UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta

Katedra biochemie

Charakterizace transgennich linii jeCmene s
modifikovanou expresi vybranych mitogen-
aktivovanych protein kinas

DIPLOMOVA PRACE
Autor: Tereza Ticha
Studijni obor: Biotechnologie a genové inZenyrstvi
Studijni program: B1406 Biochemie
Typ studia: Prezenc¢ni

Vedouci prace: Ing. Pavel Ktenek, Ph.D.



Prohlasuji, ze jsem diplomovou praci vypracovala samostatné s vyznacenim vSech
pouzitych pramenli a spoluautorstvi. Souhlasim se zvefejnénim diplomové prace
podle zdkona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych Skolach, ve znéni pozdéjsich predpis.
Byla jsem seznamena s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti
vyplyvajici ze zakona €. 121/2000 Sb., autorsky zékon, ve znéni pozd¢jsich predpist.

V Olomouci dne: Tereza Ticha



Podékovani:

Chtéla bych podékovat vedoucimu mé prace Ing. Pavlu Kienkovi Ph.D. a vSem
¢lenim z oddéleni bunééné biologie CRH za odborné rady a vécné pifipominky pii
zpracovani této diplomové prace. Dale mé rodiné a ptateliim za podporu a trpélivost.
Prace byla podpofena granty IGA (projekty ¢. IGA PrF 2015 015 a
IGA_PrF 2016 012) ze Studentské grantové soutéze na Univerzité Palackého v
Olomouci.



Bibliograficka identifikace

Jméno a piijmeni autora Tereza Ticha

Nazev prace Charakterizace transgennich linii je¢mene s
modifikovanou expresi vybranych mitogen-
aktivovanych protein kinas

Typ prace Diplomova

Pracovisté Centrum regionu Hana
Vedouci prace Ing. Pavel Kienek, Ph.D.
Rok obhajoby prace 2016

Abstrakt

Predkladand diplomova priace je zaméfena na molekuldrni, biochemickou a
fyziologickou charakterizaci transgennich linii jeémene setého (Hordeum vulgare) s
nadprodukci a parcialni nebo Uplnou depleci dvou mitogenem-aktivovanych protein-
kinas (MAPK) je¢mene. Genotypovani pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR)
potvrdilo ptfitomnost kompletnich T-DNA kazet u vSech studovanych transgennich
linii je¢mene. Nadprodukéni transgenni linie mély vyrazné zvySenou hladinu mRNA
manipulovanych MAPK a transgenni knock-down a knock-out linie mély vyrazné
sniZenou hladinou mRNA manipulovanych MAPK. Transgenni a kontrolni linie byly
podrobeny ptlisobeni biotickych a abiotickych stresovych faktorii a nasledné
analyzovany pomoci western blotu s protilatkami, které specificky detekuji aktivované
verze manipulovanych MAPK. Vysledky téchto analyz ukéazaly, Ze obé manipulované
MAPK hraji dileZitou roli v signalizaci biotického a oxidativniho stresu. Biologické
testy spojené s fenotypovou analyzou dale ukézaly, Ze nadprodukéni linie jsou
nachylngjsi na plisobeni oxidativniho stresu nez kontrolni linie a linie s parcialni nebo
uplnou depleci manipulovanych MAPK.

Klicova slova je¢men sety (Hordeum vulgare), transgendze, MAPK,
bioticky a oxidativni stres, western blot

Pocet stran 94

Jazyk Cesky



Bibliographical identification

Autor’s first name and Tereza Ticha
surname
Title Characterization of transgenic barley lines with

altered expression levels of selected mitogen-
activated protein kinases

Type of thesis Diploma

Department Centrum of the Region Hana
Supervisor Ing. Pavel Kienek, Ph.D.
The year of presentation 2016

Abstract

This diploma thesis is focused on molecular, biochemical and physiological
characterization of transgenic barley (Hordeum vulgare) lines with overproduction and
partial or complete depletion of two barley mitogen-activated protein kinases
(MAPKS). The presence of complete T-DNA cassettes was confirmed in all analyzed
transgenic lines by means of polymerase chain reaction (PCR). Highly enhanced
mMRNA levels of manipulated MAPKs were detected in the overproduction lines,
whereas the mRNA levels of manipulated MAPKs were strongly down regulated in
the knock-down and knock-out lines. Transgenic and control lines were exposed to
abiotic and biotic stress conditions and further analyzed by means of western blot with
antibodies, which specifically detect activated versions of manipulated MAPKSs. The
result of this analysis showed that both MAPKSs play an important role in biotic and
abiotic stress signaling. Biological assays linked with phenotype analysis further
showed that overexpression lines are more susceptible to oxidative stress than control
lines and lines with partial or completed depletion of manipulated MAPKS.

Keywords barley (Hordeum vulgare), transgenic technologies,
MAPK, biotic and oxidative stress, western blot

Number of pages 94

Language Czech



1. UVOD

JeCmen pfedstavuje v dneSnim svEété nepostradatelny zdroj surovin pro
potravinaisky a Vv posledni dobé rovnéz pro farmaceuticky primysl a predstavuje
spolecné s kukufici, ryzi a pSenici jednu z nejvyznamnéjSich zeméd¢€lskych plodin.
V posledni dobé ov§em dochazi ke stale rapidnéjSim zméndm v zivotnim prostiedi a
tedy vzriistd potfeba vyslechténych rostlin schopnych odolavat stale se zhorSujicim
klimatickym vliviim. Mezi nejcastéjsi vlivy vyrazné ovliviiujici vynosnost Ize zaradit
teplotni nebo osmoticky stres. Rostliny jsou ovSem ohrozovany nejen klimatickymi
extrémy, ale i rGznymi Skidci. Dikladné pochopeni a prostudovani mechanisml
obrany rostlin predstavuje dulezity krok pro pfipravu mutantnich rostlin s zadanymi
vlastnostmi. Jednou z vyznamnych skupin gent, ucastnicich se reakci rostlin na
stresové podnéty biotického 1 abiotického typu, pfedstavuji mitogenem aktivované
proteinové kinazy.

Diplomova prace je roz€lenéna na teoretickou a praktickou c¢ast. Teoretickd cast
obsahuje ¢étyfi kapitoly. Prvni ¢ast podava obecné informace o jeCmenu setém ve
vztahu k taxonomickému zafazeni a jeho vyznamu v zemédélstvi. Druhd kapitola
teoretické Casti pfedstavuje literarni reSerSi na téma mitogenem aktivované
proteinové kinazy a déle se zabyva signalni kaskadou, které se tyto enzymy ucastni.
Dalsi kapitola podava piehled vybranych biotickych a abiotickych strest a posledni
kapitola popisuje metodu cilenach editaci genomu jeémene s vyuzitim TAL efektor
nukledz (TALEN). Prakticka ¢ast je vénovana experimentim vykonanym V ramci
diplomové prace s naslednym popisem ziskanych vysledkd. Experimentalni Cast je
roz¢lenéna do nékolika kapitol popisujicich vysledky molekularni, biochemické a
fyziologické charakterizace transgennich rostlin jeCmene. Veskeré vysledky jsou

nasledné diskutovany, a poté shrnuty do zavéru.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Jefmen sety

Taxonomické zatazeni je¢mene setého:
Rige: Plantae — rostliny
Oddéleni: Magnoliophyta — rostliny krytosemenné
Ttida: Liliopsida — rostliny jednodélozné
Rad: Poales — lipnicotvaré
Celed’: Poaceae — lipnicovité
Podceled: Pooideae
Rod: Hordeum — je¢men
Druh: Hordeum vulgare L. — jeCmen sety

(Védecka synonyma: Hordeum aegiceras Nees ex Royle, Hordeum coeleste (L.) P.
Beauv., Hordeum irregulare Aberg & Wiebe, Hordeum sativum Pers., Hordeum
sativum var. coeleste (L.) Vilm., Hordeum vulgare var. coeleste L., Hordeum
vulgare var. trifurcatum (Schlecht.) Alef.) Do ¢eledi lipnicovitych patii mnoho druhti
rostlin, vyuzivanych jako obiloviny, krom¢ jeCmene napi. pSenice, Zito, tritikale,
oves, kukuftice, ¢irok, ryze a dalsi (Biolib, Kalina & Slavikova, 2003). Z historického
hlediska je je¢men uvadén jako druha nejstar$i obilovina. Prvni zminky o je¢menu
pochazeji z obdobi 5000-7000 pi.n.l., z uzemi Mezopotamie (Clark, 1967).
Celosvétova produkce je€mene se v roce 2015 pohybovala kolem 139,7 milionli tun
(Statista 2015). V Ceské republice se jedna o druhou nejpéstovangjsi obilninu po
psenici (Dreiseitl, 2003). Je¢men sety Ize péstovat jako zimni (ozimy) nebo jarni,
tyto varianty se mezi sebou lisi predev§im vytéznosti az o 30%. VéEtsi vytéznost je
dosahovana predevsim u zimnich odriid (Spunar et al., 2002). Je¢émen oded4vna patii
mezi vyznamné zemédé€lské plodiny, dnes je vyuzivan v potravinarském pramyslu
(Schulte et al., 2009), a to hlavn¢ ve sladovnickém prumyslu, piipadné jako krmivo
pro kon¢ (Pospisilova et al., 2016). V minulosti byly jeho obilky rovnéz uspésné
pouzity pro produkci terapeutickych proteinli, coz nabizi moZnosti vyuZiti ve
farmaceutickém primyslu (Mrizova et al., 2013). Semena je¢mene, podobné jako
semena dalsich obilnin obsahuji vlakninu, ktera pfi konzumaci aktivné pfispiva k
lidskému zdravi, pfedevSim pak ve smyslu snizovani rizika vyskytu
kardiovaskularnich onemocnéni, Diabetes melitus II typu a rakoviny tlustého stfeva
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(Collins et al., 2010). Za zminku rovnéz stoji vysoka odolnost je¢mene proti chladu,
suchu, alkalické ptdé¢ a vuci solnému stresu (Hoffman et al., 1979). N¢které tibetské
odridy je¢mene jsou schopny riist v nadmoiskych vyskach az kolem 4000 m.n.m.
Geneticky je je¢men sety rostlina s diploidnim genomem (2n = 2x = 14), se sedmi
unikatnimi chromozomy. Velikost genomu je¢mene je stanovena v rozmezi 4,9 az
5,3 x 109 bp (Kleinhofs & Graner, 2001). V soucasné dobé je osekvenovano
ptiblizné 90% jeho genomu (Mrizova et al., 2013). V prubéhu 20. stoleti byla za
ucelem zvyseni vynosu a odolnosti vici stresovym podminkdm vySlechténa odriida
je¢mene Golden Promise, vyznacujici se rychlym rtustem, dobrou odolnosti vici
stresovym podminkdm a vysokou kvalitou sladu. Nevyhodou této odridy byla
nachylnost k infekci padli je¢mene (Huckelhoven et al., 2000). Navzdory tomu je

tato odriidda naddle pouzivéna jako vyznamna pokusna plodina.

2.2. Mitogenem-aktivované protein kinasy

Eukaryotické = MAPK  pfedstavuji  skupinu  mitogen-aktivovanych
proteinovych kinas, zodpovidajicich v eukaryotickych bunkach za ptenos a zesileni
extracelularnich signali do bunky (Smékalova et al., 2014). Pfenos extracelularnich
signald je realizovan s pomoci tfi typt reverzibiln¢ fosforylovanych kinas. Jedna se o
MAP kinasy kinasy kinasy (MAP3K, MAPKKK, MEKK), MAP kinasy kinasy
(MAP2K, MKK, MEK) a MAP kinasy (MAPK, MPK) (Nakagami et al., 2005;
Suarez-Rodriguez et al., 2010). Vsechny MAP kinasy se vyskytuji ve dvou formach
predstavujici aktivovany (fosforylovany) a deaktivovany (defosforylovany) stav.
Pfechod z aktivovaného do deaktivovaného stavu je zprostfedkovan fosfatasami
(Luan, 2003; Rodriguez et al., 2010). MAPK stejné jako pfislusné fosfatasy mohou
mit rozli¢nou subcelularni lokalizaci (Bartels et al., 2010). Aktivace MAPK souvisi
se schopnostmi rostlin reagovat na vné&j$i podnéty. Jejich aktivace muze byt
zpusobena infekci, patogenem, poranénim, nizkou a vysokou teplotou, suchem nebo
osmotickym stresem (Morris, 2001). Dalsi moznosti pro aktivovani MAPK je
aktivace prostiednictvim tzv. druhych posli jako jsou napiiklad reaktivni formy
kysliku, oxid dusnaty nebo Ca®* ionty (Xiong et al., 2002). Schopnost aktivovat
MAPK maji rovnéz rostlinné hormony, pfedevsim pak auxiny, kyselina abscisova
nebo ethylen (Devoto & Turner, 2003). Vyznam MAPK kaskady spoc¢iva v pienosu

signalu na transkripéni faktory a cytoskeletarni proteiny (Ichimura et al., 2002).
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Nezanedbatelny je také vliv MAPK pfi reakci rostliny na stresové podminky (Jonak
et al., 2002). MAPK jsou pfitomny jak v jednodéloznych tak i dvoudéloznych
rostlinach. Jako jednodéloznou rostlinu s nejlépe prostudovanymi MAP kinasami lze
uvést ryzi (Hamel et al., 2006). V piipadé je¢mene jsou MAP Kkinasy popsany pouze
vV malé mife. Nejvice prozkoumana MAPK v jeCmeni je v soucasné dobé HYMPK4, u
které byla prokazana vyznamna funkce v procesu reakce na bioticky a salinitni stres
(Abass & Morris, 2013). Cinnost MAP kinasovych kaskad miZe byt zobrazena
s pomoci nékolika modelt. Prvni model ptfedstavuje MAP kinasy kindsy kinasy
(MAP3K), které jsou umistény na cytoplazmatické membrané a jsou aktivovany
stimulovanim transmembranovych receptoru. Z hlediska funkce je mozné je zahrnout
mezi Ser/Thr kinasy, fosforylujici Ser/Thr v konzervované proteinové sekvenci
Ser/Thr-X(3-5)-Ser/Thr, kde X piedstavuje volitelnou aminokyselinu. Druhy model
zahrnuje MAP kinasy kinasy (MAP2K) zprostfedkujici aktivaci poslednich MAP
kinas. Jedna se o enzymy aktivované naslednou fosforylaci (Rodriguez et al., 2010)
se schopnosti fosforylovat MAP kindzy na aminokyselindich Thr/Tyr
vV konzervovaném sekvenénim motivu Thr-X-Tyr. Pismeno X zde piedstavuje
volitelnou aminokyselinu. V tomto ptipad¢ je nutna fosforylace obou rezidui jak Thr
I Tyr (Ichimura et al., 2002, Nakagami et al., 2005).

2.3. Vybrané stresy ovlivitujici MAPK signalni cestu

2.3.1. Osmoticky stres

Osmoticky stres je zpisobovan vysokou koncentraci latek v plidnim roztoku,
nebo snizenou dostupnosti vody pro rostlinu. Jedna se o vcelku bézny pudni jev
inhibujici rist kofenového systému. Rovnéz dochazi k omezeni dostupnosti vody pro
biochemické procesy, coZ ma za nésledek poSkozeni buné€k, piipadné¢ modulaci
aktivity hormondlnich metabolickych drah (Munns & Tester, 2008; Munns, 2002;
Dinneny, 2014; Geng et al., 2013). Dalsim problémem, ktery osmoticky stres
zpusobuje, je inhibice procesu fotosyntézy vlivem hromadéni ionti v listech (Miiller
et al., 2014), a inhibice polymerace mikrotubulii s naslednym asymetrickym ristem
kotent (Shoji et al., 2006; Wang et al., 2011). Na subcelularni urovni osmoticky
stres zpluisobuje zménu turgoru rostlinné bunky a celkového objemu buiiky. Rovnéz

dochazi k néaslednému hromadéni stabilizujicich osmolyti a antioxidantti, jejichz
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tikolem je zvyseni tolerance vii¢i osmotickému stresu (Hasegawa et al., 2000). Casto
jednou z prvnich pozorovatelnych reakci rostliny na osmoticky stres je zména v rustu
rostliny, kdy tento U€inek byva velmi Casto vysvétlovan zménou v iontové rovnovaze
a vyzaduje fadové dny nebo i tydny. Nejednd se ovSem pouze o disledek primarni
stresové reakce (Munns, 2002). V této fazi dochazi k poSkozeni rostlinnych bunék,
které jiz nejsou schopny akumulovat ionty ve vakuolach (Lauchli & Grattan, 2007,
Munns, 1993, 2002, 2005). Vysledna bunééna smrt ma Casto lokalni charakter,
ovSem neznamend je$t¢ nutné ohrozeni celé rostliny, jelikoz rostliny mohou
preferovat strategii akumulace iontG ve starSich listech, které nejsou pro danou
rostlinu natolik klicové (Munns & Tester, 2008). Mezi rostliny vyuzivajici metodu
akumulace iontii patii kukufice, ktera v piipadé stresu Na® jonty, hromadi tyto ionty
ve vakuolach (De Costa et al., 2007; Zorb et al., 2009). Reakce rostlinnych bunék na
stresové podminky vyvolané zvySenou koncentraci iontli, zahrnuje dva hlavni rezimy
odezvy. Prvni z nich je spoustén Ca?* ionty jako signalni molekulou a druhy z nich
zahrnuje spousténi oxidativniho vzplanuti v apoplastu (Ismail et al., 2014). Vyzkum
osmotického stresu z hlediska zasoleni pudy je pomérné jednoduchy z hlediska
experimentalniho provedeni, vzhledem ke skutecnosti, zZe aplikovani roztoku soli na
zkoumanou rostlinu je snadno proveditelné (Verslues et al., 2006). Pokud se rostlina
dostane do osmotického stresu vyvolaného ti¢inkem vysoké koncentrace Na® iontd,
dochazi primarné k transportu téchto iontli dovniti bun¢k kofenového systému, za
pomoci Na'/K* symportu (Volkov et al., 2009). Velmi &asto timto zptisobem dochazi
k deficienci K* a Ca®" iontii, které hraji kli¢ovou roli v fadé biochemickych procesi,
a mohou tak vyvolat poskozeni rostlinnych pletiv (Han et al., 2014). Reakce rostlin
na osmoticky stres je velmi uzce spjatda S MAP kinazami. U Arabidopsis thaliana
aplikace roztoku chloridu sodného indukuje aktivaci AtMPK4 a AtMPK6 (Ichimura,
2000). Rovnéz u ryze byly nalezeny MAPK reagujici na salinitni stres, mezi které
patii OsMAPKS5 (Xiong, 2003). V Arabidopsis thaliana jsou u¢inkem soli specificky
aktivovany MPKK2 a tyto rostliny maji zvySenou aktivitu MPK4 a MPK6 s nésledné
zvySenou toleranci viéi osmotickému stresu (Teige, 2004). MPK6 krom¢ reakce na
osmoticky stres rovnéz provadi fosforylaci ACS (syntasu 1l-aminocyklopropan-1-
karboxylové kyseliny), ktera se i¢astni procesu biosyntézy ethylenu v Arabidopsis
thaliana (Yu et al., 2010).
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2.3.2. Oxidativni stres

Oxidativni stres mize byt zptisoben fadou rozlicnych pfi¢in, mezi které nalezi
herbicidy, napadeni patogenem nebo teplotni stres. Velmi vyznamnou roli zde hraji
reaktivni formy kysliku (ROS) jako signalni molekuly regulujici fadu biologickych
procest jako je rust, vyvoj nebo reakce na rostlinny stres (Baxter et al., 2013). ROS
jsou reaktivni formy molekularniho kysliku, véetné hydroxylového radikalu (HO),
superoxidu (0%), peroxidu vodiku (H,0,) a singletového kysliku (Shapiguzov et al.,
2012). V poslednich letech byla popsana fada zajimavych pohledii na ¢innost ROS a
na jejich vyznam jako druhych posli vregulaci bunéénych procestt v riznych
Castech bunky. Jako priklad mista, kde dochazi k produkci ROS, je mozné uvést
chloroplasty, mitochondrie nebo peroxizomy (Rhoads et al., 2006, Foyer et al.,
2003). Jednotlivé slouc¢eniny ROS se odliSuji nejen z hlediska chemické povahy, ale
také z hlediska toxicity. Kuptikladu superoxidovy radikal je povazovan za nejstar$i
ROS, zatimco OH* patii mezi vysoce reaktivni ROS. Prave tato slouc¢enina ma tedy
ve srovnani s ostatnimi ROS mnohem vysSi potencial k oxidacnimu poskozeni
molekuly DNA, proteint, sacharidi nebo lipidi. Riznorodost funkce ROS je
pravdépodobné zplsobena rozdily v regulacnich mechanismech z hlediska tkanové
specifikace a prostorové-temporalni koordinaci mezi ROS a dal§imi signaly (Baxter
et al., 2013). Signaliza¢ni kaskady zalozené na ROS jsou vysoce konzervovany
napfi¢ aerobnimi organismy. Pro vyuziti ROS jako posld je nutné, aby rostlina
striktné udrzovala rovnovahu mezi produkci ROS enzymy, samovolnou produkci
ROS a metabolickymi procesy, které zahrnuji pohlcovani ROS (Mittler et al., 2004;
Mittler et al., 2011). Reakce na stresové podnéty zahrnuji zvyseny tok Ca* iontd do
cytosolu s naslednou aktivaci specifické MAP kinazy a fosforylaci proteint
(Benschop et al., 2007) vtadech né€kolika malo minut od vystaveni stresovym
podminkam (Benschop et al., 2007; Miller et al., 2009; Finka et al., 2012). Nasleduje
produkce fady ROS, které v bunice jako signalni molekuly spoustéji dalsi signalizaéni
kaskady. Druhotnou reakci na stresové podméty, jsou fenotypové zmény, jako je
zména v rustu rostliny (Coupe et al., 2006). Produkce ROS ma tedy za nasledek
aktivaci specifickych MAPK signalnich kaskdd. Transkriptomickd analyza
Arabidopsis thaliana podrobeného stresovym podminkam odhalila zmény v expresi
velkého poctu genti, mezi jejichz produkty patfily proteiny zprosttedkovavajici

ptenos signalu, Gcastnici se bunééné ochrany a reakce na stresové podminky (Teige
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et al., 2004). MAPK4 se naptiklad v Arabidopsis thaliana ucastni regulace
rovnovahy mezi kyselinou salicylovou a jasmonovou a podporuje biochemické drahy
syntetizujici jasmonaty a ethylen. Nékteré MAPK mohou rovnéz putsobit jako
antagonisté pro abioticky stres. Jako piiklad 1ze uvést AtMAPKI1 ktera v Arabidopsis
negativné reguluje putativni Na'/H" antiportéry, coz vede k citlivosti na obsah iontii
(Chinnusamy et al., 2006). Zajimavou latkou indukujici abioticky stres v pletivech
rostlin je paraquat. Jedna se o velmi Siroce pouzivany neselektivni herbicid, ktery se
fazen mezi nejvice toxické a nebezpecné herbicidy jak pro rostliny, tak i pro zvifata a
¢loveka (Moustaka et al., 2014; Aksakal, 2013; Huang et al., 2014). Expozice rostlin
Arabidopsis thaliana paraquatem méla za nasledek lokalni zvySeni koncentrace
peroxidu vodiku v listovych cévnich svazcich a sousednich builkdch mezofylu.
Tolerance rostlin vic¢i biotickému stresu zpiisobenym paraquatem pravdépodobné
souvisi s redoxnim stavem chinonu A (Moustaka et al., 2015). Rovnéz
Vv chloroplastech je mozné generovat ROS vystavenim listi U¢inkiim paraquatu

(Moustaka et al., 2014, Mehler, 1951)

2.3.3. Bioticky stres

Rostliny jsou schopny detekovat patogeny prostfednictvim PAMP (pathogen-
associated molecular patterns) receptort, piipadné s pomoci receptorii vzoroveé
rozpoznavajicich ur€ité patogeny, na zéklad¢ genetické identifikace. Jednim z téchto
receptoru je flagelin senzitivni receptor 2 (Boller & Felix, 2009). Navzdory mnozstvi
znamych PAMP rozpozndvanych rostlinami, je mnoZstvi takto specifikovanych
receptoru stdle omezené (Zipfel, 2009). Samotné PAMP ve své struktuie zahrnuji
lipopolysacharidy pro gram-negativni bakterie, pfipadné kyselinou teichoovou pro
grampozitivni bakterie. Mezi dalsi latky fazené do této skupiny patii nékteré
peptidoglykany, derivaty manosy, glukan nebo bakteridlni DNA a RNA. Patogenni
bakterie velmi Casto vyluCuji n€kolik efektorti uvnitt rostlinnych bunék, které se
zamé&fuji na PAMP receptory nebo nasledné komponenty indukujici imunitni reakci
za ucelem dosazeni efektivni virulence (Gohre & Robatzek, 2008; Hann et al., 2010).
Mnozstvi patogenti i vyvinulo mechanismus, na zakladé kterého se potlacuje rozvoj
imunitni reakce hostitele. Na druhé stran¢ rostliny vyvinuly R proteiny, které
specificky rozpoznavaji tyto efektory, nebo reaguji na jejich ¢innost, coz vede k

efektorové imunitni reakci (Chinchilla et al., 2009). Jednou z prvnich reakci na
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PAMP jsou zmény v toku iontli pfes bunéénou membranu. Nasledkem toho je velmi
rychlé a prechodné zvyseni koncentrace Ca®" iontii v cytosolu (Boller & Felix,
2009). Ca®* nasledns pusobi jako dilezity druhy posel pro aktivaci bunécné
odpovédi na vystaveni PAMP. Mezi enzymy vyznamné se podilejici na této reakci
patii NADPH oxiddza, kterd je zodpovédna za oxidativni vzplanuti vyvolané
uc¢inkem PAMP, které je regulovano vapnikem a kalcium-dependentni protein
kinasou (Boller & Felix, 2009; Boudsocq et al., 2010). Dilezitou oblasti v reakci
rostlin na bioticky stres je interakce flagellinu se specifickym membranovym
receptorem FLS2 (Flagellin Sensing 2), ktery jako svij substrat piijima flagellin
nebo flg22 peptid (Smith et al., 2013) a iniciuje specifickou bunéénou odpoved:.
Vazba extracelularniho flagelinu na extracelularni doménu receptoru FLS2 vede k
aktivaci signdlni kaskddy s naslednou aktivaci nebo represi specifickych gent,
podilejicich se na obrané reakci rostliny (Hadwigera & Chang, 2015). Dalsi
vyznamnou molekulou v iniciaci obrané reakce rostlin je chitin, respektive chitinové
oligomery. Chitin z chemického pohledu Ize definovat jako polymer N-acetyl-D-
glukosaminu tvofici dulezitou soucast bunééné stény hub a plisni. V rostlinach se
tento polymer bé&zné¢ nevyskytuje, a proto jsou rostliny vybaveny enzymy
uzptisobenymi pro jeho degradaci. Vzniklé chitinové oligomery nésledné
pravdépodobné interaguji se specifickymi transmembranovymi bunéénymi receptory
(Bulawa et al., 1995, Shibuya et al., 2001, Soulie et al., 2006). Velmi dilezitou roli v
procesu reakce hostitele na patogen maji MAPK, které jsou dilezité pro modulaci
odpovédi rostlinnych bunék na vnitini 1 vnéj$i podnéty. Konkrétné u MAPK 3 a 6
byla detekovana aktivace u Arabidopsis pii vystaveni rostlinné tkané chitinu.
Aktivace téchto MAPK je zavisla na piedchazejicich MAPK kinazach (MKK4 a 5),
coz naznacuje, ze rovnéZ MAPKK 4 a 5 se mohou podilet na chitinové signalizaci a

nasledné reakci hostitelské rostliny na napadeni patogenem (Wan et al., 2008).

2.3.4. Reakce na tézké kovy

Mezi tézké kovy patii Pd, Tl, Zn, Co, Cu, Ni, Mn, Mo, Fe, Hg, Pb a Cd. VSechny
uvedené kovy jsou potencialné toxické, coz je v pfimé souvislosti s koncentraci
daného kovu v rostlinném pletivu a senzitivité organismu k témto kovim. Kovy Ize

rozdélit na esencidlni kovy, vyskytujici se v rostlinach ve vysokych koncentracich

(Fe, Cu, Zn, Ni) a neesencialni toxické kovy (Pb, Cd, As). (Rascio et al., 2011;
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Jarup, 2003; Kien et al., 2010). Dle rezistence proti tézkym kovum Ize rostliny
rozdélit do ctyf kategorii a sice na kovoveé senzitivni, kovové rezistentni, kovove
tolerantni a kovové tolerantni akumulujici. Reakce rostlin na kontakt s tézkymi kovy
je realizovana pomoci kovové homeostazy, ktera indukuje reaktivni oxida¢ni
molekulovou signaliza¢ni drahu. Reakci rostlin na intoxikaci tézkymi kovy je rovnéz
snizeni objemu biomasy, inhibice ristu kofeni a dal§i morfologické zmény. V
extrémnim pfipadé to miZe vyvolat az smrt rostliny (Lin & Arts, 2012). Rostliny
mohou trpét jednak intoxikaci zvySenym mnozstvim jednoho nebo nékolika kovi,
ale i jejich deficitem (Hanikenne, 2009). Rostliny obecné maji nékolik mechanismi
pro ochranu ptipadné reakci na expozici t€Zzkymi kovy (Verbruggen et al., 2009;
Marschner, 1991). Prvni z nich je strategie, kdy se snazi rostlina zabranit vstupu
tézkych kovl do kofenového systému nebo jejich distribuci v ramci rostliny.
Rozpustnost kovu v rhizosféfe je ovlivitovana hodnotou pH, kationtovou vyménnou
kapacitou, koncentraci kovovych chelatacnich sloucenin, ptipadné¢ koncentraci
dalsich organickych latek a ¢innosti mikroorganismi (Ghosh & Singh, 2005). Jako
jeden z ochrannych mechanismi pouzivaji rostliny sekreci organickych kyselin
schopnych tvofit komplexy s t€zkymi kovy, ¢imz potlacuji jejich vstfebavani
(Murphy & Taiz, 1995). Pokud ovSem nastane situace, kdy se rostlina nachazi v
oblasti vysoké koncentrace kovi, pak je vySe popsany mechanismus ochrany pied
tézkymi kovy zcela nedostacujici. Ve snaze vyrovnat se s takovou situaci rostliny
vyvinuly odlisny zpisob obrany, zaloZeny piedev§im na strategii tolerance. Tento
zplisob je zalozen piedeviim na detoxikaénich mechanismech. Rada rostlin hromadi
kovy v extrémné vysokych koncentracich a piednostné transportuje kovy do
nadzemni Casti rostliny (Pollard et al., 2002). Neziidka se stava, ze jsou produkty
detoxikace kovy distribuovany rostlinou do starych listi, odkud se jich pak rostlina
snaze zbavuje. Rostlina akumuluje kovy predevSim s vyuZitim proteint
oznacovanych jako fytochelatiny, jejichz zakladnim kamenem je glutation (Jozefczak
et al., 2012). V zavislosti na volb¢ strategie detoxikace je velmi dilezité, aby rostlina
méla zajisténou spravnou regulaci homeostazy esencialnich mineralt. Tento proces
je realizovan duaslednou regulaci biochemickych drah zajist'ujicich transport
esencialnich prvka (Lin & Aarts, 2012). Velkym problémem je casto reakce rostliny
na smiSenou kontaminaci pudy zinkem a médi. Samotnd méd’ nalezi mezi nejvice
potiebné, ale také nejvice toxické tézké kovy pro rast a vyvoj rostlin. Pfitomnost
medi je nezbytnym ptredpokladem pro rist a vyvoj rostliny. Méd’ je rovnéz velmi
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dilezitou slozkou Cu/Zn superoxid dismutas (Cu/Zn-SOD), které jsou lokalizovany
v podpurné vazivové tkani s ochranou funkci proti reaktivnim formam kysliku,
generovanym b¢hem fotosyntetickych reakei (Yruela, 2009). Velmi vyznamnou
toxicitu ma méd’ hlavn¢ pro fotosyntetické bunky v rostlinnych pletivech, kde
toxicita médi vyrazné¢ ovlivituje produkci reaktivnich forem kysliku. Méd’ rovnéz
zpusobuje poruchy piijmu nékterych dalSich prvki, mezi které nalezi napftiklad
zelezo. Pokud je rostlina chronicky intoxikovdna médi, rovnéz dochazi k omezeni
pfijmu zinku (Thomas et al., 2013). Pfi zkoumani kofent ryZe intoxikovanych médi
bylo prokazano, ze méd’ ovliviiuje vezikularni transport (Lin et al., 2013). Dalsi
skupinu procest, kterou méd’ v rostliné ovliviiuje, je signalizace v kooperaci s
oxidem dusnatym, kdy dochdzi k indukci syntézy bilkovin pifi mikromolarnich
koncentracich médi (Zhang et al., 2008). Rostlina se snazi vyuZzivat rizné obranné
mechanismy pro snizeni toxicity médi, mezi které patii pfedevsim transportéry medi,
které meéd’ presunuji z vnitiniho do vnéjsiho prostredi (Cuypers et al., 2002). Dalsim
vyznamnym kovem, ktery je dilezity pro rostliny, je zinek. Zinek je velmi dilezity
neesencialni prvek ucastnici se fady biochemickych procesu, jako je rist rostliny,
piijem a skladovani zivin. Zinek se rovnéZ podili na obrané rostliny proti oxida¢nimu
stresu, ovsem nadmérna koncentrace zinku zptisobuje zvySenou produkei reaktivnich
forem kysliku (Tewari et al., 2008). V nékterych oblastech svéta je predevsim
problém s deficitem zinku, nikoli s jeho pfitomnosti v toxickych koncentracich.
Pokud se ovSem rostlina vyskytuje v pud¢, ktera je ptirozené bohata na zinek, mtze
se zinek projevovat svymi toxickymi Uc¢inky, které jsou predev§im zaloZeny na
substituci v proteinech slab¢é vazanych dvojmocnych prvkd pravé zinkem. Jednou z
moznosti, kde tato udalost mlZe nastat je nahrazeni dvojmocného hoiciku v
molekule chlorofylu zinkem. Dochazi tak ke vzniku nefunkéni molekuly, ktera ma za
nasledek inhibici procesu fotosyntézy (Watanabe et al., 1988; Kiipper et al., 2003).
Nasledny ubytek fotosyntetizujicich pigmenti ma za disledek viditelnou chlorosu
rostliny, kterd je typickym ptfiznakem toxickych Gc€inkl zinku. Mezi dal$i ptiznaky
intoxikace rostliny zinkem nélezi snizeni rlstu rostliny a nekréza nékterych tkani
vlivem produkce anthokyanti. Dalsi prvek, ktery zinek pravdépodobné substituuje v
enzymech pfii vysoké koncentraci, je zelezo. U rostlin zkoumanych Vv této souvislosti
byl nalezen snizeny obsah Zeleza a vSech fotosyntetizujich pigmentt (Sagardoy et
al., 2009). Srovnatelné vysledky byly rovnéz popsany pii zkoumani deficitu zeleza.

Je tedy mozné, ze zvySena koncentrace zinku vyvolala deficit Zeleza (Larbi et al.,
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2006; Bonnet et al., 2000). Rovnéz bylo experimentalné zji§téno, Ze nadmérna
koncentrace kovovych iontll indukuje aktivaci specifickych MAPK (Jonak et al.,
2004; Liu et al., 2010; Arroyo-Serraltan et al., 2005). Produkce ROS vyvolana
vysokou koncentraci Cu spousti aktivaci SIMK (solnym stresem indukovana MAPK)
a SAMK (stresem aktivovana MAPK) pies SIMKK (solnym stresem indukovana
MAPK kinasa) (Jonak et al., 2004).
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