrano, M., Corpas, F. J., Gomez, M., Del Rio, L.
A. et Sandalio, L. M. (2004). Cadmium-induced subcellular accumulation of O2 .-
and H202 in pea leaves. Plant Cell and Environment, 27(9), 1122-1134.

Roth, U., Von Roepenack-Lahaye, E. et Clemens, S. (2006). Proteome changes in
Arabidopsis thaliana roots upon exposure to Cd 2+. Journal of Experimental
Botany, 57(15), 4003-4013.

Ryant, P., Richter, R., Hlusek, J. et FryScajova, E. (2006). Multimedialni ucebni texty z
vyzivy rostlin. http://web2.mendelu.cz/af 221 multitext/vyziva rostlin/index.htm

Salt, D. E. et Wagner, G. J. (1993). Cadmium transport across tonoplast of vesicles from
oat roots. Evidence for a Cd2+/H+ antiport activity. The Journal of Biological
Chemistry, 268(17), 12297-12302.

Salt, D. E. et Rauser, W. E. (1995). MgATP-dependent transport of phytochelatins
across the tonoplast of Oat roots. Plant Physiology, 107(4), 1293-1301.

Salt, D. E., Smith, R. D. ef Raskin, 1. (1998). Phytoremediation. Annual Review of Plant
Physiology and Plant Molecular Biology, 49, 643-668.

Sanita Di Toppi, L. et Gabbrielli, R. (1999). Response to cadmium in higher plants.
Environmental and Experimental Botany, 41(2), 105-130.

Schena, M., Shalon, D., Heller, R., Chai, A., Brown, P. O. et Davis, R. W. (1996).
Parallel human genome analysis: microarray-based expression monitoring of 1000
genes. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, 93(20), 10614-10619.

Schurch, N. J., Schofield, P., Gierlinski, M., Cole, C., Sherstnev, A., Singh, V., Wrobel,
N., Gharbi, K., Simpson, G. G., Owen-Hughes, T., Blaxter, M. et Barton, G. J.
(2016). How many biological replicates are needed in an RNA-seq experiment and

59



which differential expression tool should you use? RNA, 22(6), 839-851.

Schiitzendiibel, A. et Polle, A. (2002). Plant responses to abiotic stresses: heavy metal-
induced oxidative stress and protection by mycorrhization. Journal of
Experimental Botany, 53(372), 1351-1365.

Sharma, Y. K., Leon, J., Raskin, I. et Davis, K. R. (1996). Ozone-induced responses in
Arabidopsis thaliana: The role of salicylic acid in the accumulation of defense-

related transcripts and induced resistance. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, 93(10), 5099-5104.

Skarstad, K., Bernander, R. et Boye, E. (1995). Analysis of DNA replication in vivo by
flow cytometry. Methods in Enzymology, 262, 604-613.

Smith, S. E. ef Read, D. J. (2008). Mycorrhizal symbiosis. Academic Press.

Solioz, M. et Vulpe, C. (1996). CPx-type ATPases: a class of P-type ATPases that
pump heavy metals. Trends in Biochemical Sciences, 21(7), 237-241.

Southern, E. M. (1975). Detection of specific sequences among DNA fragments
separated by gel electrophoresis. Journal of Molecular Biology, 98(3), 503-517.

Stroobants, C., Sossountzov, L. ef Miginiac, E. (1990). DNA synthesis in excised
tobacco leaves after bromodeoxyuridine incorporation: immunohistochemical

detection in semi-thin spurr sections. Journal of Histochemistry and
Cytochemistry, 38(5), 641-647.

Supek, F., Supekova, L., Nelson, H. ef Nelson, N. (1996). A yeast manganese
transporter related to the macrophage protein involved in conferring resistance to
mycobacteria. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, 93(10), 5105-5110.

Talke, I. N., Hanikenne, M. et Kramer, U. (2006). Zinc-dependent global transcriptional
control, transcriptional deregulation, and higher gene copy number for genes in

metal homeostasis of the hyperaccumulator Arabidopsis halleri. Plant Physiology,
142(1), 148-167.

Tarazona, S., Garcia-Alcalde, F., Dopazo, J., Ferrer, A. et Conesa, A. (2011).
Differential expression in RNA-seq: a matter of depth. Genome Research, 21(12),
2213-2223.

Taylor, J. H., Woods, P. S. et Hughes, W. L. (1957). The organization and duplication
of chromosomes as 457 revealed by autoradiographic studies using tritium-labeled

thymidinee. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States
of America, 43(1), 122-128.

Thordal-Christensen, H., Zhang, Z., Wei, Y. et Collinge, D. B. (1997). Subcellular
localization of H202 in plants. H202 accumulation in papillae and hypersensitive
response during the barley-powdery mildew interaction. Plant Journal.

Tlust'os, P. (1999). Mobilita arsenu, kadmia a zinku v puddach s moznosti omezeni jejich
prijmu rostlinami. Habilitacni prace, CZU Praha.

Tomkinson, A. E., Vijayakumar, S., John M. Pascal, A. et Ellenberger, T. (2006). DNA
Ligases: Structure, Reaction Mechanism, and Function. Chemical Reviews, 106(2),
687-699.

60



Tornge, C. W., Christensen, C. et Meldal, M. (2002). Peptidotriazoles on solid phase:
[1,2,3]- triazoles by regiospecific copper(I)-catalyzed 1,3-dipolar cycloadditions of
terminal alkynes to azides. The Journal of Organic Chemistry, 67(9), 3057-3064.

Ueno, D., Ma, J. F., Iwashita, T., Zhao, F.-J. et McGrath, S. P. (2005). Identification of
the form of Cd in the leaves of a superior Cd-accumulating ecotype of Thlaspi
caerulescens using 113Cd-NMR. Planta, 221(6), 928-936.

Vaculova, K. (2006). Je¢men krmny. Dans J. Zimolka, Jecmen - formy a uzitkové smery
v Ceské republice. Profi Press.

Van Assche, F. et Clijsters, H. (1990). Effects of metals on enzyme activity in plants.
Plant Cell and Environment, 13(3), 195-206.

van der Zaal, B. J., Neuteboom, L. W., Pinas, J. E., Chardonnens, A. N., Schat, H.,
Verkleij, J. A. et Hooykaas, P. J. (1999). Overexpression of a novel Arabidopsis
gene related to putative zinc-transporter genes from animals can lead to enhanced
zinc resistance and accumulation. Plant Physiology, 119(3), 1047-1055.

van Hoof, N. A., Hassinen, V. H., Hakvoort, H. W., Ballintijn, K. F., Schat, H.,
Verkleij, J. A., Ernst, W. H., Karenlampi, S. O. et Tervahauta, A. I. (2001).
Enhanced copper tolerance in Silene vulgaris (Moench) Garcke populations from

copper mines is associated with increased transcript levels of a 2b-type
metallothionein gene. Plant Physiology, 126(4), 1519-1526.

Velculescu, V. E., Zhang, L., Vogelstein, B. et Kinzler, K. W. (1995). Serial analysis of
gene expression. Science, 270(5235), 484-487.

Verbruggen, N., Hermans, C. et Schat, H. (2009). Molecular mechanisms of metal
hyperaccumulation in plants. New Phytologist, 181(4), 759-776.

Verkleij, J. A. C., Koevoets, P. L. M., Blake-Kalff, M. M. A. et Chardonnens, A. N.
(1998). Evidence for an important role of the tonoplast in the mechanism of

naturally selected zinc tolerance in Silene vulgaris. Journal of Plant Physiology,
153(1-2), 188-191.

Vierling, E. (1991). The roles of heat shock proteins in plants. Annual Review of Plant
Physiology and Plant Molecular Biology, 42(1), 579-620.

Von Bothmer, R. (1992). The wild species of Hordeum: Relationships and potential use
for improvement of cultivated barley. Dans P. R. Shewry, Barley: genetics,
biochemistry, molecular biology and biotechnology. C.A.B. International.

Von Bothmer, R., Jacobsen, N., Baden, C., Jorgensen, R. B. ef Linde-Laursen, 1. (1995).
An ecogeographical study of the genus Hordeum (2nd edition). [PGRI.

Wang, Z., Gerstein, M. et Snyder, M. (2009). RNA-Seq: a revolutionary tool for
transcriptomics. Nature Reviews Genetics, 10(1), 57-63.

Welch, R. M. (1995). Micronutrient nutrition of plants. Critical Reviews in Plant
Science, 14, 49-82.

Welch, R. M., Norvell, W. A., Schaefer, S. C., Shaff, J. E. et Kochian, L. V. (1993).
Induction of iron(IIT) and copper(Il) reduction in pea (Pisum sativum L) roots by
Fe and Cu status: Does the root-cell plasmalemma Fe(Ill)-chelate reductase
perform a general role in regulating cation uptake. Planta, (190), 555-561.

61



Wenzel, W. W., Lombi, E. et Adriano, D. C. (1999). Biogeochemical processes in the
rhizosphere: role in phytoremediation of metal-polluted soils. Dans M. N. V.
Prasad et J. Hagemeyer, Heavy Metal Stress in Plants. Springer-Verlag.

Wicker, T., Taudien, S., Houben, A., Keller, B., Graner, A., Platzer, M. et Stein, N.
(2009). A whole-genome snapshot of 454 sequences exposes the composition of
the barley genome and provides evidence for parallel evolution of genome size in
wheat and barley. Plant Journal, 59(5), 712-722.

Williams, L. E., Pittman, J. K. et Hall, J. L. (2000). Emerging mechanisms for heavy
metal transport in plants. Biochimica et Biophysica Acta, 1465(1-2), 104-126.

Winzeler, E. A., Shoemaker, D. D., Astromoff, A., Liang, H., Anderson, K.,...,
Johnston, M. et Davis, R. W. (1999). Functional characterization of the S.

cerevisiae genome by gene deletion and parallel analysis. Science, 285(5429),
901-906.

Yi, H., Cho, Y.-J., Won, S., Lee, J.-E., Jin Yu, H., Kim, S., Schroth, G. P., Luo, S. et
Chun, J. (2011). Duplex-specific nuclease efficiently removes rRNA for
prokaryotic RNA-seq. Nucleic Acids Research, 39(20), e140.

Yuan-Wen, K., Da-Zhi, W., Chuan-Wen, Z., Guo-Yi, Z., Yuan-Wen, K., Da-Zhi, W.,
Chuan-Wen, Z. et Guo-Yi, Z. (2003). Root exudates and their roles in
phytoremediation. Chinese Journal of Plant Ecology, 27(5), 709-717.

Zhao, H. et Eide, D. (1996a). The yeast ZRT1 gene encodes the zinc transporter protein
of a high-affinity uptake system induced by zinc limitation. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, 93(6), 2454-2458.

Zhao, H. et Eide, D. (1996b). The ZRT2 gene encodes the low affinity zinc transporter
in Saccharomyces cerevisiae. The Journal of Biological Chemistry, 271(38),
23203-23210.

Zimolka, J. (2006). Jecmen - formy a uZitkové sméry v Ceské republice. Profi Press.

5 PRILOHA

Autorské publikace:

Ptiloha I Transcriptome  response to cadmium  exposure in  barley
(Hordeum vulgare L.)

Ptiloha IT Transcriptome of barley under three different heavy metal stress reaction

62



Ptiloha III Nové poznatky v genetice rostlin VI. Tolerance rostlin k té¢zkym koviim

Prezentace na konferenci:

Ptiloha IV Characterisation of important residues for transport ability and substrate

specificity of the metal ion transporter HvIRT'1

63



PRILOHA I

Transcriptome response to cadmium exposure in barley

(Hordeum vulgare L.)
Kintlova M, Vrana J, Hobza R, Blavet N, Hudzieczek V
Frontiers in Plant Science (2021)

DOI: 10.3389/1pls.2021.629089

IF: 5,753



'," frontiers
in Plant Science

ORIGINAL RESEARCH
published: 15 July 2021
doi: 10.3389/fpls.2021.629089

OPEN ACCESS

Edited by:
Eduardo Gusmao Pereira,
Universidade Federal de Vicosa, Brazil

Reviewed by:

Huseyin Tombuloglu,

Imam Abdulrahman Bin Faisal
University, Saudi Arabia
Colleen J. Doherty,

North Carolina State University,
United States

*Correspondence:
Vojtéch Hudzieczek
hudzieczek@ibp.cz

Specialty section:

This article was submitted to
Plant Abiotic Stress,

a section of the journal
Frontiers in Plant Science

Received: 13 November 2020
Accepted: 11 June 2021
Published: 15 July 2021

Citation:

Kintlova M, Virdna J, Hobza R,

Blavet N and Hudzieczek V (2021)
Transcriptome Response to Cadmium
Exposure in Barley (Hordeum

vulgare L.).

Front. Plant Sci. 12:629089.

doi: 10.3389/fpls.2021.629089

Check for
updates

Transcriptome Response to
Cadmium Exposure in Barley
(Hordeum vulgare L.)

Martina Kintlova', Jan Vrana’, Roman Hobza "2, Nicolas Blavet’? and
Vojtéch Hudzieczek®*

" Czech Academy of Sciences, Centre of the Region Hana for Biotechnological and Agricultural Research, Institute of
Experimental Botany, Olomouc, Czechia, ?° Czech Academy of Sciences, Institute of Biophysics, Brno, Czechia

Cadmium is an environmental pollutant with high toxicity that negatively affects plant
growth and development. To understand the molecular mechanisms of plant response
to cadmium stress, we have performed a genome-wide transcriptome analysis on barley
plants treated with an increased concentration of cadmium. Differential gene expression
analysis revealed 10,282 deregulated transcripts present in the roots and 7,104 in the
shoots. Among them, we identified genes related to reactive oxygen species metabolism,
cell wall formation and maintenance, ion membrane transport and stress response. One
of the most upregulated genes was PLANT CADMIUM RESISTACE 2 (HvPCR2) known to
be responsible for heavy metal detoxification in plants. Surprisingly, in the transcriptomic
data we identified four different copies of the HvPCR2 gene with a specific pattern of
upregulation in individual tissues. Heterologous expression of all five barley copies in a
Cd-sensitive yeast mutant restored cadmium resistance. In addition, four HvPCR2 were
located in tandem arrangement in a single genomic region of the barley 5H chromosome.
To our knowledge, this is the first example showing multiplication of the PCR2 gene
in plants.

Keywords: barley, cadmium, transcriptomic analysis, HvPCR2, gene duplication

INTRODUCTION

Cadmium (Cd) is a particularly dangerous environmental pollutant with a high toxicity to
plants and other living organisms, including humans. Its concentration increases rapidly in
the environment as an effect of anthropogenic factors such as mining, metal-work industries,
urban traffic or the application of phosphate fertilizers (Nriagu and Pacyna, 1988). Cadmium
contamination of soils can cause losses in agricultural yield and present a potential health risk for
people from Cd transfer through the food chain.

Cadmium has no known function as a nutrient and its uptake by plants is dependent on
soil concentration, bioavailability, redox potential, temperature, quantity of organic matter, and
concentrations of other elements. Cd accumulation in plants affects various processes such as water
and mineral uptake, photosynthesis and respiration, resulting in inhibition of growth and even
death (Sanita Di Toppi and Gabbrielli, 1999). Cd ions compete with other nutrients for plant uptake
and enter the plant via Fe?*/Fe*, Zn?T, and Mn?" transporters because of their limited specificity
(Pedas et al., 2008; Sasaki et al.,, 2012). Thus, the plant damage caused by cadmium and other
heavy metals comes from competition with essential mineral nutrients leading to deficient nutrition
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(Clarkson and Liittge, 1989). Once Cd enters the root, it
can be sequestrated in root vacuoles or translocated in the
xylem through the apoplastic and/or symplastic pathway and
transported into the aboveground parts of the plant (Salt and
Rauser, 1995; Yang et al., 1998).

In addition, heavy metals may accumulate in cell
compartments that impede the general metabolism of the
plant (Thurman and Collins, 1983). As a response to biotic or
abiotic stress, plants produce common stress-related transcripts
like transcriptional factors, transporter proteins and other
genes involved in signal transduction and secondary metabolite
pathways (Atkinson and Urwin, 2012). Plants have developed
a complex network of mechanisms to minimize the toxic effect
of cadmium import. These active and passive strategies based
on exclusion of the Cd** from the cellular environment are
applied at several levels. As a first response, malate or citrate
is secreted and binds to metal ions thereby restricting Cd root
absorption (Delhaize and Ryan, 1995). If Cd is absorbed, it can
be immobilized by cell wall or extracellular carbohydrates in the
root (Sanita Di Toppi and Gabbrielli, 1999). Once Cd enters the
cytosol, metal ions activate the synthesis of sulfur-containing
ligands such as phytochelatins or metallothioneins (DalCorso
et al,, 2008) and these ligand-metal complexes are stored in
special cellular compartments.

A previous study in Arabidopsis detected important genes
encoding enzymes and proteins involved in sulfur assimilation,
GSH metabolism, indole-3-acedic acid (IAA) and jasmonic
acid (JA) biosynthesis activated by lead treatment (Liu et al.,
2009). In rice, Lin et al. (2013) revealed that small heat shock
proteins, sulfate assimilation and glutathione-S-transferase are
specifically upregulated with Cd stress. Fusco et al. (2005)
identified transcription factors putatively responsive to heavy
metal stress indicating the complexity of the response of plants
to Cd stress. It was showed that the TaHsfA4a gene plays a
direct role in a Cd-induced transcriptional response in wheat and
rice. Besides, metallothioneins are regulated by this heat-shock
transcription factor under Cd exposure (Shim et al., 2009).

In this study, we analyzed genes and regulatory pathways
related to the response of Cd stress in barley. Firstly, we measured
the Cd concentration in both shoot and root tissue. Second, we
monitored the cell cycle to examine the effect of Cd on cell
progression through individual cell phases. Third, barley root
and shoot tissues were subjected to transcriptome profiling. We
identified several Cd responsive genes based on differential gene
expression analysis between Cd-treated material and the control.
Finally, we characterized the upregulated genes encoding Cd**
transmembrane transporters PLANT CADMIUM RESITANCE
2 (HvPCR2) by heterologous overexpression in yeast.

MATERIALS AND METHODS

Plant Material and Growth Conditions

Seeds used in the experiments were kindly provided by Genebank
Gatersleben of the Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop
Plant Research. Barley seeds (Hordeum vulgare cv. Morex) were
germinated at 20°C in the dark on filter paper moistened with
deionized water. After 48 h the primary root length was measured

for seeds that were then transferred to polypropylene pots
containing 1L of test medium (changed every 24h to maintain
composition). Test media were aerated throughout the exposure
time. Relative humidity was 50%, and day/night temperatures
were 20/16°C during 16/8 h photoperiod.

Preparation of Test Solutions and Cd

Accumulation Analysis

The basal nutrient solution composition was KH,POy, 0.4 mM;
KyS804, 0.4mM; MgSO4 x 7H20, 0.6 mM; NHyNO3, 1 mM;
Ca(NO3); x 4H,0, 2 mM; FeNaEDTA, 75 uM; MnCl, x 4H,0,
7 wM; ZnClp, 3 wM; CuSO4 x 5H,0, 0.8 wM; H3BO3, 1.6 M,
and Na;MoOy4 x 2H,0, 0.83 wM. The pH was adjusted with 1 M
KOH to 5.5-6.0 (Podar, 2013). Test media, except control, were
prepared by adding different volumes of stock solutions of CdCl,
to adjust the concentration.

To determine Cd accumulation in barley cv. Morex, plants
were cultivated in control medium and medium supplemented
with 80 M cadmium, a previously determined effective
concentration (ECsg) causing a 50% inhibitory effect for root
growth (Kintlovd et al, 2017). Samples were collected and
root length measured before and after 5 days of treatment.
Both root and shoot tissue samples were washed first in 0.5 M
EDTA to remove unabsorbed cadmium, then washed in distilled
water. They were further dried in a hot air oven (50°C, 72h).
The cadmium concentration was then measured by atomic
absorption spectrometry (AAS).

Ethynyl-2’Deoxyuridine Cell Proliferation

Assay

Preparation of Plant Material

The experimental design consisted of three types of treatment
to determine whether the damage of root tip cells caused by
cadmium treatment is reversible or irreversible at set conditions.
We examined control plants, cadmium-treated plants and
washed cadmium-treated plants (designated in this study as
Treatment 1-3). The experiment was repeated twice.

For all types of treatment, barley seeds were germinated
(Hordeum vulgare cv. Morex) at 20°C in the dark on filter
paper moistened with deionized water. After 48 h, 20y seeds were
transferred to polypropylene pots containing 1L of test medium
(changed every 24h). Test media were aerated throughout
the exposure time. Relative humidity was 50%, and day/night
temperatures were 20/16°C during 16/8 h photoperiod. After 5
days, the plants in Treatment 3 were rinsed in deionized water
3 times and transferred to basal nutrition solution for 3 days,
whereas Treatment 1 and 2 plants were handled immediately.

Plant Nuclei Extraction and
5-Ethynyl-2’-Deoxyuridine Labeling

The plant nuclei extraction protocol and EdU labeling were
performed on the same day for all types of treatment. Click-
iT EdU Alexa Fluor 488 Flow Cytometry Assay Kit (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) was used for the cell proliferation assay.
Twenty barley plants of each treatment were rinsed 3 times
in deionized water and placed into Petri dish filled with 50 ml
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of fresh deionized water. 5-ethynyl-2'-deoxyuridine (EdU) was
added to a final concentration of 9 WM and incubated for 2 h.

Roots with a length of about 1cm were trimmed and
incubated 20 min in 2% (v/v) formaldehyde fixative on ice. The
roots were then washed in Tris buffer three times for 5min
on ice. About 70 meristem root tips per one treatment were
excised and then hmogenized in 1 ml LBO1 lysis buffer using a
Polytron PT1200 homogenizer at 15,000 rpm for 13 s. The crude
homogenate was filtered through a nylon mesh filter (50 pm
pore size) into a new tube. The tubes were spun down at 400 g
and 4°C for 10 min and the supernatant removed. The Click-iT
reaction cocktail was prepared using 438 1 PBS, 10 pl CuSOy,
2.5 pl Fluorescent dye azide and 50 pl Reaction Buffer Additive
for each sample. 500 pl of reaction cocktail was applied to the
pelet, mixed well and incubated for 30 min in the dark at room
temperature. The solution was spun down again and the pelet was
resuspended in 500 pl LBO1 buffer. The suspension was filtered
through a nylon mesh filter (25 pum pore size) and stained with
DAPI (2 pg/ml final concentration).

Cell Cycle Analysis Using Flow Cytometry

All flow cytometric analyses were performed on FACSAria SORP
flow cytometer (BD Biosciences, Santa Clara, USA) equipped
with blue (488 nm, 100 mW) and UV (355 nm, 100 mW) lasers
and optical filters for FITC (530/30 band-pass) and DAPI (450/50
band-pass) fluorescence detection. At least 10,000 nuclei were
recorded for each sample. Data were displayed on Alexa Fluor
488 vs. DAPI dot plots. To make statistical evaluation of the effect
of cadmium treatment on cell proliferation, the region around
cycling and non-cycling populations were drawn, respectively.
The ratio of cycling/non-cycling was calculated for each sample
and the mean and the standard deviation were calculated from
three repetitions.

Transcriptome Analysis

For transcriptome analysis we used the dataset available in
NCBI SRA (sequence read archive) under accession numbers
SRR5452097 to SRR5452108. These data were obtained from
the barley plants grown in media supplemented with cadmium
concentration that corresponds to established ECsy values as
well as control plants for each treatment (Kintlové et al., 2017).
Sequenced Read quantification of each dataset was performed
using Salmon (Patro et al., 2017) and 63,658 H. vulgare CDS
(Mascher, 2019) and 3,349,186 repeats (IBSC, 2016). Differential
expression analysis was then conducted using R and the package
DESeq2 (Love et al., 2014). Gene ontologies were retrieved from
the available barley gene annotation (Mascher, 2019) and were
further analyzed with the DE genes. Bioinformatic analysis of
RNA-seq data was carried out in the computing and storage
facilities MetaCentrum infrastructure.

qRT-PCR Validation of Selected

Differentially Expressed Transcripts

The mRNA levels for selected differentially expressed transcripts
was validated by qRT-PCR. As representatives, most up- and
down-regulated transcripts from both root and shoot tissues were
selected for analysis (Supplementary Table 3). Plant material

was grown and treated as described above. The RNA from
control and Cd-treated plants (80 wM) was isolated in triplicate
by NucleoSpin RNA Plant kit (Macherey-Nagel, Germany)
and transcribed to cDNA by Transcriptor high fidelity cDNA
synthesis kit (Roche). The qRT-PCR reactions were performed
on a Light Cycler 96 real-time PCR system (Roche, USA) using
the 2x SYBR Master Mix (Top-Bio, Czech Republic). Relative
expression of shoot and root transcripts was assessed using CFX
Manager™ Software (Bio-Rad, Hercules, California, USA).

HvPCR2 Sequence Analysis

Amino acid identity for each HvPCR2 gene and previously
described Arabidopsis PCR genes (Song et al., 2004, 2010) was
determined using alignment algorithm MAFFT v7.450 (Katoh
and Standley, 2013). The genomic sequence of Hordeum vulgare
(IBSC_v2), Oryza sativa Indica group (ASM465v1) Zea mays
(B73_RefGen_v4) and Musa acuminata (ASM31385v1) were
used to analyze genomic loci containing PCR2 homologs, data
were retrieved and visualized using EnsemblPlants website
(Howe et al., 2020).

Heterologous Expression in Cd-Sensitive

Yeast Mutant

To test the function of HvPCR2 genes, all five identified
copies were expressed in Saccharomyces cerevisiae cadmium
hypersensitive mutant strain DTY168 (MATw, his6, leu2-3—112,
ura3-52, ycfl:hisG) lacking the yeast cadmium factor 1 gene
(Szczypka et al, 1994). HvPCR2.1I-5 coding sequences were
amplified from Morex cDNA (Supplementary Table 4)
and cloned into p426 under the control of yeast GDP
(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) promoter
(Mumberg et al., 1995). Vectors containing HvPCR2 fragments
and empty vector p426 were introduced into the DTY168 strain
by lithium acetate. Yeast transformants were grown overnight,
OD600 was adjusted to 0.5, four 10-fold dilutions were made,
and each culture was spotted on SD-Ura plates and SD-Ura
plates supplemented with 50 uM CdCl,. Plates were incubated
for 5-6 days at 28°C.

RESULTS

Barley Growth and Cell Proliferation

Inhibition by Cd Stress

The effect of 80uM Cd on barley after a 5-day treatment
comprised of root shortening and overall growth retardation
(Figure 1A). Root growth of Cd-treated plants was inhibited
by ~50% in comparison with non-treated plants (Figure 1B;
Supplementary Table 1). Further, we measured the Cd content
in control and treated plants in order to obtain information
about the distribution of Cd in barley plants in both root and
shoot tissues. The Cd content in roots was in control conditions
approximately double of the Cd concentration in shoots. Cd-
treated plants accumulated roughly 6,600 times more Cd in roots
than non-treated plants. This result shows a strong accumulation
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FIGURE 1 | Phenotypic comparison of control and Cd treated plants (A); left section represents control plants, right section Cd treated plants. Boxplot showing root
length of barley plants at the beginning of experiment (initial) and after 5 days of Cd or control treatment (final) (B). Boxplot of cadmium accumulation for both control
and treated plants in root (C) and shoot (D).

of Cd in the root and restriction of Cd translocation to the aerial
tissues in high Cd stress (Figures 1C,D; Supplementary Table 2).

The labeled thymidine analog (EdU) was used to monitor cell
cycle abnormalities of Cd treated plants and to determine the Cd
effect on root growth at the cellular level. In control plants, we
observed an approximately equal number of cells before, during

and after the S phase (Figure 2A). Cd-treated roots contained
a significantly lower number of S phase cells (Figure 2B). Such
a decrease may suggest that the cells entering the S phase are
the most susceptible to Cd treatment. After removing the Cd
by washing the roots, the number of cells in each state went
back to the level similar to the non-treated control (Figure 2C).
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FIGURE 2 | Effect of cadmium on root cell cycle. Barley root tip cells were labeled with EJU and analyzed using flow cytometry. Control plants (no added
Cd)-Treatment 1 (A), plants treated with Cd-Treatment 2 (B), and plants washed and grown in control media after Cd exposure—Treatment 3 (C). Relative DNA
content was measured using DAPI (X-axis) and extent of proliferating nuclei was measured by means of EdU incorporation based on Alexa Fluor 488 fluorescence
(Y-axis). Regions of replicating (orange) and non-replicating (blue and purple) nuclei are indicated.

These findings indicate that the major reduction in root growth
is caused by the suppression of the cell division process namely
in G1/S cells.

Identification of Transcripts Deregulated
by Cd

The entire dataset subjected to differential expression analysis
contains 20.7 million of non-treated and 24.3 million of cadmium
treated RNA reads (Kintlova et al,, 2017). The analysis was
performed using the DESeq2 package from Bioconductor (Love
et al., 2014). We controlled the clustering of both control
and cadmium replicates using multidimensional scaling for
each tissue (Supplementary Figure 1). We identified 14,459
differentially expressed (DE) transcribed sequences in both root
and shoot tissues using a p-value threshold of 0.05 (Figure 3).
The overall count of DE after cadmium treatment is 14,459
(Figure 4; Supplementary Tables 6,7) with 2,927 transcripts
that have a significant change in their expression in both
tissues while 7,355 were differentially expressed only in the root
and 4,177 in the shoot. Separating the set of DE transcripts
between up- and down-regulated reveals that most of the
transcripts in the root and shoot are down-regulated (3,509

up vs. 3,846 down in root and 1,825 up vs. 2,352 down in
shoot). Differentially expressed transcripts present in both tissues
follow the same pattern of expression change with more down-
regulated transcripts than up-regulated ones. From the 2,927 DE
transcripts in both tissues, 903 are up-regulated, and 1,438 are
down-regulated in roots and shoots. Nevertheless, 288 transcripts
are down-regulated in roots while up-regulated in shoots, and
298 transcripts are up-regulated in roots while down-regulated
in shoots (Figure 4).

Analysis of the transcripts related to repeated elements
revealed that 2,285 elements (from total 14,459 DE
transcribed  sequences) are  differentially  expressed
(Supplementary Figure 2). 59% are specifically differentially
expressed in the root while 32% in the shoot. About 75% of
the total of DE transposable elements are long terminal repeats
(LTR). Transposable element related transcripts are more
expressed in roots than shoots, similar to the genes-related ones,
but unlike gene transcripts, they are more often up-regulated.
Most of the expressed LTR belong to an unknown subfamily;
otherwise, DE LTR Gypsy are more abundant than LTR Copia,
followed by CACTA, nonLTR/LINE, and MITE elements
(Supplementary Figure 3; Supplementary Table 6).
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The 10 most abundant gene ontology (GO) annotations
for both roots and shoots were assessed for DE transcripts.
Comparison of the results reveals that regardless of the tissue,
most of the genes influenced by cadmium are: involved
in oxidation-reduction processes and phosphorylation, have
mainly ATP binding or transferase activity functions and
are part of the membrane. Moreover, the genes involved in
protein phosphorylation and protein kinase activity are also
influenced, but the majority of them are up-regulated while the
genes involved in catalytic activity are mainly down-regulated
(Figure 5).

qRT-PCR Validation

In order to validate RNA-seq results, we
selected a total of six transcripts for which we
designed qPCR primers (Supplementary Table 3).

HORVU.MOREX.r2.7HG0558200 is up-regulated in shoots,
HORVU.MOREX.r2.6HG0456470 is down-regulated in shoots
and HORVU.MOREX.r2.1HG0006620 is not differentially
expressed in shoots. HORVUMOREX.r2.2HG0162330 is
up-regulated in roots, HORVU.MOREX.r2.7HG0538720 is
down-regulated in roots and HORVU.MOREX.r2.7HG0561140
is not differentially expressed in roots (Supplementary Figure 4).
The qPCR results correspond to the mRNA level identified by
differential expression analysis for each of the six candidates
(Supplementary Figure 5).

HvPCR2 Genes Are Upregulated by Cd and
Restore Tolerance in Cd Sensitive Yeast

Mutant
Among the most Cd  upregulated  transcripts,
we  identified  homologs of PLANT  CADMIUM

RESISTANCE 2 (PCR2) gene. Predicted protein sequences
show the highest similarity —with AtPCR2 protein
(Supplementary Table 5), therefore we have designated
these genes HvPCR2.1 (HORVU.MOREX.r2.1HG0071220),
HvPCR2.2  (HORVU.MOREX.r2.5HG0439660), ~ HvPCR2.3
(HORVU.MOREX.r2.5HG0439680), and HvPCR2.4
(HORVU.MOREX.r2.5HG0439700). While the mRNA level
of HvPCR2.1 is significantly upregulated by Cd in both root
and shoot tissue, HYPCR2.2-4 are upregulated only in the shoot
(Figure 6A). Surprisingly, HvPCR2.2-4 were found to be located
in the same locus on barley chromosome 5H (Figure 6B). The
fifth copy of HvPCR2 gene (HORVU.MOREX.r2.5HG0439690;
denominated HvPCR2.5) is also physically present in this ~35kb
spanning region as well (Figure 6B). However, HYPCR2.5 does
not exhibit significant upregulation upon Cd treatment. Similar
tandem arrangement of PCR2 homologs have been found in rice
(~30kb locus on chromosome 3 containing six PCR2 homologs),
corn (~90kb locus on chromosome 5 containing three PCR2
homologs) and banana (~30kb locus on chromosome 3
containing three PCR2 homologs) (Supplementary Figure 23).
To elucidate the function of HvPCR2 genes in metal tolerance,
we expressed them in the cadmium sensitive yeast strain
DTY168 (Aycfl), which showed restricted growth at increased
Cd concentrations. Growth of the DTY168 harboring empty
vector p426 GDP was strongly inhibited by 50uM CdCly,
whereas the same yeast mutant strain expressing either of the
HvPCR2 genes was able to restore Cd tolerance (Figure 6C).

DISCUSSION

Cadmium is known to inhibit the growth of wheat (Sun
et al, 2005) and other important crop relatives to barley
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(Rizwan et al., 2016; Ling et al, 2017). RNA-seq based
comparative transcriptomics have been successfully used to
uncover the mechanisms of plant stress response (Tombuloglu
et al, 2015; Haak et al, 2017). In this study, we analyzed
the transcriptome profiles of barley plants affected by elevated
cadmium concentrations. We have selected Hordeum vulgare cv.
Morex because of the availability of its genome and reference
transcriptome sequence (Mascher, 2019).

Cd Concentration in Barley Plants and Cd

Effect on Cell Proliferation

To provide quantitative information about the presence of
cadmium in barley plants, we measured the Cd concentration in
roots and shoots separately (Figures 1C,D). We found that under
cadmium treatment roots and shoots were able to accumulate
a high concentration of this element. While Cd-treated shoots
accumulate up to 300 times more Cd than in the non-treated
condition, roots accumulated more than 6,600 times of this

element. This difference indicates the limitations in the transport
of cadmium in the aerial part of the plant.

Monitoring the cell cycle by EAU labeling revealed a lower
number of S phase cells in Cd-treated roots. Such a decrease
may suggest that the cells before G1/S transition are the most
susceptible to Cd treatment. The recovery of the number of cells
after removing the Cd by washing the root indicates that the
major reduction in root growth is caused by the suppression of
the cell division process namely in G1 phase cells (Figure 2).
While the negative influence of Cd toxicity on cell proliferation is
well-known in barley and wheat (Zhang and Yang, 1994; Paradiso
et al., 2008), this phenomenon is not yet fully understood.
Presumably, a Cd-induced ROS accumulation may cause an
oxidative posttranslational modification of cyclin D and A-type
cyclin-dependent kinase, thereby reducing the functionality of
essential G1/S transition regulators (Pena et al., 2012). Similar
reductions in the number of S phase cells have been reported
in Cd-treated Zea mays (Bertels et al., 2020), Sorghum bicolor
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FIGURE 5 | Ten most abundant gene ontology of differentially expressed genes present in roots and shoots. The 10 most abundant biological process, molecular
function, and cellular component gene ontology (GO) are displayed for both root and shoot tissues.

containing HvPCR2 genes on solid media with and without addition of Cd(ll).
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HvPCR2 genes restore the Cd tolerance in yeast mutant DTY168 (Aycf7) (C). Growth of DTY168 yeast cultures transformed with empty vector (EV) or constructs

(Zhan et al., 2017), and Vicia faba (Zabka et al., 2021) as well as
in Al-treated barley (Jaskowiak et al., 2018). Although Cd is also
known to cause abnormal mitosis and aberrant chromosomes
in barley (Shi et al, 2016), our data suggest a substantial
effect of Cd toxicity at the level of Gl-to-S-phase transition.

Differentially Expressed Transcripts
In our study, we identified over 14,400 transcripts differentially
expressed in Cd treated plants, with about half of them being

down-regulated. The total number of DE transcripts were
lower in shoots (7,104) than in roots (10,282), consistent
with the Cd concentration level detected in both tissues
(Figures 1C,D). Previous transcriptomic studies reporting
the effect of cadmium on barley focused on Cd tolerance,
rather than response to Cd excess (Cao et al, 2014;
Derakhshani et al., 2020). As the general objective of our
study was to describe the overall response to cadmium
in barley, we identified higher number of differentially
expressed transcripts.
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First, we analyzed the repetitive fraction of the barley
genome at the transcriptional level to quantify the impact
of cadmium on the activity of individual elements. Abiotic
stress is frequently accompanied by the transcriptional and
transpositional activation of transposable elements (TEs)
(Grandbastien, 1998). Moreover, cadmium related stress leads
to the establishment of a new balance of expressed/repressed
chromatin (Greco et al., 2012). We found that the vast majority of
transcriptionally affected repeats represent LTR retrotransposons
(Copia, Gypsy and unknown families) and CACTA,
nonLTR/LINE and MITE elements (Supplementary Figure 3).
Transcriptional response to cadmium treatment is more
evident in root tissue (Supplementary Figures 2, 3) including
both upregulation and downregulation of individual TEs
(Supplementary Table 6).

Stress Response and ROS Metabolism

DE transcripts are mostly connected with oxidation-reduction
processes, protein phosphorylation, metabolic processes,
regulation of transcription and transmembrane transport
(Figure 5). Among them, the most upregulated transcripts
match genes encoding proteins involved in ROS metabolism
and oxidative stress such as tau class glutathione-S-transferase
(GST, Supplementary Figures 6,7), purple acid phosphatase
(PAP, Supplementary Figure 8), multidrug resistance-associated
protein 3 (MRP3, Supplementary Figure 9), and cytochrome
P450 enzymes (P450, Supplementary Figures10,11). All
of these are also known to play a role in the detoxification
of xenobiotics or abiotic stress signaling (Bovet et al., 2003;
Schenk et al., 2013; Kumar and Trivedi, 2018; Pandian et al.,
2020). Cadmium is known to induce oxidative stress in plants
(Grobelak et al., 2019); therefore, the enhancement of ROS
scavenging mechanisms represents a straightforward reaction
to elevated Cd concentration. In particular, increased expression
of GST and P450 enzymes in response to Cd stress has been
previously described in rice (Ogawa et al, 2009) and the
simultaneous overexpression of both enzymes in Medicago
truncatula led to improved tolerance to mercury contamination
(Zhang et al, 2013). In addition, four genes encoding
homologs to putative chromatin remodeler OXIDATIVE
STRESS 3 (OX3) were upregulated (Supplementary Figure 12).
Although the molecular mechanism of OX3 action is not
completely understood, this enzyme provides tolerance to
Cd and oxidative stress in Arabidopsis and fission yeast
(Blanvillain et al., 2009).

Cell Wall Formation and Maintenance

Other coding genes showing significant upregulation
after Cd treatment, include those involved in cell wall
formation and modification. Transcripts coding for
lignin  biosynthesis components, namely phenylalanine
ammonia lyase (PAL; Supplementary Figure 13),
shikimate O-hydroxycinnamoyltransferase (HCT;
Supplementary Figure 14), cinnamoyl-CoA reductase
(CCR; Supplementary Figure 15), cinnamyl alcohol
dehydrogenase (CAD; Supplementary Figure 16), laccase 7
(LAC7; Supplementary Figure 17), and peroxidase (POD;

Supplementary Figure 18) have been highly upregulated in
Cd response. PAL is the key enzyme of the lignin biosynthesis
acting at the beginning of this metabolic pathway. Accordingly,
the Arabidopsis pall pal2 pal3 pal4 quadruple mutant showed
approximately four times decreased lignin content in its cell wall
compared with the wild-type (Huang et al., 2010). PAL activity or
expression is known to be induced by Cd stress in various plant
species including pea (Glowacka et al., 2019), Medicago sativa
(Gutsch et al., 2019), Salix matsudana (Yang et al., 2015), rice
(Hsu and Kao, 2005), and wheat (Shakirova et al., 2016). HCT,
CCR and CAD catalyze the synthesis of monolignols, which
are then polymerized into lignin by LAC and POD enzymes
(Liu et al., 2018). As the lignification is improving the cell wall
impermeability and lignin itself binds cadmium (Parrotta et al.,
2015), the enhanced expression of these enzymes is likely to
result in a lower Cd uptake and a higher Cd sequestration
capacity. Notably, altered lignin biosynthesis was proposed to
contribute to cadmium tolerance in Zn/Cd hyperaccumulator
Noccaea caerulescens (van de Mortel et al, 2006, 2008).
Other highly Cd responsive transcripts encode homologs of
wound induced protein 1 (HORVU.MOREX.r2.1HG0053620;
Supplementary Figure 19) and Leucine-rich repeat receptor-
like  protein  kinase @ (HORVU.MOREX.r2.2HG0164280,
Supplementary Figure 19), both of which have been reported to
function in cell wall integrity sensing and responding to biotic
and abiotic stress (Logemann and Schell, 1989; Van der Does
et al., 2017).

Metal Transport

Metal ion transporters play significant role in heavy metal
homeostasis and detoxification (Jain et al., 2018). In our
dataset, five deregulated transcripts have been identified to
encode the members of the ZRT/IRT-like protein (ZIP) family
(Supplementary Figure 20). ZIP transmembrane proteins are
known to mediate cellular uptake, intracellular trafficking and
detoxification of heavy metal cations such as Zn, Fe, Cd, Cu, Mn,
Co, and Ni (Ajeesh Krishna et al., 2020). The role of selected
ZIP transporters has been studied extensively in monocots (Li
et al., 2013; Evens et al, 2017; Zheng et al., 2018) including
barley (Pedas et al., 2009; Tiong et al, 2015). Interestingly,
QTL mapping in barley identified two ZIP transcripts among
the candidate genes for Cd tolerance (Derakhshani et al,
2020). In our dataset, we identified three previously studied
ZIP transporters-HvZIP1 (HORVU.MOREX.r2.3HG0273580),
HvZIP3 (HORVU.MOREX.r2.2HG0158440), and HvZIP6
(HORVU.MOREX.r2.1HG0020460). HvZIPI was found to
be upregulated by Cd in both tissues, but the effect is
much stronger in roots (Supplementary Figure 20). An
identical expression pattern has been found for OsZIPI, a
rice ortholog for HvZIPI, that functions as a heavy metal
efflux transporter maintaining detoxification of Zn, Cu and
Cd in rice (Liu et al, 2019). Upon cadmium exposure, the
HvZIP3 shows upregulation in roots but downregulation in
shoots (Supplementary Figure 20). The transgenic barley
plants with reduced HvZIP3 expression showed a significant
increase in grain Cd accumulation (Sun et al.,, 2015). Further,
a co-expression of rice HvZIP3 homolog (OsZIP3) with rice
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heavy metal transporter genes HEAVY METAL ATPASE 2
(OsHMA2) and LOW-AFFINITY CATION TRANSPORTERI
(OsLCTI) resulted in a decrease in Cd accumulation and
enhanced Cd tolerance (Tian et al., 2019). HvZIP6 shows strong
upregulation in shoots only (Supplementary Figure 20). So
far, HvZIP6 was studied only in relation to Zn homeostasis
(Tiong et al, 2015) but OsZIP6 is known to transport Cd*t
cations (Kavitha et al., 2015), therefore HvZIP6 may take part
in shoot Cd detoxification. Two previously unknown barley ZIP
transporters encoded by HORVU.MOREX.r2.2HG0098160 and
HORVU.MOREX.r2.7HG0603680, show downregulation after
Cd treatment (Supplementary Figure 20), which may suggest
these could mediate Cd uptake.

Another group of deregulated genes encoding cation
transmembrane transporters are members of the NATURAL
RESISTANCE  ASSOCIATED MACROPHAGE PROTEIN
(NRAMP) family. In Cd-treated roots, HvNRAMPS5
(HORVU.MOREX.r2.4HG0337880) exhibited  several-fold
downregulation (Supplementary Figure 21), which is consistent
with the role of HYNRAMP5 as a Cd uptake transporter
(Astolfi et al, 2014; Wu et al, 2016). Conversely, the
HvNRAMP5 mRNA level slightly increased after Cd excess
in shoot, which may imply involvement of this gene in
shoot Cd distribution in stress condition. The HvNRAMP2
(HORVU.MOREX.r2.4HG0331160) were downregulated
shoots (Supplementary Figure 21). As the genome-wide
association mapping study has proposed OsNRAMP2 to be
responsible for Cd accumulation (Zhao et al, 2018), the
downregulation of this transcript in barley might serve as
a defense against accumulation of high Cd concentrations
in shoot. The two remainder transcriptionally deregulated
transporters from the NRAMP family were HvNRAMPI
(HORVU.MOREX.r2.7HG0610240; upregulated in roots) and
HvNRAMP6 (HORVU.MOREX.r2.3HG0215920; upregulated in
shoots) (Supplementary Figure 21).

Two transcripts encoding HEAVY METAL ATPASE
(HMA), a P-type ATPase cation transporter family,
were identified as being responsive to Cd. HvHMAI
(HORVU.MOREX.r2.5HG0401460) is expressed only in
shoot tissue and no transcripts are detected after Cd treatment
(Supplementary Figure 22). This pattern is similar to results
published previously (Mikkelsen et al, 2012) and suggests
that Cd induced downregulation of protoplast- and aleurone
layer-localized HvHMAL helps to prevent the cadmium
transport into grains and protoplasts. The mRNA level
of HvHMA3 gene (HORVU.MOREX.r2.7HG0603650) was
decreased by Cd treatment (Supplementary Figure 22).
Unfortunately, the function of this HMA3 copy has not
been studied yet, so it is hard to clarify the effect of its
downregulation. On the other hand, different HvHMA3
gene (HORVU5Hr1G094430) has been proposed to
play a crucial role in grain Cd accumulation (Wu et al,
2015; Lei et al., 2020).

Remarkably, four homologs of PLANT CADMIUM
RESISTANCE 2 (PCR2), encoding a Cys-rich domain containing
membrane Cd/Zn efflux transporter (Song et al., 2010), have

in

been identified among the Cd upregulated transcripts in shoot
(Figure 6A). PCRI and PCR2 genes were previously studied in
Arabidopsis and it was proposed that they play a role in Zn/Cd
detoxification and distribution (Song et al., 2004, 2010). The
Arabidopsis pcr2 loss-of-function mutant is sensitive to Cd (Song
et al.,, 2010). In rice, overexpression of OsPCRI and OsPCR3
mediated Cd tolerance and lowered Cd accumulation (Wang
etal., 2019). As there are no data regarding the function of PCR2
genes in monocots, we expressed barley HYPCR2 genes in a Cd
sensitive yeast mutant. All five HvPCR2 genes restored the Cd
tolerance in yeast (Figure 6C), hence it is probable that they
retain a similar function as Arabidopsis homologs. Moreover,
we have found out that four HvPCR2 genes are located on
barley chromosome 5H in tandem arrangement (Figure 6B),
probably due to local gene duplication events. A similar
arrangement of multiple PCR2 copies was found in genomic
regions of rice, corn and banana (Supplementary Figure 23),
suggesting that PCR2 multiplication might be common in
monocots. Duplication of heavy metal transporter genes is
known to contribute to Cd tolerance in metal hyperaccumulators
Arabidopsis halleri and Noccaea caerulescens (Hanikenne et al.,
2008; O Lochlainn et al., 2011). Beside increasing gene dosage,
the duplication may also allow functional divergence. It is
therefore possible that the increased copy number of PCR2 genes
originated as an adaptive response to Cd toxicity and/or Zn
homeostasis requirements.

CONCLUSION

In summary, we investigated the impact of cadmium excess at the
transcriptional level in barley. Among Cd-induced transcripts,
we have identified the HvPCR2 gene as one of the most
cadmium responsive. Surprisingly, further analysis suggested
local multiplication of the gene on barley chromosome 5H as
well as in other monocot species. Using gene complementation
in yeast mutants we confirmed the functionality of individual
HvPCR2 copies. This study may provide a valuable resource for
the potential exploitation of the role of the HYPCR2 gene complex
in cadmium tolerance in plants.
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ABSTRACT

In the present study, we used Illumina sequencing technology (HiSeq 2000) to sequence the transcriptome of
barley (Hordeum vulgare L., cv. Morex) under three different heavy metal stress conditions: copper, zinc and
cadmium. For each of those metals, the concentration causing a 50% inhibitory effect for root growth (ECs,) was
determined. We sequenced the total RNA of both roots and shoots from barley with and without heavy metal
treatments in three replicates. Raw reads of the transcriptome project have been deposited in NCBI's BioProject
accession number PRJNA382490. The obtained transcriptomic data will be useful for further studies focusing on
heavy metal tolerance and comparative transcriptome analysis in barley.
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2. Introduction

Metals are naturally occurring elements present in soil, rock, air,
water and living organisms. Some of them are required by plants in trace
amounts. Heavy metals such as copper or zinc are important micronu-
trients and they are necessary for normal plant growth and development.
Copper (Cu) plays a role in electron-transfer reactions because of its
ability to cycle between an oxidized state Cu(Il) and reduced state Cu(l)
[1]. Zinc (Zn) is the second most abundant metal in plants. Due to its
physico-chemical properties, zinc is a cofactor for many enzymes applied
in metabolism of nucleic acids, proteins, carbohydrates and lipids [2]. On
the other hand, there are heavy metals like cadmium (Cd), mercury (Hg)
or lead (Pb) which have no known function as nutrients. However,
essential as well as nonessential metals can be toxic to plants in elevated
concentrations. Toxic effect of heavy metals lies in their chemical
similarity with other elements. Displacing essential elements in proteins
and enzymes disrupts proper function of these biomolecules. Heavy
metal excess in cell causes oxidative stress due to formation of free
radicals and reactive oxygen species [3,4].

Heavy metals are important environmental pollutants. They enter
the environment through natural geochemical cycles, microbial activity
and human activities like mining, energy production or agriculture.
Heavy metals are dispersed in soils and sediments, dissolved in
groundwater and surface water and also diffused in the air and their
accumulation are detrimental for humans [5]. There is an urgent need
for transcriptome datasets of heavy metal affected plants to screen for
relevant genes regulating toxic effect of metal excess [6].
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Half maximal effective concentration of cadmium, copper and zinc on barley root growth. Root elongation was calculated from the average of ten treated plants and ten non-treated
plants. ECg of cadmium, copper and zinc were determined as 80 pM, 50 pM and 570 uM respectively.

Cadmium concentration (pM) Root elongation (%)

Copper concentration (pM)

Root elongation (%) Zinc concentration (uM) Root elongation (%)

0.01 127 0.01
0.1 112 0.1
1 100 1
10 83 10
50 64 20
60 61 30
70 56 40
80 51 50
90 37 60
100 34 70
1000 4 100
1000

110 200 136
105 300 148
106 400 104
119 500 79
120 510 78
76 530 75
55 550 79
52 570 50
29 590 41
2 600 39
2 700 29

1

Here we report the transcriptome sequencing of barley (Hordeum
vulgare) that was growing under heavy metal stress condition, as well as
the establishment of the concentration of copper, zinc and cadmium
that causes a decrease in root elongation of 50% compare to none-
treated plants.

3. Experimental design, materials and methods
3.1. Plant material

Barley seeds (Hordeum vulgare L., cv. Morex; Accession number: BCC
906) were obtained from the genebank IPK Gatersleben of the Leibniz
Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research, Germany.

3.2. Toxicity assay

In order to determine the half maximal effective concentration
(ECso) on the growth of the roots for each of the heavy metal: copper,
zinc and cadmium, an assay was conducted. The seeds were grown on a
series of media in which only the amount of tested heavy metal varied
(Table 1).

The pH of the basal nutrient solution (see Table 2 for composition)
was adjusted with 1 M of potassium hydroxide (KOH) to 5.5-6.0
(Podar, 2013). Barley seeds were germinated at 20 °C in the dark on
filter paper moistened with deionized water. After 48 h the primary
root length was measured for ten seeds which were then transferred to
polypropylene pots containing 1 L of test medium, which was changed
every 24h to maintain the composition. Test media were aerated
throughout the exposure time. Relative humidity was 50%, and day/
night temperatures were 20 °C/16 °C during 16 h/8 h photoperiod.

Table 2
Basal nutrient solution composition.

Compound Formula Amount
Monopotassium phosphate KH>PO,4 0.4 mM
Potassium sulfate K580, 0.4 mM
Heptahydrate magnesium sulfate MgS0, -+ 7H20 0.6 mM
Ammonium nitrate NH4NO3 1 mM
Tetrahydrate calcium nitrate Ca(NO3)5---4H,0 2mM
Ferric sodium ethylenediaminetetraacetic acid FeNaEDTA 75 uM
Tetrahydrate manganese(Il) chloride MnCl; -+ 4H,0 7 uM
Zinc chloride ZnCly 3uM
Pentahydrate copper(Il) sulfate CuS0,---5H,0 0.8 uyM
Boric acid H3BO3 1.6 uM
Dihydrate sodium molybdate NayMoO,--- 2H,0 0.83 uM
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The length of the primary roots was measured after five days of
exposure and root elongation (RE) was calculated as follow:
_ REi
REc

RE x 100

where REt is the elongation of root length in the test medium and REc is
the elongation of root length in the control. ECso of cadmium, copper
and zinc were determined as 80 pM, 50 pM and 570 uM respectively.
Roots from non-treated plants and roots under ECs, concentration were
rinsed once in 0.5M EDTA (pH 8.0) and twice in deionized water.
Further they were immediately frozen in liquid nitrogen and stored in
— 80 °C until RNA extraction.

3.3. RNA isolation, library preparation and RNA sequencing

Three plants grown in heavy metals concentrations that correspond
to established ECs, values and three control plants were used for each
of the three treatments. Total RNA was extracted separately from roots
and shoots of each plant using NucleoSpin RNA Plant kit (Macherey-
Nagel) after their storage in liquid nitrogen. The amount and integrity
of the extracted RNA was determined by NanoDrop 1000 spectro-
photometer (Thermo Scientific) and visually after electrophoresis on a
1.2% agarose gel containing ethidium bromide. In total 36 RNA
samples (2 pg each) were provided to Genomics Core Facility Center
(EMBL Heidelberg) for construction of cDNA libraries with poly(A)
+ selection and sequencing. Sequencing libraries were prepared using
a TruSeq RNA Sample preparation Kit v2 (Illumina, San Diego, CA,
USA), according to manufacturer's protocol. Sequencing libraries were

Table 3
Sequencing results for cadmium, copper and zinc experiments. Number of reads is the
sum of three replicates of sequencing.

Experiment Treatment Tissue Number of reads
Copper Control Shoots 21,539,100
Copper Control Roots 15,779,712
Copper Treated Shoots 10,739,460
Copper Treated Roots 12,812,092
Zinc Control Shoots 10,939,912
Zinc Control Roots 11,651,650
Zinc Treated Shoots 12,624,212
Zinc Treated Roots 12,631,846
Cadmium Control Shoots 10,483,926
Cadmium Control Roots 10,245,240
Cadmium Treated Shoots 12,137,818
Cadmium Treated Roots 13,186,234
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pooled in equimolar concentration and sequenced on an [llumina HiSeq
2000, producing 2 X 50-nucleotide paired-end reads. In total about
155 million reads were sequenced (Table 3). All RNA-Seq generated for
this project have been deposited in the National Center for Biotechnol-
ogy Information (NCBI) under the BioProject accession number
PRJNA382490.
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Nové poznatky v genetice rostlin
VI. Tolerance rostlin
k tézkym kovam

Moderni metody genomiky jsou uplatnitelné nejen pfi komplexnich studiich
typu sekvenovani jednotlivych chromozomi a genomii, ale i pfi odhalovani
genu, které hraji roli v dilezitych Zivotnich procesech. Jednim z takovych pro-
cesu je schopnost rostlin tolerovat zvysené koncentrace tézkych kovu. Rostliny,
stejné jako ostatni organismy, si vyvinuly mechanismy pro udrzeni optimalnich
koncentraci tézkych kovi v burikach a pletivech. Rovnovaha piijmu a vydeje
téchto prvki v organismu mé zasadni vyznam nejen pro regulaci dilezitych
enzymatickych reakci, jichz jsou tézké kovy soucasti, ale hlavné pro omezeni
$kodlivych dopadti na bunécny metabolismus pri jejich zvySené koncentraci.
Jak vznika tolerance ke zvysenému obsahu tézkych kovu v pudé? Jaké evo-
lucni procesy takové adaptace provazeji? A jaké geny jsou za uvedenou toleranci
zodpovédné?

Jako tézké kovy se nejcastéji oznacuji prv-
ky s hustotou vy3si nez 5 g/cm?. Do této
skupiny patif méd, zinek, kadmium, rtut,
olovo, chrom, nikl, mangan, Zelezo atd.
Mnoho tézkych kovi je pro fungovani
rostlin (resp. v8ech Zivych organismu)
nezbytnych. Napf. méd jako kofaktor né-
kterych proteint hraje dilezitou roli v pre-
nosu elektronti béhem fotosyntézy a bunéc-
ného dychani. Zinek se podili na aktivaci
fady enzymatickych reakci. OvSem i tyto
biologicky vyznamné mikroelementy jsou

pro vétsinu rostlin ve vysokych koncen-
tracich toxické. Toxicita tézkych kovta
spociva ¢asto v chemické podobnosti s ji-
nymi prvky — p¥i zaméné uréitych mikro-
elementt za toxicky prvek v proteinech
(pfedevsim v enzymech) dochdzi k naru-
Seni spravné funkce téchto biomolekul.
Nadbytek tézkych kova v buiice mutize vést
ke vzniku volnych kyslikovych radikalq,
a to bud pfimo tcasti v redoxnich reak-
cich (zejména v pfipadé médi a Zeleza), ¢i
nepiimo zptsobenim stresu. Tyto radikély

poskozuji bunétné membrany, DNA, pro-
teiny, lipidy i sacharidy, ale mohou hrat
rovnéZ pozitivni roli p#i signalizaci stresu
v rostling.

Zdrojem tézkych kovi v zivotnim pro-
stfedi jsou pfirozené geochemické proce-
sy, antropogenni ¢innost a mikrobidlni
aktivita. Byvaji rozptyleny v pidé a sedi-
mentech, rozpustény v podzemnich a po-
vrchovych vodach, ale vyskytuji se také
v ovzdusi. Tyto rizikové prvky v piirodé
pletrvavaji tisice let a negativné ovliviiuji
biologické a fyzikalng-chemické procesy
v pidé, vstupuji do potravinového Fetézce
a ohrozuji zdravi ¢lovéka. Do pudy se do-
stavaji vétsinou v disledku imisi z pri-
myslové ¢innosti a dopravy, také z odpada
pramyslové vyroby, pti zaplaveni puady
znecisténou vodou, pouzivdnim pesticid
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1 Mezi prvni objevitele fenoménu tole-
rance rostlin k tézkym kovim pat¥{ roddk
z moravskych Hrotovic a vyznamny rost-
linny fyziolog Silvestr Prat — na snimku
se svou manzelkou, slavnou ¢eskou
numizmatickou Emanuelou Nohejlovou-
-Pratovou. Narodil se do ucitelské rodiny
a v téchto 8lépéjich pokracoval, v r. 1934
se stal profesorem kryptogamologie

a fyziologie rostlin na tehdejsi Karlové
univerzité. Jeho zdjem o vyzivu rostlin
pfinesl néktera pozorovani, jez sice patfila
k okrajovym ohledné jeho vlastniho
védeckého sméfovéni, ale dodnes jsou
povaZovéna za kliGova. V tomto ohledu
jednoznac¢né dominuje praveé objev tole-
rance rostlin k t€zkym kovam. Pratav
popis populaci silenky dvoudomé (Silene
dioica) tolerantnich k médi pozorovany

v okoli obce Spania Dolina pobliZ Banské
Bystrice na Slovensku a publikovany

v 1. 1934 ztstal 20 let v podstaté nepo-
chopen a bez reakce védecké vetejnosti.
Vlastni préce neni jen pozorovanim
rostlin a jejich schopnosti rtst v riznych
koncentracich médi, Prat pomoci kiiZzeni
ukézal i genetickou podstatu studovaného
fenoménu. V soucasné dobé jsou tyto
prace hojné citovany a pokladany za
revoluéni. Foto z archivu Z. Opatrného

2 Zajem o rostliny tolerujici tézké kovy
zazivéa renesanci (oproti r. 2000 doslo

v r. 2016 k téméf 10ndsobnému nartstu
poctu védeckych publikaci).

Napf. v rdmci spoluprdace Oddélent
vyvojové genetiky rostlin Biofyzikdlniho
tstavu Akademie véd CR v Brné a Centra
strukturni a funkéni genomiky rostlin
Ustavu experimentalni botaniky AV CR
v Olomouci se vénujeme vyzkumu
genetické podminénosti tohoto typu
tolerance. Rostlinné vzorky odebirdme

v katastru obce Spania Dolina na haldg,
kterd vznikla po tézbé médi v této jiz
tradi¢ni lokalité. TéZba probihala téméft
Ctyfi staleti a byla zastavena aZ v r. 1888.
Na zékladé tohoto studia bylo v posled-
nich letech publikovano nékolik praci

o mechanismech tolerance k tézkym
kovtim u silenky nadmuté (S. vulgaris)

a silenky dvoudomé. Foto R. Hobza

3 Povrch haldy u obce Spania Dolina.
Modré a zelené zbarveni kament je zpu-
sobeno minerdly médi. Foto R. Hobza

4 Test tolerance k médi — nahote
kontrolni ptida, dole ptda se zvy$enou
koncentraci tohoto prvku. Rostliny
silenky dvoudomé z populace Tisnov

Ziva 4/2017

(oba kvétinade vlevo), populace Spania
Dolina (uprostied) a laboratorn{ linie
silenky $irolisté (S. latifolia) U15 byly
péstovany pét tydni ve skleniku.

Je patrné, Ze tolerantni k médi jsou pouze
rostliny z populace rostouci na haldé

v obci Spania Dolina. Foto V. Hudzieczek

nebo hnojenim pidy minerdlnimi primy-
slovymi hnojivy a komposty obsahujicimi
kontaminanty, dale havariemi, ale i pfirod-
nimi jevy, napf. vulkanickou ¢innosti nebo
sesuvy pudy.

Prestoze se muze zdat, ze diky novym
pfedpistim a norméam a soucasné Gtlumu
(lokélnimu) primyslové a zemédélské vy-
roby klesa koncentrace tézkych kovt v pro-
stiedi, neni v8e tak jednoduché a jednoznac-
né, jak to mtiZe na prvni pohled vypadat.
Oceény v podstaté tvoii cilovou destinaci
kolobéhu vétsiny skodlivych latek v pro-
stfedi. Jak se postupné snizuje pH ocednt,
dochazi v nich i k dramatickému nartstu
koncentrace nevazanych tézkych kovti, coz
bylo dokumentovéno na pt¥ikladu kadmia.
Dlouhodoby efekt tohoto procesu je tézké
piedpovédét. Dalsi vyzvou je éra lithium-
-iontovych baterii. Tato stale se rozsifujici
forma uchovani energie, kterd vstupuje ne-
jen do automobilového primyslu, s sebou
pfinasii problémy s recyklaci tézkych kov,
které tvoti soucést baterii, jako je nikl,
kobalt a méd.

Obecna charakteristika tolerance
rostlin k tézkym kovim

Rostliny nemaji moznost pohybu, proto
jediny zpusob, jak se vyrovnat se streso-
vymi podminkami, pfedstavuje adaptace.
Toleranci rostlin k tézkym kovim poprvé
popsal nestor ¢eské rostlinné fyziologie
Silvestr Prat (1895-1990, obr. 1), ktery po-
zoroval geneticky podminénou toleranci
silenky dvoudomé (Silene dioica, obr. na
2. str. obalky) k vysokym koncentracim
médi v ptidé. Toto ¢eské prvenstvi nezti-
stalo zapomenuto a ptivodni Pratova prace
z 1. 1934 byva dodnes citovana v prestiz-
nich védeckych casopisech.

Od slavného Pratova objevu uplynulo jiz
vice nez 80 let a tolerance k tézkym koviim
byla dodnes popsana u nékolika stovek
druhti vyskytujicich se nap#i¢ celou rost-
linnou ¥i3i. Rostliny, které pfirozené kolo-
nizuji pudy s vysokym obsahem tézkych
kovii, nazyvame metalofyty. Podle zptisobu
nakladani s ionty tézkych kovi rozezna-
vame dvé zakladni strategie tolerance —
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vylouceni (exclusion) a akumulaci (accu-
mulation). Vylou¢eni znamen4, Ze rostlina
tézky kov do svych pletiv viibec nepfijima
nebo ho urychlené vraci zpét do ptdy, p¥i-
padné kov ztistava v kotfeni a jeho transport
do nadzemni ¢asti je velmi omezeny. Na-
opak akumulaci charakterizuje zesileny
transport kovu do nadzemni ¢ésti, coz
vede k nékolikanasobné vyssi koncentraci
kovu v listech neZ v kofenech. Hromadé-
ni kovt v listech rostliny mtize zptisobit
sniZen{ jeji oblibenosti u fytofagnich orga-
nismu (byloZravci), a tudiz tato strategie
znamend i moznost zvy$ené obrany proti
(zejména hmyzim) herbivortim.

Tolerance k tézkym kovim

jako fenomén v evolucni biologii
Drtivou vétsinu druhd, u nichz byla tole-
rance k t&zkym kovtim pozorovéana, ozna-
¢ujeme jako fakultativni metalofyty. Takové
rostliny snaseji vysoké koncentrace kovi
v puds, ale nejsou na tyto pidy vdzané (na
rozdil od metalofyti obligatnich, které jin-
de nez v kontaminovaném prostiedi ne-
rostou). Divodem je vznik lokalné ptizpi-
sobenych jedinct/populaci/ekotypt se
zvy$enou odolnosti. Z hlediska evoluéni
biologie jde o velmi zajimavou skute¢nost,
zejména proto, Ze velké mnozstvi lokalit
kontaminovanych tézkymi kovy vzniklo te-
prve nedavno ptisobenim ¢lovéka a mize-
me tedy sledovat vznik adaptaci na tyto
podminky takika v realném case. Fenomén
tolerance rostlin k tézkym kovim se tak pro
evolu¢ni a popula¢ni biology stal jakymsi
botanickym ekvivalentem priimyslového
melanismu (tento jev byl popsadn béhem
néstupu priamyslové revoluce v Anglii —
jde o vyskyt tmavé zbarvenych, tedy mela-
nickych forem motyld, které byly v pro-
stfedi znecisténém emisemi méné napad-
né nez puvodné rozsitené svétlé formy
téhoz druhu).

V okoli téZce kontaminovanych substra-
t (napf. hald vytvorenych tézbou — obr. 2
a 3) se nachazi velké mnozstvi rostlinnych
druhti, nicméné kolonizovat tyto znecisté-
né lokality dokaZou pouze nékteré z nich.
Pro¢ tedy metalofytni populace existuji jen
u urcitych druha? Vysvétleni ziejmé spoci-
va v rozdilné zakladni toleranci mezi jed-
notlivymi druhy. U druhti s vy$si toleranci
se mohou odolni jedinci vyskytovat s vétsi
pravdépodobnosti. Rovnéz vlastnosti nékte-
rych druhti (napt. rast v kamenitém terénu
haldy nebo malé naroky na ptdni Ziviny)
mohou zvySovat jejich Sanci pro vznik
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tolerantnich populaci. Genetické analyzy
v8ak naznacuji, ze lokalni populace meta-
lofytd se vyvinuly nezavisle na sobé a za
toleranci k tézkym kovim u rtznych po-
pulaci jednoho druhu zodpovidaji rtizné
geny.

Tolerance (obr. 4) se objevi zpravidla
u jednoho ¢i nékolika jedincti v populaci
pfilehlé kontaminované lokalité (napf.
haldg). Tito jedinci ale dok&Zou kontami-
nované prostfedi rychle kolonizovat, pro-
toZe se v ném nevyskytuji jejich bézni kon-
kurenti. Tvrd4 selekce na toleranci spolu
s absenci kompetice ma za nasledek po-
stupné odliseni se od populace ptivodni.
U tolerantnich populaci byl navic pozo-
rovan vznik reprodukénich bariér, které
jsou charakteristické pro vznik novych dru-
ht (terminem reprodukéni bariéra, jejiz
vytvoreni je dilezité kritérium pro specia-
ci, oznacujeme vlivy znemoznujici kiize-
ni — genovy tok — dvou jedinct riznych
populaci nebo druhi). Jmenujme napf.
zvy$eni podilu samospraseni, mezipopu-
la¢ni rozdily v délce anebo dobé kveteni
¢i hybridni sterilitu (kdy potomci k¥iZeni
rodi¢u z riznych populaci jsou neplodni —
jde o specifickou formu postzygotické re-
produkéni bariéry, ktera se Casto vyskytuje
mezi dvéma divergujicimi populacemi).
Pfestoze ke vzniku nového druhu v du-
sledku odstépeni tolerantni populace dojit
nemusi, prostd pfitomnost environmen-
talni bariéry (kterou jedinci ptivodni po-
pulace nejsou schopni pfekonat), umoz-
fiuje studium ranych jevi spojenych se
speciaci.

Molekularni mechanismy tolerance

Z tyziologického hlediska rostliny bojuji
proti negativnim dc¢inkim tézkych kovi
zejména aktivnim vyloucenim kovu z orga-
nismu, sniZenim p¥jmu pomoci regulace
membranovych transportért, tvorbou che-
14t nebo napi. ulozenim kovu do organel
¢i organt, kde nepusobi skody. Existuje
mnoho dals$ich pomocnych mechanismi
detoxifikace, tvoficich soucast komplex-
ni reakce na vysokou koncentraci tézkych
kovii v organismu. Metalofyty jsou typické
zesilenim alespoil jedné z téchto drah, nic-
méné o molekularni podstaté vzniku a fun-
govani tolerance k tézkym kovim toho
donedavna nebylo p#ili§ znamo.

Moderni metody molekularni a bunéc-
né biologie pfispély k objasnéni, jaky je
osud tézkych kova v rostlinnych tkanich
a ¢im se odlisuji metalofyty od svych neto-
lerantnich ptibuznych. Napomocny byly
pfedevsim dva druhy z ¢eledi brukvovitych
(Brassicaceae) — penizek modravy (Noccaea
caerulescens, diive Thlaspi caerulescens,
obr. 5) a fetisni¢nik Hallertv (Arabidopsis
halleri, d¥ive Cardaminopsis halleri), oba
blizce pfibuzné husenicku rolnimu (A. tha-
liana), pro ktery vytvofila védeckd komu-
nita nespocetné mnozstvi néastroji po-
tfebnych k detailnimu studiu. Oba druhy
snadeji pfitomnost kadmia a zinku, p¥i-
¢emz akumuluji velmi vysoké koncentra-
ce téchto prvkl v nadzemnich orgénech
(napf. fefisni¢nik Hallerdv hromadi v lis-
tech az 10 mg/g zinku v susiné, tedy pfi-
blizné 100x vice, nez je bézné).

Analyza genové exprese u fefisni¢niku
Hallerova odhalila vyrazné vyssi hladinu
transkriptu pro gen Heavy Metal ATPase 4

ziva.aver.cz

5 Penizek modravy (Noccaea caerule-
scens, d¥ive Thlaspi caerulescens).
Foto P. Symon

6 Mezi hlavni objekty zadjmu studia
tolerance k tézkym kovtim patii silenka
nadmuta. Na snimku rostlina na haldé
pobliZ lokality Piesky u obce Spania
Dolina na Slovensku. Foto R. Hobza

(HMA4), ktery umoziiuje rostlinam trans-
portovat ionty kadmia a zinku do vodi-
vych a zpeviiovacich (vaskularnich) ple-
tiv kofene. Nasledné bylo zjisténo, Ze
HMAA4 je v genomu tohoto druhu pfitom-
na ve tfech kopiich (bézné se u rostlin
vyskytuje jen jedna kopie genu HMA4),
coz zarucuje stabilni a vysokou expresi
proteinového transportéru. Podobna situa-
ce se ukézala také u penizku modravého,
kde tento gen najdeme v genomu dokon-
ce Ctytikrat. (Pozn.: v genomech eukaryot-
nich organismi, rostliny nevyjimaje, je
velké mnoZstvi genti duplikovano. Drtivou
vétsinu téchto pfipadua charakterizuje zvy-
$end hladina medidtorové RNA, mRNA,
duplikovaného genu —jde o tzv. efekt déav-
ky genti.) Dal3i sou¢ésti navazujici na pro-
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tein HMAA4 je neesencidlni aminokyseli-
na nikotianamin, pisobici jako chelatac-
ni ¢inidlo — véZe ionty kovu, které mohou
byt vaskuldrnim pletivem (xylémem) trans-
portovany do nadzemni ¢asti. Syntézu
nikotianaminu katalyzuji enzymy z rodiny
NAS (Nicotianamine Synthase), jejichz
exprese je v fefisni¢niku Halleroveé rovnéz
mnohem vy$si nez u netolerantniho huse-
nicku rolniho. K dalsim potencialnim kan-
didatim fadime proteinové transportéry,
pfenésejici zinek a kadmium z cytosolu do
vakuoly. Pravé pfenos kovu do vakuoly
miuze byt logickym findlnim krokem, jenz
zavrsi detoxikaci v nadzemnich orgdnech
rostliny. Nicméné stéle neni iplné jasné,
jak velkou mérou tyto transportéry k tole-
ranci prispivaji.

Jinym pfipadem je ale silenka nadmuta
(S. vulgaris, obr. 6), mimo jiné blizce p¥i-
buzné vyse zminéné silence dvoudomsé,
u které vznikly populace s toleranci vici
jednomu nebo i vice koviim (méd, zinek,
kadmium, nikl a kobalt). U populaci tole-
rantnich k médi byla pozorovana zvysena
exprese genu kédujiciho tzv. metalothio-
nein. Metalothioneiny jsou kratké protei-
ny s ¢etnym zastoupenim aminokyseliny
cysteinu, ktery vaZze ionty tézkych kovi.
Vétsi mnozstvi metalothioneinti tak umoz-
fiuje ochranit rostlinné buriky. Nase labo-
ratof se v soucasné dobé zabyva popisem
regula¢nich mechanismt zodpovédnych
za toleranci k tézkym koviim, a to jak u si-
lenky nadmuté, tak u silenky dvoudomsé.
Vytvofili jsme prvni transkripéni databaze
téchto rostlin rostoucich v riznych kon-
centracich vybranych tézkych kovti. Nasim
cilem je identifikovat geny hrajici klico-
vou tlohu v metabolismu tézkych kovi
urodu Silene. Do jaké miry budou vysled-
ky uplatnitelné v sirsich souvislostech,
ukézou vytvorené transgenni rostliny vzda-
lenych druhti obsahujici geny tolerance
izolované ze silenek.

Vyzkum fefisniéniku Hallerova, peniz-
ku modravého a silenky nadmuté ukazuje,
jak mechanisticky funguje tolerance k t&z-
kym kovim a jejich akumulace u téchto
druh, ale zéroverni davéa nahlédnout, jaky-
mi evolu¢nimi procesy mohou v p¥irodé
vznikat adaptace k extrémnim podminkam.
Vysledky ziskané studiem téchto modelo-
vych organismt naznacuji, Ze za toleran-
ci k tézZkym koviim stoji odlisna regulace
gend, které se bézné v rostlinach vyskytu-
ji, a toiu netolerantnich druht. Napt. zvy-
genou produkci proteinu HMA4 u Fefis-
ni¢niku Hallerova zptisobuji nejen zmény
v sekvenci promotoru genu HMA4, nybrz
i znasobeni poctu kopii tohoto genu v ge-
nomu. Jaké dalsi evolu¢ni disledky mize
takové zvySeni poctu genovych kopii pii-
nést, je predmétem pravé probihajicich
vyzkumnych program.

Vyzkum studia tolerance k téZkym koviim
u silenky dvoudomé je finan¢né podporen
projektem Grantové agentury Ceské repub-
liky 13-34962P.

Kolektiv spoluautort: Martina Kintlova,
Roman Hobza a Radim Cegan

Seznam doporucené literatury najdete
na webové strance Zivy.
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Introduction

Plants require essential mineral nutrients for their growth and development of

which some are defined as heavy metals. Metal ion transporters belonging to l vill

different families are involved in metal ion uptake as well as in intercellular and P Cytoplasm
. Istiaine-ricn region
intracellular transport. Barley HvVIRT1 (IRON-REGULATED TRANSPORTER1),
a member of ZIP family, is the first identified barley gene encoding a plasma Figure 1 | The HVIRT1 consists of 371 amino acids that form eight
membrane-localized metal ion transport protein (Fig. 1) able to transport Mn?2*. transtm,emﬂ]ra“e doma'ZSH,T?,Z,reg'O”,ZetWiE“t'” and 'tV fjoTaO'I”
In addition to Mn?%*, Fe?*/Fe3* Zn?* and Cd?* transport ability was confirmed b e g pe o 8 S S P
’ , P Yy Yy to be involved in the formation of a cytoplasmic metal
heterologous expression systems [1]. Here we present the characterization of ion-binding site [1].
important residues for transport ability and substrate specificity of the HvIRT1
transporter.
Methods Figure 2 | Comparison of putative sequences of HvIRT1 and OsIRT1 proteins [1].
Transmembrane domains (TM) are shown as lines under the sequences. The residues
Based on animo sequence differences between rice Os/IRT1 and barley HVIRT1 SEIaEEe el i Sty & i feise n yelleny
reSid ues (Fig. 2) that COUld pOtentia”y affeCt the tra nSpOFt ablllty and SUbStrate OsIRT1 1 MATPRTLYPILPPVAALLLLLVAASS IPILAAADPADACGGAP——DOAAADGACHDVPRALRLE 62
S pecifi City Of t h e HVI RTl t ra n S po rte r We re C h Ose n U Si ng S ite d i re Cted HvIRT1 1 MESEEEER————-ALALVELALLVVS————— PFLAHADTPAADDYV CAGLATDDACHNYPKALRLE 55
mutagenesis (Fig. 3) mutant forms of the transporter were generated, inserted OsTETL R AT 1
into the pYES2.1 vector and expressed under the control of the GAL1 promoter
. . . OsIRT1 127 CLFPREFPWSE TYYNREKP-—-RPEEGLG———-DVAAVADHGES 153
In metal Upta ke defeCtIVe yeaSt Stra|n5- HvIRT1 120 CLPETPWRQ TEYNRKFKKGHDAGAPVP TTSSESAAVANLE-S 182
To validate importance of the selected transporter residues for Mn?*, Fe?*/Fe3* OSIRTI 164  PDOGHRHGHGHGHGHGMAYAKPDDVEATOVOLRRNR sowve 247
and ZnZ* transport, complementation assays were employed; the Asmf1 yeast R e e A e
strain for high-affinity Mn?* uptake. The Afet3 and the Azrt1/Azrt2 yeast mutants OSIRTL 243  TIRF LOAEYGRRIRS YRDNSP 311
. HvIRT1 244 LOAEYGTEME & YEIDMNZF 307
were used for Fe?*/Fe3* and for Zn?* uptake study, respectively.
OsIRT1 312 TAL AADFMGPELOG KiWd, 375
HvIRT1 308 ELLAADFMGPE LOS KWWa, 371

Table 1 | The validation of the selected residues importance for manganese, iron
and zinc transport performed by complementation assay in yeast.

Importance of residues for

Figure 3 | Generation of HVIRT1 transporter mutants by site-directed mutagenesis [2].

Substitution Fe transport Mn transport Zn transport
H188 H188A i i i a c —X 5 Template DNA PCR-mediated overlap extension can
H190 H190A - + + generate chimeric gene products.
H192 H192A - - - % b d  Sjte-directed mutagenesis is
H194 H194A . + + l Eﬁ'fn’:}s“b’ﬁd accomplished by using mutagenic
A76 ATES ) ) ) AB * primers (b, c) and flanking primers (a,
o e . . . d) to generate intermediate PCR
products AB and CD that are
K157 K1575 * SCR #2 CD overlapping fragments of the entire
Hlel H161A . . . l Primers a +d product AD. In PCR #2 (driven by
M223 M223A +* + + * Chimeric DNA primers a and d) strands of AB and
* mutant variant increased the iron transport ability * CD products hybridize at their
l lnsertiﬁto overlaping resulting in final product
Results expression vector AD that contains the desired
mutation. Final product AD can be
By heterologous expression in yeast, we showed that the replacement of @ inserted into an expression vector
selected histidine residues between Il and IV transmembrane domains and expressed in yeast.

of HVIRT1 with alanine does not affect Fe?*/Fe3* uptake. In contrast, H190 and
H194 were essential for transport of Zn** and Mn?*. In addition, the M223A
substitution resulted in complete loss of transport ability for Mn?* and Zn?*
whereas this substitution increased the Fe?*/Fe3* transport ability (Tab. 1).

Conclusion

This study identified some of the residues important for substrate
specificity and transport ability of HvIRT1, increasing our understanding
on how to engineer barley lines with improved nutritional value.

References:

[1] Pedas P et al. (2008) Plant Physiology, 148, 455-466
[2] Heckman KL et Pease LR (2007) Nature Protocols, 4, 924-932
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1 Souhrn

JeCmen sety (Hordeum vulgarel.) je jednod€lozna rostlina z celedi
lipnicovitych (Poaceae), ktera je ve srovnani osevnich ploch ¢tvrtou nejrozsifend)si
zemédélskou plodinou na svété. Za tézké kovy mizeme oznacit kovy s hustotou vétsi
nez 5 g/cm’, fada z nich je pro fungovani rostlin nezbytna. Ovsem i tyto mikronutrienty
jsou ve vyssich koncentracich pro rostliny toxické obdobné jako tézké kovy, u nichz
nebyl biologicky vyznam zjistén. Kovy jsou rostlinami pfijimany piedev§im kofenovym
systtmem a v mensi mife také skrze listy z atmosféry. Mnozstvi kovl v bunkéch je
striktné regulovdno podle aktudlnich potieb rostliny. Tato regulace probihd na
transkripéni Urovni, zejména transkripci membranovych transportérii. Za ucelem
ochrany rostliny vii¢i nadbytku kovil se v bunikach uplatiiuji detoxifikacni mechanismy.

Predkladana prace je zaméfena na hledani novych kandidatnich genti zapojenych
do metabolismu tézkych kovii, a to pomoci analyzy transkripénich profild rostlin
je€mene péstovanych v podminkéach zvySené koncentrace vybranych kovil, médi, zinku,
respektive kadmia. Porovnanim kontrolnich rostlin a rostlin péstovanych ve zvysené
koncentraci kovli byl stanoven specificky expresni profil jeémene ve vybranych
stresovych podminkach. Nejvice ,,upregulovanym® genem v diisledku ptisobeni kadmia
byl gen HvPCR?2 vyskytujici se u jeCmene v celkem péti kopiich. Funkéni analyza
v kvasinkach zhodnotila roli jednotlivych kopii v detoxifikaci kadmia.

Dale byl studovan vliv ptsobeni tézkych kovi na bunéény cyklus bunék
kofenového meristému s vyuZitim fluorescen¢ni barvy EdU (5-ethynyl-2-deoxyuridin)
a nasledného tfidéni znacenych jader pomoci pritokové cytometrie. Bylo sledovano,
k jakému poskozeni bun€k pod vlivem tézkych kovii dochdzi a zda se mira tohoto
poskozeni pro jednotlivé kovy lisi.

V neposledni fadé jsme se zabyvali studiem jednotlivych rezidui transportéru
HvIRT! z hlediska ur€eni jejich role v transportu tézkych kovl a substratové specifity.
Vybrané mutantni varianty transportéru HvIRTI byly exprimovany v kmenech
Saccharomyces cerevisiae citlivych na konkrétni tézké kovy. Na zaklad¢ vysledkt
komplementac¢nich testii byla rozSifeno povédomi o dialezitosti jednotlivych
aminokyselinovych reziduich transportéru HvIRT1.

Tato doktorskd prace se vénovala pochopeni reakce jeCmene na piitomnost
vybranych tézkych kovl v prostiedi s vyuzitim metod molekularni biologie,

bioinformatiky a pokroc€ilé cytometrie.



2 Uvod

Je¢men sety, Hordeum vulgare L., je oblibenym modelovym organismem pro
studium genomu obilovin. Jeho genom ma velikost 5 100 Mb/1C a obsahuje vice nez
80 % repetitivnich sekvenci (Dolezel et al., 1998; Wicker et al., 2009). V roce 2012 byl
genom jeCmene osekvenovan, pro rozlusténi genetické informace byl pouzit kultivar
Morex (Mayer et al., 2012). Z hlediska praktického vyuziti patii jeCmen sety
k hospodatsky nejvyznamnéjsim plodindm pouzivanym piedevsim ke krmnym ucelim
a k vyrobé¢ sladu.

Definice tézkych kovl neni v literatufe jednotna. Nejcastéji jsou terminem tézké
kovy oznadovany prvky s hustotou vétsi nez 5 g/cm’. Nékteré t&zké kovy (napf. méd’
azinek) jsou pro rostliny esencialni. OvSem 1 tyto mikronutrienty se ve vysSich
koncentracich stavaji pro rostlinu toxickymi stejn¢ jako tézké kovy, u nichz nebyl
biologicky vyznam zjiStén (napf. kadmium). Toxicita tézkych kovlu casto spociva
v jejich chemické podobnosti s jinymi prvky. Pfi zdméné mikronutrientu za toxicky
prvek v proteinech nebo enzymech dochazi k naruSeni funkce téchto biomolekul.
Pfi nadbytku té¢zkych kovii miize také dochdzet k oxidativnimu poskozeni buiky
(Dietz et al., 1999; Van Assche et Clijsters, 1990).

Tézké kovy se do zivotniho prostfedi dostdvaji pfirozenymi geochemickymi
cykly, ale hlavné v dasledku antropogenni ¢innosti. Akumulace kovli v povrchovych
vodach, rostlinach a ZivociSich ma neptiznivé dopady i na ¢lovéka (John et Leventhal,
1995). Z toxikologického hlediska mezi nejvyznamnéjsi tézké kovy v pudé patii zinek,
kadmium, méd’, rtut’, olovo, nikl a arsen. Pfijem tézkych kovi rostlinami neni linedrné
zavisly na mnoZstvi kovil v piidé, ale na jeho dostupnosti (John ef al., 1995). Rostliny si
kvali svému prisedlému zplsobu zivota vyvinuly mechanismy pro piijem latek
nezbytnych pro jejich Zivot. Ty vSak musi byt v rovnovaze s potiebami rostliny, aby
nedochazelo k nadbytecné akumulaci prvkll v rostlindch, a tim kjejich toxickému
pusobeni. Rostliny ve svych genomech koduji celou tadu transportért, které se lisi
z hlediska substratové specifity a lokalizace v buiikkach a pletivech. Porozuméni
transportnim mechanismim rostlin umoznuje vyuzivat rostliny pro dekontaminaci pad
procesem fytoremediace nebo vyuZit tyto poznatky pro zlepSeni vyzivy clovéka

(Salt et al., 1998).



Rostliny si vyvinuly mechanismy k udrzeni homeostazy, které jim pomahaji Celit
zvySenému mnozstvi t€zkych kovi. Jedna se o mechanismy zamétené spisSe na prevenci
vyskytu zvySeného mnozstvi kovi v citlivych oblastech buiiky, nez na tvorbu proteinti
kompenzujicich toxické plisobeni kovu (Dietz et al., 1999). Jen Cast ptijatého mnozstvi
kovovych iontii se dostdva do cytosolu, vétSina z nich je imobilizovana v bunéénych
sténach kofenovych bunék. Tim je omezen transport do nadzemni Casti rostliny.
Nadbyte¢né mnozstvi kovli miize byt navazano do komplext a ulozeno ve vakuolach.
Nezbytna je rovnéz regulace transportu kovl pfes membranu, at’ uz snizenim jejich
piijmu buitkami nebo stimulaci exportu z cytosolu. Ionty kovii, které se dostanou do
cytosolu jsou chelatovany pomoci chelatorii, z nichz nejdulezitéjsi jsou glutathion,
fytochelatiny, metalothioneiny, histidin, nikotianamin a kyselina jable¢na a citronova
(Hall, 2002).

Jednou z moznosti, jak sledovat odezvu rostlin na piisobeni tézkych kovi, je
studium genové exprese. Vlivem prostiedi mize dochazet k urychleni, zpomaleni nebo
zastaveni genové exprese. Pivodni metody studia exprese gend byly zaméfené na
sledovani ptfitomnosti urcit¢ RNA molekuly ¢i proteinu v buiice. Nyni existuje cela fada
metod, které jsou schopny detekovat expresi obrovského mnozstvi genli najednou.
Exprese muze byt studovana na trovni RNA nebo proteind.

Nejstar§i metody studia exprese genli jsou zaloZzené na schopnosti mRNA
hybridizovat se znacenymi sondami. Aby byla reakce viditelnd, jsou sondy znacené, a to
radioaktivné, fluorescenéné nebo nepiimo pomoci haptenu. K prvni miniaturizaci
hybridiza¢nich metod doSlo v roce 1995, kdy byla pfipravena prvni cDNA
,microarray“, ktera umoznila kvantifikovat expresi tisicti gendl najednou (Schena et al.,
1996).

Dal$i moZnosti jsou metody zalozené na PCR. Vroce 1991 byla poprvé
provedena kinetickd PCR za pouziti ethidium bromidu, ¢imz doSlo k vizualizaci
amplifikovanych molekul (Higuchi ef al., 1992). Pozdé&ji bylo prokazéano, ze Ize pro tuto
aplikaci vyuzit 3'—5" exonukleazovou aktivitu DNA polymerazy, diky ¢emuZz vznikla
metoda real-time PCR umoziujici amplifikaci templatu a kvantifikaci amplikonti
v realném case.

Sekvenovani RNA umoZiuje analyzovat expresi kodujici 1 nekddujici RNA
v genomu s vyuzitim sekvenac¢nich metod nové generace. Pivodné bylo sekvenovani
RNA (RNA-seq) alternativou k cDNA ,mikroarrayim®, ale ukazalo se, ze vykazuje

mnohem niz8i uroven faleSné pozitivity u nizko exprimovanych transkripti, ma vyssi
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rozliSeni, vysoky dynamicky rozsah detekce urovné exprese a v konecném meéftitku je
ilevnéjsi (Nookaew et al., 2012; Wang et al., 2009). RNA-seq umoziuje detekovat
a kvantifikovat nekodujici sekvence, analyzovat transkripéni izoformy, studovat
neznamé transkripty nebo mista interakci RNA a proteinii a v neposledni fad¢ sledovat
zmény genové exprese na urovni mRNA. Diky RNA-seq lze analyzovat cely
transkriptom s pouzitim pouze malého mnozstvi vstupniho materialu. Jako kazda
metoda ma i tato své limity. Vyzvou je rovnéz tvorba statistickych programu, které¢ musi
zpracovat, ovefit auchovat obrovskd mnozstvi ziskanych dat produkovanych
sekvenovanim RNA (Howald et al., 2012; Tarazona et al., 2011; Wang et al., 2009).

Po velkém rozmachu sekvenovani mame k dispozici zna¢né mnozstvi dat a nyni je
snahou objasnit biologicky vyznam jednotlivych genomovych produkti. V tomto ndm
jsou vyznamn€ napomocny kvasinky, predev§im Saccharomyces cerevisiae. Tato
kvasinka byla prvnim eukaryotem, jehoz genom byl sekvenovan. Genom
Saccharomyces cerevisiae tvoii 16 chromozoml a obsahuje jen malé mnozstvi
nekodujici DNA (Goffeau et al., 1996). Tato kvasinka ma kratkou generacni dobu,
snadno se kultivuje a diky homologni rekombinaci je dobfe geneticky manipulovatelna.
Jeji haploidni podoba usnadiiuje tvorbu delecnich kment. Existuje kompletni sbirka
mutantnich kmend Saccharomyces cerevisiae, z nichz kazdy nese definovanou deleci
v jednom z 5998 kodujicich gentt (Winzeler ef al., 1999). Pomoci téchto delecnich
mutantl Ize na zdkladé komplementacnich testii provadét funkéni analyzu jednotlivych
genll.

Jednou ze =zikladnich metod pro hodnoceni reakce bun€k na plsobeni
abiotického stresu je detekce replikace DNA. Za timto ucelem se vyuziva
5-ethynyl-2’-deoxyuridin (EdU), analog thymidinu, ktery je do DNA inkorporovan
v pribéhu replikace. K jeho detekci se pouziva ,klik* reakce. Signal inkorporovaného
EdU je méfen pritokovou cytometrii. Pfi prichodu jednotlivych bunék kapilarou
pratokového cytometru a ozareni paprskem svétla o definované vinové délce dochézi
k excitaci fluorochromu a emisi zafeni, které stechiometricky odpovidd mnozstvi DNA.
Takto je mozno urcit zastoupeni bunck v jednotlivych fazich bunééného cyklu

v heterogenni populaci bunék (Skarstad et al., 1995).



3 Cile prace

L.

II.

Hledani novych kandidatnich gent zapojenych do metabolismu tézkych
kovli pomoci analyzy transkripnich profilli rostlin jeCmene (cv. Morex)
péstovanych v podminkach zvysené koncentrace vybranych kovii a funk¢ni

analyza ziskanych kandidatnich genti.

Sledovani vlivu plsobeni tézkych kovii na bunécny cyklus bunék
kotenového meristému metodou tfidéni fluorescenéné znacenych jader

pomoci prutokové cytometrie.



4 Souhrn vysledki

S vyuzitim hydroponniho systému byla definovéna stfedni efektivni koncentrace
médi, zinku a kadmia, tzv. EC50, pro kultivar je¢mene Morex. U kontrolnich
1 ovlivnénych rostlin byl stanoven obsah studovanych kovii v kofenech a vyhoncich.
Z biologickych triplikati kontrolnich a ovlivnénych rostlin byla izolovana RNA.
Kofeny a vyhonky rostlin byly analyzovany zvlast. Analyza diferencidlni genové
exprese u rostlin ovlivnénych kadmiem odhalila 10 282 deregulovanych transkriptt
v podzemni Casti rostlin a 7 104 ve vyhoncich. Mezi nimi byly identifikovany geny
souvisejici s metabolismem reaktivnich forem kysliku, s membranovym transportem,
geny podilejici se na utvafeni a udrzovani bunééné stény a geny spojené s reakci na
stresové podminky. Ziskana data byla konfirmovana pomoci real-time PCR.

Nejvice ,upregulovanym® genem byl gen PCR2 (PLANT CADMIUM
RESISTANCE 2), ktery je znamy svou ucasti v detoxifikaci téZzkych kovl v rostlinach.
Na zékladé¢ transkripéni analyzy bylo nalezeno celkem pét kopii genu HvPCR2. Kopie
HvPCR2.1 vykazovala zvySenou expresi pfi pisobeni kadmia v kofenech i vyhoncich
je¢mene. U dalsich tii kopii, HvPCR2.2-4, byla exprese zvySena pouze v nadzemni
¢asti. Bylo zjisténo, Ze kopie HvPCR2.2-4 se nachazi v tandemovém uspofadani na
chromozomu 5H je¢mene. V této chromozomové oblasti se fyzicky nachdzi i posledni
kopie, HvPCR2.5, nicméné tato kopie nevykazovala pii plisobeni kadmia signifikantni
zvySeni transkripce. Pro objasnéni role kopii genu HvPCR2 v toleranci vuc¢i kadmiu
byla provedena funkéni analyza v kvasinkach Saccharomyces cerevisiae. Pro analyzu
byl pouzit kmen DTY 168 (Aycf1), ktery je hypersensitivni vici kadmiu. Rist kvasinek
obsahujicich prazdny vektor byl siln€¢ inhibovan 50uM CdCl,, zatimco kvasinky
obsahujici ve vektoru jakoukoli variantu genu HvPCR2 byly vici kadmiu rezistentni.

Vliv tézkych kovli na bunéény cyklus byl sledovan na meristematickych
bunkach kotfent ze ti typl rostlin. Kromé& kontrolnich a kovem ovlivnénych rostlin byly
analyzovany 1 kofenové Spicky semenackli péstovanych ve zvysSené koncentraci kovu,
které¢ byly ale nasledn¢ pieneseny do zdkladniho zivného média. Tim bylo mozno
detekovat, zda plisobeni tézkych kova vede v buiitkach k reverzibilnim ¢i ireverzibilnim
zménam. Jadra meristematickych bun€k izolovanych z kofenovych S$picek byla
oznacena pomoci EdU a nasledné tfidéna pritokovym cytometrem. Vysledky analyzy
naznacuji, Ze hlavnim divodem redukce riistu kotenti v dusledku ptisobeni kadmia je

inhibice bunééného déleni.



Soucasti doktorského studia byla i pracovni stdZ na Kebenhavns Universitet,
jejiz naplni byla piiprava mutantnich variant transportéru HvVIRTI a jejich
charakterizace. Na zaklad¢ rozdili v aminokyselinové sekvenci transportéru /IRT1 z ryze
ajeCmene byla vytipovana mista s potencidlem ovlivnit jeho transportni schopnosti
a substratovou specifitu. Mutantni varianty transportéru HvIRTI byly exprimovany ve
vybranych  kmenech  Saccharomyces  cerevisiae.  Na  zakladé¢  vysledkil
komplementac¢nich testl bylo rozSifeno povédomi o dullezitosti jednotlivych
aminokyselinovych reziduich transportéru HvIRT].

Disertacni prace se vénovala pochopeni reakce jeCmene na ptitomnost tézkych
kovi v prostiedi. Prestoze zahrnovala kombinaci mnoha sofistikovanych metod
molekularni biologie, bioinformatiky a pokrocilé cytometrie, je jasné, ze se jedna jen
o ¢astecny vhled do studované problematiky. V kazdém ptipad¢ lze fici, Ze reakce
je€mene na piitomnost tézkych kovl v prostfedi je siln€ komplexni. Tato prace jasné
ukazuje, ze adaptace na abioticky stres miize vést pres multiplikaci efektorovych genti

vV genomu.
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