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1 UVOD

Korene predstavuji kI'icové rozhranie, kde rastliny vstupuju do roznych interakcii
s mikroorganizmami z prostredia, nazyvané rizosféra. Niektoré interakcie su vzajomne
vyhodné, (napr. symbidza alebo mykorhiza), zatial' co iné Skodia rastline, ale sluzia
mikroorganizmom (Sloan a Lebeis, 2015). Korenovy mikrobiom ovplyviiuje nielen
dostupnost’ Zivin, a tym vyvoj rastlin, ale aj imunitu rastlin vo¢i patogénom (Berendsen
et al., 2012). Rastliny ¢asto menia vyvoj a rast koreniov, ked’ narazia na patogénne alebo
symbiotické mikroorganizmy. Napriklad tym, Zze inhibuju rast korenov alebo indukuju
rast ¢i elongaciu korenovych vlaskov (Dovana et al., 2015; Pecenkova et al., 2017).
V rizosfére st korene v permanentnom kontakte s nesmiernym poctom mikroorganizmov
rozneho druhového zlozenia, z ktorych mnohé st baktérie a huby (Trevors, 2010).
Rastliny vnimaju tieto patogény prostrednictvom ich telesnych zloziek — molekul
ako napr. flagelin 22 (flg22) alebo chitin, receptormi na plazmatickej membrane rastliny.
Toto vedie k sérii naslednych udalosti, medzi ktoré patri tvorba reaktivnych foriem
kyslika, fosforylacia mitogénom aktivovanych proteinkinaz (MAPK), transkripéné
preprogramovanie, akumulacia proteinov spojenych s patogenézou (napr. chitinazy),

ako aj antimikrobialnych zlu¢enin. (Boller a Felix, 2009; Segonzac a Zipfel, 2011).

Funkcia MAPK v odpovedi na patogény je v ja¢meni len malo prestudovana.
Preto sme sa v tejto diplomovej praci zamerali na vplyv flg22 na fenotyp korenov
mutantnych rastlin jaémena s vyradenym génom pre HYMPK3. Taktiez sme chceli zistit’
ako flg22 meni aktivitu chitindz. Tie sa podiel'aji na obrannych reakciach rastlin pri strete
s mikroorganizmami (Marzec-Schmidt et al., 2020). Zamerali sme sa aj na protein
tepelného Soku 70 (HSP70) a jeho abundanciu v odpovedi na ovplyvnenie flg22, ked’ze

HSP zohravaju dolezita Glohu pri koordinacii reakcii rastlin na stres (Khan et al., 2019).



2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

2.1 Primarna a sekunddrna imunitna odpoved’ rastlin

Rastliny su neustale vystavené mikroorganizmom a ich odolnost’ je determinovana
schopnost’ou rastlin tieto mikroorganizmy rozpoznat a vyvolat Specificki obrannu
odpoved. Kutikula a bunkova stena predstavuju fyzické bariéry na ochranu rastlin pred
prenikanim mikrobov (Hiickelhoven, 2007). Prenikanie mikrobov do rastlinnych pletiv
a buniek je mozné bud penetraciou cez bunkovu stenu a plazmaticki membranu,
vstupom cez poranenia ¢i prirodzené otvory. Takymito otvormi st napriklad prieduchy.
Bunkova stena rastlin je Struktirou na baze celulozy obklopujuca rastlinné bunky.
Penetracia cez bunkovu stenu vystavuje membranu hostitel'skej cytoplazmy mikrébom.
Patogény su rozpoznavané receptormi na plazmatickej membrane (angl. pattern
recognition receptors - PRRs) (Fritz-Laylin et al., 2005) cez vnimanie ich Specifickych
molekularnych zloZiek (angl. pathogen associated molecular pattern — PAMP) (Yu et al.,
2017). Vidzba PAMP na receptorovi kinazu iniciuje primarnu imunitnu odpoved’ (angl.
PAMP triggered immunity — PTI) (Jones a Dangl, 2006) (Obr. 1).
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Obr. 1 Model vyvoja bakterialnej rezistencie rastlin
Zlava doprava, rozpoznavanie molekuldrnych vzorov asociovanych s patogénom (ako je
bakteridlny flagelin 22) pomocou extracelularnych receptorovych kinadz (RLK) okamzite sptista
bazalnu imunitu, ktora vyZaduje signalizaciu prostrednictvom MAPK kaskad a transkripéné
preprogramovanie sprostredkované rastlinnymi transkripénymi faktormi WRKY. Patogénne
baktérie pouzivaji sekre¢ny systém typu IIT (TTSS) na dodavanie efektorov. Proteiny rezistencie
rastlin (predstavované CC-NB-LRR a TIR-NB-LRR) rozpoznavaju efektorova aktivitu
a obnovuju rezistenciu prostrednictvom efektorom vyvolanych imunitnych reakcii. (prevzané
a upravené z Chisholm et al., 2006).
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Patogénne mikroby si vyvinuli stratégie na narusenie imunitnych reakcii rastlin
a tak ziskali schopnost’ potlacit’ PTI. Beznou zbranou su sekretované efektory, ktoré
oslabujt imunitu rastlin a podporujt uspesnu infekciu (Lo Presti et al., 2015). Takéto
efektory posobia bud v apoplaste rastlin (apoplastické efektory) alebo vo wvnutri
rastlinnych buniek (cytoplazmatické efektory), aby plnili funkciu virulencie.
Cytoplazmatické efektory su translokované do rdznych bunkovych kompartmentov
a interferuju s roznymi fyziologickymi procesmi rastlin (Lo Presti et al., 2015). Takymito
procesmi st napr. produkcia reaktivnych foriem kyslika (ROS; Qi et al., 2019), syntéza
sekundarnych metabolitov (Nakano a Mukaihara, 2018) a aktivacia MAPK (Ren et al.,
2019).

Rastliny si vyvinuli $pecializovany mechanizmus detekcie efektorov pomocou
imunitnych receptorov s doménou viazicou nukleotidy a doménou bohatou na leucinové
opakovania (angl. nucleotide-binding domain leucin-rich repeat — NB-LRR immune
receptors), inak nazyvané ako R proteiny (Jacob et al., 2013; Castel et al., 2019). Tento
mechanizmus sa nazyva efektorom vyvolana imunita (angl. effector triggered immunity
— ETI) (Obr. 1). ETI obmedzuje rast patogénov a moze vyvrcholit' hypersenzitivnou
imunitnou odpoved’ou (angl. hypersensitive response — HR) (Cui et al. 2015). Casto je
sprevadzana programovanou bunkovou smrt'ou (angl. programmed cell death — PCD)
atvorbou ROS; Terron-Camero et al., 2018) anakoniec aj ziskanim systémovej
rezistencie (angl. systemic acquired resistance — SAR) (Maithani et al., 2021). Aktivacia
rezistencie sprostredkovanej R proteinmi potla¢a mikrobialny rast (Kourelis a van der
Hoorn, 2018).

2.1.1 Imunita vyvolana patogénom

PTI byva prvou aktivnou odpoved’ou rastlin na vnimanie pritomnosti mikrobov. Je
spojena so signalizaciou roznych odpovedi vratane produkcie ROS (Li et al., 2014),
zatvarania prieduchov (Liu et al., 2019), aktivacie MAPK (‘Yan et al., 2018), produkcie
obrannych hormoénov (Lal et al., 2018). PAMP plnia kriticki funkciu pre zivot
organizmu. S vysoko Strukturdlne konzervované v Sirokom spektre mikrobov a nie st
bezne pritomné v hostitel'ovi (Chisholm et al., 2006). Napriklad rastliny rozpoznavaja
mnohopocetné komponenty gramnegativnych baktérii na povrchu bunky, vratane
lipopolysacharidov a flagelinu, proteinovej podjednotky bic¢ika. Podobne reaguju

aj na chitina ergosterol, hlavné zlozky bunkovej steny vyssich hub (Zipfel a Felix 2005).
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Najlepsie je prestudovany mechanizmus vnimania a odpovede rastlin na flagelin
(Gomez-Gomez a Boller, 2000). Biciky st potrebné pre bakterialnu motilitu. Zatial
¢o stredna oblast’ bi¢ikov je variabilna, N- a C-terminalne Casti si vysoko konzervované
napriec eubaktériami. V rastlinach Arabidopsis postacuje na aktivaciu receptora hostitela
22 aminokyselinovy peptid (f1g22) zodpovedajuci vysoko konzervovanému amino-koncu
flagelinu (Gomez-Gomez a Boller, 2000). Nové poznatky naznacuju, ze peptidy flg22
konkrétne u proteobaktérii nie su pre rastliny Arabidopsis univerzalne imunogénne
(Cheng et al., 2021). Peptidy flg22 y- a B-proteobaktérii vyvolali silné oxidativne
vzplanutie (angl. ,,ROS burst®), zatial’ ¢o peptidy z &-, 6- a a-proteobaktérii vyvolali
strednu, slabu alebo ziadnu odpoved’. Napriek tomu je flg22 vnimany ako PAMP
mnohymi rastlinnymi druhmi napr. u ryze (Li et al., 2021), pSenice (Chen et al., 2021)
a ja¢mena (Takac et al., 2021). Identifikacia tohto silného peptidového elicitoraulahcila
podrobnu analyzu flagelinovych odpovedi rastlin. Pri dokladnom skiimani signalizacnych
komponentov obrannych reakcii vyvolanych flg22 v protoplastoch Arabidopsis bola
identifikovana kompletna MAPK kaskada a transkripéné faktory WRKY (Obr. 1), ktoré
riadia transkripciu obrannych génov po vnimani flg22 (Asai et al., 2002). Aj ked’ bola
tato signaliza¢na draha identifikovana na zaklade zapojenia sa do reakcie na PAMP,
aktivacia obrany nadmernou expresiou WRKY zmiernila priznaky spdsobené baktériami
a hubami. To naznacuje, ze mechanizmy rezistencie indukované po vnimani flagelinu nie
su Specifické len pre baktérie. Je mozné, ze viac signalnych drah PAMP moéze
konvergovat a aktivovat’ obranu prostrednictvom prekryvajucich sa MAPK kaskad

a transkripénych faktorov (Asai et al., 2002).

2.2 KI'acové principy rozpoznavania PAMP a signalizicie spustenej

receptorom

Medzi rastlinné PRR patria receptory podobné kinazam (angl. receptor-like kinases —
RLKS) a receptory podobné proteinom (angl. receptor-like proteins — RLPs) (Boutrot
a Zipfel, 2017). RLK st zlozené z extracelularnej domény, transmembranovej domény
a intracelularnej kinazovej domény, zatial ¢o RLP chyba intracelularna kindzova
doména. Medzi doteraz opisané ektodomény viazuce ligand patri doména bohata
na leucinové opakovania (angl. leucine rich repeat — LRR; Boutrot a Zipfel, 2017),
doménu s lyzinovymi motivmi (angl. lysin motifs — LysMs) (Saijo et al., 2018) a lektinu
podobnymi motivmi (Dambuza a Brown, 2015). Triedy ektodomén do zna¢nej miery

zodpovedaji povahe rozpozndvanych ligandov.
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U Arabidopsis je flagelin rozpoznavany pomocou FLS2 (angl. flagellin sensing 2
—FLS2), ktory patri medzi LRR-RLK (Gomez-Gomez a Boller, 2000). FLS2 je potrebny
pre bakterialnurezistenciu (Shi et al., 2015). Ina LRR-RLK, EFR (angl. elongation factor
— Tu receptor), rozpoznava konkrétne N-acetylovany 18—26-aminokyselinovy epitop
(elf18 — elf26) elongacného faktora (EF)-Tu, poc¢as bakterialnej rezistencie (Zipfel et al.,
2006) Zda sa, ze vnimanie elf18 sa obmedzuje na rodinu Brassicaceae (Boller a Felix,
2009). Zistilo sa, ze klonovanie samotného EFR z Arabidopsis pomocou genetickej
transformacie je dostatocné na to, aby poskytlo zvysenu reakciu na elfl8 v rastlinach
Nicotiana benthamiana a Solanum lycopersicum, ktoré zvysuju ich odolnost’ voci
Pseudomonas syringae (Lacombe et al., 2010). To naznacuje, ze PRR funguji ako
vymenitelny modul v PTI a ze patogény su Specificky prispdsobené existujicemu
repertoaru PRR hostitel'a. Uspesny medzidruhovy prenos EFR demonstruje Géinnost
zvysSovania existujuceho PRR repertoaru a zvysuje odolnost’ voci bakterialnym chorobam
u mnohych rastlin, ako su ryza (Schwessinger et al., 2015), pSenica (Schoonbeek et al.,
2015), zemiaky (Boschi et al., 2017) a Medicago truncatula (Pfeilmeier et al., 2019).

2.2.1 Rozpoznavanie bakterialnych PAMP

V rastlinach sa pocas evolucie vyznamne rozsiril zoznam aktivnych PAMP ako aj zoznam
PRR (Boutrot a Zipfel, 2017; Tab. 1). Bi¢ik ma aj iné elicitorovo aktivne epitopy ako je
flg22 (Katsuragi et al., 2015). Jeden taky epitop prechadzajuci silnou selekciou proti
elicitorovej aktivite, nazyvany flgll-28, bol odhaleny popula¢nou genomickou $tidiou
u patogénu Pseudomonas syringae pv. tomato (Cai et al., 2011). V ryzi je bakterialna
virulencia ovplyvnena strukturalnymi rozdielmi bi¢ika (Katsuragi et al., 2015). Strata
bic¢ika z nekompatibilnych baktérii umoziuje ich mnoZenie v hostitel'skych rastlinach (Li
et al., 2005). Tieto objavy naznacujli, Ze rozpoznavanie bi¢ikov definuje kriticky
determinant interakciirastlin a baktérii a ze diverzifikacia PAMP ul'ah¢uje uniknutie pred
PTI. Podobne ako u bic¢ika, existujt aj zna¢né polymorfizmy v aktivnych miestach inak
vysoko konzervovanych proteinov patogénov (Vinatzer et al., 2014). Stredna oblast’ EF-
Tu sa, mimo elfl8, prekryva sinym elicitorovo aktivnym fragmentom EF-Tu
purifikovanym z baktérie Acidovorax avenae, ktory je rozpoznavany predovsetkym v ryzi
(Furukawa et al., 2014).

Peptidoglykany (angl. peptidoglycan — PGN) st zlozkou bunkovych stien vaésiny
baktérii. Ich fragmenty, muropeptidy, sa uvoliiuji v ddsledku remodelacie bunkove;j

steny pocas rastu baktérii. PGN teda sluZzia ako signaly naznaCujuce stav rastu baktérii
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V populéciach pre eukaryotickych hostitelov (Dworkin, 2014). Ich vnimanie vyvoldva
imunitné reakcie Arabidopsis (Gust et al., 2007) a ryze (Li et al., 2017). N-deacetylacia
PGN tlmi imunitnt odpoved’ a pomaha listérii unikntt’ imunite hostitel'a, pravdepodobne
znizenim vézby na receptory (Boneca et al., 2007). Vnimanie PGN je sprostredkované
proteinmi obsahujucimi LysM doménu (Kouzai et al., 2014). U Arabidopsis je
rozpoznavanie PGN sprostredkované proteinmi s LysM 1a 3 (angl. lysin-motif proteins
1a 3- LYM1/LYM3) (Willmannet al., 2011) a u ryze su to LYM4/LYM6 (Liu et al.,
2012a). Rozpoznavaju PGN a pravdepodobne posobia v komplexe s LysM receptorovou
kinazou (angl. LysM receptor kinase — CERK1) pocas bakterialnej rezistencie (Willmann
etal., 2011).

2.2.2 Rozpoznavanie hubovych PAMP

Chitin, linearny polymér B-(1,4) viazaného N-acetylglukozaminu (GIcNAc) a jeho
deacetylovany derivat chitosan, su hlavnymi zlozkami bunkovej steny hub a sti uznavané
ako PAMP u sirokej skaly rastlin (Boller a Felix, 2009; Saijo et al., 2018). Rozpoznavanie
chitinu vyzaduje LysM-RLK CERK1 (Shinyaet al., 2015). V ryzi sa OsCERK1 neviaze
na chitin priamo, ale je v receptorovom komplexe s LysM-RLP viazucim chitin (angl.
chitin elicitor binding protein — OsCEBIP) (Shimizu et al., 2010; Hayafune et al., 2014).
Okrem toho aj chitin viazuce LysM proteiny 4 a 6 ryze (angl. LysM proteins — OsLYP4
a OsLYP6) (Liu et al., 2012a) tiez heterodimerizuju s OSCERK1 (Kouzai et al., 2014).
V pripade A. thaliana sa CERKI1 viaze priamo na chitin, ¢im sprostredkovava imunitu
vyvolanu chitinom (Petutschnig et al., 2010; Liu et al., 2012b).

Xylanaza indukujica etylén (angl. ethylene-inducing xylanase — EIX) je
Vv rajéiakoch rozpoznavana prostrednictvom LRR-RLP Eix2 a Eix1 (Ron a Avni, 2004).
V reakcii na EIX indukuje receptor Eix2 obranné reakcie. Eix1 a Eix2 po aplikacii EIX
heterodimerizuji. AvSak Eix1 sposobuje Ciasto¢né utlmovanie Eix2. Receptor Eixl
funguje ako tzv. ,decoy“ receptor. Funkcia Eix1 receptora je uzitotna najma
z kratkodobého hl'adiska, ale nebrani v pripade potreby vyskytu obrannych reakcii. Bolo
dokdzané, Ze tieto reakcie su zavislé od interakcie s BRI1 asociovanou kindzou 1 (angl.
BRI1-associated receptor kinase 1 — BAK1), ktora viaze Eix1 ale nie Eix2 (Bar et al.,
2010). Hubové endopolygalakturonazy (PG) hydrolyzuju kyselinu polygalakturonovu,
hlavnu zlozku pektinu rastlinnej bunkovej steny, a tiez vykazuju elicitorovu aktivitu

(Zhang et al., 2014). Stadie prirodzenych variacii genomu odhalili u Arabidopsis LRR-
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RLP42, receptor odpovedajuci na pritomnost’ polygalakturonaz z Botrytis cinerea 1 (angl.
responsiveness to botrytis polygalacturonasesl — RBGP1), ktory rozpoznava niekol’ko
PG z B. cinerea a sprostredkovava rezistenciu indukovanu PG na Hyaloperonospora
arabidopsidis (Zhang et al., 2014).

2.2.3 Rozpoznavanie oomycétovych PAMP

Napriek intenzivnym §tdiam o oomycétach (riasovkach), ako je patogén neskorej plesne
zemiakovej Phytophthora infestans, st poznatky o receptoroch PAMP oomycét
Vv rastlinach stale obmedzené (Raaymakers a van den Ackerveken, 2016). Medzi PAMP
oomycét patria elicitiny (Derevnina et al., 2016), B-glukany (Fesel a Zuccaro, 2016),
sekre¢ny protein OPEL (Chang et al., 2015), eikosapolyénové kyseliny (angl.
eicosapolyenoic acids — EP) (Robinson a Bostock, 2015) a Pep-13 (Niirnberger et al.,
1994). Nedavno Wang et al. (2019) zistili, ze vnimanie Pep-13 nie je na rozdiel
od ostatnych znamych PAMP implikované prostrednictvom BAKI1 a receptorovou
kinazou somatickej embryogenézy 3 (angl. somatic embryogenesis receptor kinase —
SERK3). Endoglukanaza S$pecifickd na xyloglukan (angl. xyloglucan-specific
endoglucanase — XEG1) z Phytophthora infestans predstavuje faktor virulencie, ktory
degraduje B-glukan a xyloglukan. Taktiez poskytuje PAMP, ktory je rozpoznavany

mechanizmami zavislymina BAK1 (Ma et al., 2015).

Medzi PAMP oomycét patria hlavne elicitiny (~10kDa). Elicitiny st Struktirne
konzervované extracelularne proteiny v druhoch patogénov ako je Phytophthora
a Pythium (Derevninaetal., 2016). Phytophthora infestans obsahuje Sest’ génov elicitinu,
ktoré su konzervované medzi r6znymi kmenimi (Cooke et al., 2012). Du et al. (2015)
preukazali, ze RLP elicitinovej odpovede (angl. RLP of elicitin response — RLP-ELR)
zo Solanum microdontum sprostredkuvava extracelularne rozpoznanie elicitinovej
domény pochadzajice z druhu Phytophthora. Transformacia ELR z S. microdontum
do kultivovanych zemiakov viedlo k zvySenej odolnosti voc¢i Phytophthora infestans.
LRR-RLP85 (ELR) zo Solanum microdontum je nevyhnutny na rozpoznanie radu
elicitinov z roznych druhov oomycét, vratane INF1 z Phytophthora infestans (Du et al.,
2015). ELR podlieha ligandom indukovanej asociacii s BAK1/SERK3 typu RLK.
V Nicotiana benthamiana st BAK1/SERK3 a supresor receptoru interagujuceho s BAK1
(angl. suppressor of BIR1 — SOBIR1; angl. BAK1-interacting RLK — BIR1) potrebné

pre vyvolanie bunkovej smrti vplyvom elicitinu, ¢o naznaCuje mozné zapojenie
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komplexu ELR-BAK1-SOBIR1 do vnimania elicitinu a indukcie naslednej signalizacie
(Peng et al., 2015).

2.3 Potlacanie primarnej imunitnej odpovede rastlin

Patogény rastlin stt schopné narusit’ alebo potlacit bazalnu obranu aktivovanu primarnym
imunitnym systémom. Na potlac¢enie vnimania PRR vyuzivaja efektory (Xinetal., 2018).
Patogény produkuju efektory na potlacenie PTI a spdsobuju efektorom vyvolanu citlivost
(angl. effector-triggered susceptibility — ETS) (Jones a Dangl, 2006). U rezistentnych
hostitelov je ETI iniciovand intraceluldrnym rozpozndvanim patogénnych efektorov
(Dangl et al., 2013; Win et al., 2012). Akonahle st vo vnutri hostitel'skej rastliny,
patogény proliferuji v apoplaste (intraceluldrne priestory rastlin), odkial’ absorbuju
ziviny. Tu patogény pomocou sekre¢ného systému typu III (angl. type three secretion
system —T3SS) obvykle injektuju do rastlinnych buniek tzv. efektory typu Il (angl. type
three secretion effectors— T3SE) (Rocafort et al., 2020). Vylucované T3SE zvysuju mieru
patogenézy naruSenim normalnych fyziologickych a biochemickych procesov rastlin
(Marshall et al., 2011). Bez funkéného T3SS nie st schopné translokovat’ efektory
do hostitel'skych buniek (Tseytin et al., 2018b).

Jeden z najlepsie Studovanych arzendlov T3SE nesie rastlinné patogénna baktéria
Pseudomonas syringae (Mansfield et al., 2012). Bakterialny rastlinny patogén
Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) DC3000 pouziva T3SS na injekciu 29 T3SE
a stal sa modelom skimania funkcnej Struktiry efektorovych repertoarov a sucasného
sondovania Struktary imunitného systému rastlin (Xin a He, 2013). Pst DC3000 je
experimentalne atraktivny, pretoze moze byt’ patogénny na troch modelovych rastlinach:
Arabidopsis, rajéiak a Nicotiana benthamiana. Stadie s Pst DC3000 naznaluju,
ze repertodr  obsahuje  najmenej dve  redundantné  efektorové  skupiny
s komplementarnymi funkciami: HopM1 a AvrEl (a pravdepodobne aj jeho paraldg,
HopR1) redundantne podporuju tzv. ,,water-soaking™ kedy sa v apoplaste akumuluje
vy$$i ako normalny obsah vody, ¢o podporuje rast baktérii (Kvitko etal., 2009; Xin et al.,
2016). Zatial’ ¢o AvrPto a AvrPtoB redundantne potlacaja PTI, ktora je vyvolana flg22
prostrednictvom receptora FLS2 (Martin, 2012). Okrem dodania takmer 30 T3SE
produkuje Pst koronatin, rozsiahle $tudovany fytotoxin, analdég kyseliny jasmonovej
(angl. jasmonicacid —JA), ktory potlaca obranné reakcie vyvolané kyselinou salicylovou

(angl. salicylicacid — SA; Geng et al., 2014).
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2.4 Proteiny spojené s obranou voci patogénom

Proteiny spojené s rastlinnou patogenézou zahfnaju velku rodinu proteinov hojne
zastupenych v rastlinach (angl. pathogenesis related proteins — PR proteins; Ali et al.,
2018). PR proteiny st indukované roznymi typmi patogénov (Ray et al., 2016). Niektoré
z génov kodujucich PR proteiny su exprimované aj v reakcii na abioticky stres, napr.
sucho (Gregorova etal., 2015), tazké kovy (Galusova et al., 2015), zvysena salinita (Han
et al., 2017) a chlad (Zielinski et al., 2021). Rastlinné PR proteiny boli najskor
identifikované v tabaku infikovanom virusom tabakovej mozaiky (Van Loon a Van
Kammen 1970). Neskor boli tieto proteiny popisané u mnohych d’al§ich rastlin ako napr.
ryza (Hou et al., 2012), so6ja (Xu et al., 2014) a Brassica juncea (Ali et al., 2017a).
Vykazujui spolo¢né biochemické vlastnosti, ktoré st nevyhnutné pri vystaveni rastliny
patogénnym infekcidm alebo neZiaducemu stresu. St to vSeobecne nizkomolekulérne
proteiny vrozmedzi 6 az 43 kDa, stabilné pri nizkom pH (<3) a st rezistentné na proteazy,
¢o im poskytuje stabilitu v prostredi vakuol, medzibunkovych priestorov alebo na
povrchu bunkovej steny (Van Loon et al., 1994). PR proteiny maji podobné funkcie, ale
v zavislosti od ich izoelektrickych bodov to mézu byt kyslé alebo zésadité proteiny.
Vicsina kyslych PR proteinov sa vylu€uje v extracelularnych priestoroch, zatial' ¢o
bazické PR proteiny sa nachadzaju predovsetkym vo vakuole vd’aka signalnemu peptidu
na C-konci (Ali et al., 2018). Takato lokalizacia v§ak nemdze byt zov§eobecnena pre
vSetky PR proteiny. Najhojnejsi vyskyt PR proteinov je v listoch. AvSak mozu sa
vyskytovat’ takmer vo vSetkych rastlinnych organoch vratane stoniek, korenov a kvetov.
Kyslé PR su zvycajne regulované roznymi signalnymi molekulami, ako je SA (Sinha et
al., 2014) a ROS (Chamnongpol et al., 1998), zatial' co zasadité PR maji zvysenu
regulaciu vplyvom plynnych fytohormoénov etylénom a metyljasmonatom (Xu et al.
1994) pocas Utoku patogénov. Na zédklade molekuldrnej hmotnosti, izoelektrického bodu,
lokalizacie a biologickej aktivity boli proteiny PR kategorizované do 17 rodin (Tab. 1)
(Sels et al., 2008), vratane B-1,3-glukanaz, chitinaz, proteinov podobnych taumatinu,
peroxidaz, ribozom-inaktivacnych proteinov, tioninov, lipidovych prenosovych

proteinov, oxalat oxidazy a proteinom podobnych oxalat-oxidaze.

17



Tabulka 1. Klasifikacia, vlastnosti a zdroje PR-proteinov izolovanych z réznych rastlinnych
druhov (prevzané z Sels et al., 2008).

PR- Databazové ¢islo génu R . . .
Proteiny (NCBI) Vlastnost’/funkcia Povod Zdroj
PR1 Y00707 Antifungilnafunkcia | N.tabacum | Amonwetal,
(1980)
PR2 M59443.1 B-1,3-glukandz N. tabacum | AMonwetal.
' o8 Y ' (1980)
Chitinazy
PR3 X77111.1 Triedy I, 11, IV, V, N. tabacum V?lng'ég‘)m
VILVII
Chitindzy Van Loon
PR4 NW_015888419.1 Triedy LI N. tabacum (1982)
PR5 NW_015793016 Taumatinu-podobné | oo cum Van Loon
proteiny (1982)
o, . Green and
PR6 NW_004196001.1 Proteindzové inhibitory | S.lycopersicum Ryan(1972)
Veraand
PR7 NC_015445.2 Endoproteinazy S. lycopersicum Conejero
(1988)
Chitinadzy Cucumis Metraux et al.,
PR8 NC_026660.1
- Trieda lll sativus (1988)
1 Lagrimini et
PR9 EC1.11.1.7 Peroxidazy N. tabacum al., (1987)
PR10 NC_026940.1 Rlbonukleaza’m-podobne Petrqsellnum Somssich et
proteiny crispum al., (1986)
. Chitinazy Melcherset
PR11 0i|899342 Triedy | N. tabacum al., (1994)
, Raphanus Terrasetal.,
PR12 NC_025209.1 Defenziny raphanistrum (1995)
. ., . Eppleetal.,
PR13 0i|1181531 Tioniny A. thaliana (1995)
. Lipidovy-prenosovy Garcia-Olmedo
PR14 0i|1045201 protein H. vulgare etal., (1995)
: e, Zhangetal.,
PR15 0i|2266668 Oxalat oxidaza H. vulgare (1995)
. Proteiny podobné oxalat Weietal.,
PR16 0il1070358 oxidine H. vulgare (1998)
Antifungalne Okushima et
PRL7 - a antivirdlne funkcie N. tabacum al., (2000)

Pri biotickych stresoch, ako st napr. patogénne infekcie a utoky hmyzu (Bhattarai
et al., 2007) je aktivna taktiez rodina HSP. HSP sa nachadzaju hlavne v cytoplazme
a podielaju sa na prenose bunkovych signalov do jadra za stresovych podmienok.
Spomedzi HSP su funkcie HSP90 v imunite rastlin doposial’ najleps$ie charakterizované.
HSP90 moéze priamo interagovat’ s R proteinmi a mnohymi jeho substratmi su kinazy

a transkripéné faktory, ktoré aktivuju obranné reakcie (Breiman, 2014). Dalimi
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proteinmi z rodiny st HSP70, predstavujice jednu z najviac konzervovanych tried HSP.
HSP70 mé v mikrobialnej patogenéze rozne funkcie. HSP70 pozitivne reguluje virusova
reprodukciu a pohyb, ¢o nakoniec podporuje infekciu (Hafren et al., 2010). Bolo
dokazané, ze obalovy protein (angl. coat protein — CP) zemiakového virusu A interaguje
s HSP70 N. tabacum, ¢o je dolezité pre virusovu infekciu (Hafren et al., 2010). Podobne
aj efektor Hopll z Pseudomonas syringae vyuziva HSP70, ktory je nevyhnutny pre jeho
virulenciu. Viaze sa na neho priamo C-terminalnou doménou a stimuluje aktivitu
hydrolyzy ATP. Pri vysokej teplote je Hopll nepotrebny pre patogenitu P. syringae,
pokial nie je zaisteny nadbytok HSP70. Hypotézou je, ze HSP70 ma aktivity podporujice
obranu, ktoré moéze naruSit Hopll alebo vysoka teplota. ZvySena citlivost’ rastlin
zbavenych HSP70 na nepatogénne kmene P. syringae potvrdzuje ulohu HSP70
pri podpore obrany (Jelenska et al., 2010).

2.4.1 Chitinazy

Chitinazy a B-1,3-glukanazy st dva dolezité hydrolytické enzymy, ktoré sa hromadia
v mnohych druhoch rastlin po infikovani roznymi typmi patogénov. Tieto hydrolytické
enzymy zohravaju hlavni ulohu v obrannej reakcii proti hubovym patogénom
degradaciou ich bunkovej steny, pretoze chitina B-1,3-glukan st hlavnymi Struktarnymi
zlozkami bunkovych stien mnohych patogénnych hub (Nagpure et al., 2013,
Ravichandran et al., 2018).

Chitin je prirodny homopolymér B-1,4-viazanych zvyskov N-acetylglukozaminu
(Collinge et al., 1993). Chitinazy (EC 3.2.1.14) katalyzuju hydrolytické Stiepenie B-1,4-
N-acetyl-D glukozaminu (Cohen-Kupiec a Chet 1998; Jitonnom et al., 2011) a tiez
hydrolyzuju deacetylovanu formu chitinu, ktory sa oznacuje ako chitosan (Tanabe et al.,
2000). Chitinazy travia chitosanovy polysacharidovy retazec na rezidualnych zvyskoch
acetylovaného cukru (Tanabe et al., 2000). Aj ked skutoény substrat pre chitinazy
Vv rastlinach nie je znadmy, predpokladéd sa, Ze tieto enzymy rozkladaju neSpecifické
arabinogalaktanové proteiny (AGP) obsahujice N-acetylglukozamin (Kasprzewska,
2003), ktoré sa podielaju na biologickych procesoch, ako je somaticka alebo

mikrosporova embryogenéza (Pereira et al., 2016).

Bakterialne chitindzy sa podiel'aju hlavne na odburavani chitinu v prostredi, ktory
poskytuje bunkam vyzivu uhlikom a dusikom (Cohen-Kupiec a Chet, 1998; Patil et al.,

2000). Uvolnené latky po Stiepeni mozu potom posobit’ ako induktory obrannych reakcii
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rastlin (Fesel a Zuccaro, 2016). Chitinazy, ktoré st indukované v reakcii na napadnutie
patogénmi Studované napr. u kukurice (Ray et al., 2016) a raj¢iaka (Solimanetal., 2019),
patria medzi PR proteiny a ich izoformy st oznacované ako PR3, PR4, PR8 a PR11
(Kasprzewska 2003). Ukazalo sa, ze inhibujurast patogénov (Ray etal., 2016) a expresia
niektorych chitindzovych génov zvySuje odolnost’ voc¢i patogénom V transgénnej soji
(Yang et al., 2020), tabaku a kukurici (Liu et al., 2020) ba dokonca aj v jablkach (Wang
etal., 2021).

Charakteristickou katalytickou doménou v chitindzach je glykozylhydroldzova
doména (Li a Greene, 2010). Podl'a databazy pre enzymy aktivne voci sacharidom (angl.
database of carbohydrate-active enzymes — CAZy; http://www.cazy.org) tvoria chitinazy
dve rodiny glykozidhydrolaz (angl. glycoside hydrolase families — GH) GH18 a GH19,
so vzajomne odlisnou Strukturou a katalytickym mechanizmom. Rodina chitinaz GH19
sa nachadza najmé v rastlinach. Hlavne na zaklade zloZenia aminokyselin su rastlinné
chitinazy rozdelené do piatich tried (Neuhaus, 1999). Triedy I, Il a IV patria do rodiny
GH19, zatial’ ¢o Il a V do rodiny GH18. Gény kodujuce tieto enzymy modzu byt
exprimované v rastlinaich konstitutivne (Colligne et al., 1993) alebo moézu byt
indukované pri patogénnej infekcii (Zur et al., 2013), nizkej teplote (Zielinski et al.,
2021), etylénom (Zhong et al., 2002), suchom (Gregova et al., 2015), tazkymi kovmi
(Meszaros et al., 2014) alebo osmotickym stresom (Cao et al., 2019). Objavilasa aj stadia
od Kim et al. (2015), kde zistili, ze sa chitinazy zacastiiuji programovanej bunkovej
smrti. Konkrétne je to chitinaza 4 pochadzajica z papriky (CaChitIV), ktora interaguje
s receptorom podobnou cytoplazmatickou proteinkinazou papriky (CaPIK1) a podporuje
CaPIK1-sptastanti bunkova smrt’ a obranné reakcie vo¢i Xanthomonas campestris pv.

vesicatoria.

2.5 Uloha mitogénom aktivovanych proteinkinaz v rastlinnej imunite

Rozpoznavanie PAMP alebo patogénnych efektorovych proteinov spusta u rastlin
niekol’ko skorych obrannych reakcii, ktoré zahfnaji zmeny toku vapnika, aktivaciu
niekol’kych mitogénom aktivovanych proteinkinaz (angl. mitogen-activated protein
kinases — MAPKs) MAPK, produkciu ROS a indukciu biosyntézy etylénu (Obr. 2). Skoré
reakcie sa podielaji na signalizacii a vedi k indukcii strednodobych a neskorych
obrannych reakcii, vratane posiliiovania bunkovej steny (Rani et al., 2015), biosyntézy
fytoalexinov (Yang et al., 2020) a indukcie HR (Balint-Kurti, 2019). Tieto obranné

reakcie su regulované komplexnou signaliza¢nou sietou, sprostredkovanou MAPK
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kaskddami indukovanymi po rozpoznani patogénov rastlinnymi PRR alebo
intracelularnymi R proteinmi (Obr. 2). Prostrednictvom fosforylacie cielovych proteinov
vratane transkripnych faktorov a enzymov ovplyviiuja MAPK syntézu a/alebo
signalizaciu obrannych hormoénov (Meng et al., 2018), aktivaciu obrannych génov (Son
et al., 2020) a uzatvaranie prieduchov (Khokon et al., 2017). Okrem tychto lokalnych
reakcii sau neinfikovanych Casti rastliny zvy€ajne vyvinie systémov0 ziskana rezistencia,
ktora sa prejavi ako zvySena odolnost’ vo¢i buducemu napadnutiu patogénom (Fu et al.,

2013).
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Obr. 2. Rastlinné MAPK kaskady v signalizacii PAMP a v obrannych reakciach vyvolanych
efektorom. PRR rozpoznévaju samotné PAMP odvodené od patogénu a spustaji PTI. Patogény
pouzivajui efektory na potlacenie imunity rastlin. Rastliny vyuzivaji proteiny rezistentcie (R) na
snimanie pritomnosti tychto efektorov, ¢o spusta ETI. Aktivacia MAPK kaskad reagujucich na
patogény je jednou z prvych signalizacnych udalosti v PTI a ETI. Patogény vyuzivaju efektory
na inaktivaciu MAPK kaskad priamo alebo na potlacenie signalizacie nadradenych signalnych
zloziek. Proteinové fosfatazy, ktoré mézu defosforylovat’ a inaktivovat MAPK, st tiez dolezité
pri regulacii rozsahu, trvania a fyziologickych vysledkov aktivacie MAPK. Otazniky oznacuju
neidentifikované signalizaéné komponenty. Jedna Sipka mdze oznacovat’ viac krokov. Skratky:
NB-LRRs, proteiny bohaté na leucin s nukleotidovym vézbovym miestom; NO, oxid dusnaty;
OG, oligogalakturonové kyseliny; WAK, kinazy spojené s bunkovou stenou (prevzané a upravené
z Meng a Zhang, 2013).
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Aktivacia MAPK je jednou z prvych signaliza¢nych udalosti po tom, €o rastlina
zaznamena napadnutie patogénom (Pitzschke et al., 2009; Tena et al., 2011). Aktivacia
MAPK sa uskuto¢fiuje ich nadradenymi kindzami, MAPK kindazami (MAPKK), tieZ
znamymi ako MAPK a ERK kinazy (MEK), fosforylaciou Thra Tyr zvysku v Thr-X-Tyr
aktivatnom motive MAPK (Taj et al., 2010). MAPKK st zase regulované ich
nadradenymi kinazami, MAPKK kindzami alebo MEK kindzami (MAPKKKs alebo
MEKKSs) prostrednictvom fosforylacie dvoch zvySkov Ser/Thr v  motive
Ser/Thr-X;-s-Ser/Thr aktiva¢nej slucky MAPKK (Rodriguez et al., 2010). Trojkinazové
kaskady, zname ako MAPK kaskady, su dolezité signalizatné moduly, ktoré
prostrednictvom postupnej fosforylacie mozu prenasat’ a zosilfiovat’ signaly na ndsledné

proteiny a aktivovat’ expresiu génov rezistencie (Hamel et al., 2006).

V bunke je viac zastupcov kazdej z troch trovni kinazovej kaskady, ktoré
prispievaju k Specifickosti prenaSaného signalu. Kaskady MAPK hraja dolezita ulohu
pri sprostredkovani bunkovej diferenciacie, vyvoja buniek, hormonalnej aktivity a reakcii
na abioticky a bioticky stres (Komis et al., 2018). Geneticka manipulacia MAPK méoze

zvysit toleranciu vo¢i mnohym stresom u kultirnych rastlin (Samajova et al., 2013).

2.5.1 Rastlinné MAPK kaskady

Mitogénom aktivované proteinkindzy st sicastou mnohych vzajomne sa prelinajicich
signalnych drah v stresovej odpovedi u rastlin, vratane ochrany proti mikrobialnym
patogénom (Bigeard et al., 2015). V genome Arabidopsis bolo na zaklade sekvenénej
homologie objavenych 20 MAPK, 10 MAPKK a priblizne 60 MAPKKK (Ichimura et al.,
2002). Podobny rozsah génov, ktoré koduju zlozky MAPK kaskad, sa naSiel aj v inych
osekvenovanych rastlinnych genomoch, vratane ryze (Wankhede et al., 2013), ja¢mena
(Kienek et al., 2015; Cui et al., 2019), kukurice (Liu et al., 2013) a travy Brachypodium
distachyon (Feng et al., 2016).

2.5.1.1 Podskupiny rastlinnych MAPK

Rastlinné MAPK maja bud’ aktivaény motiv Thr-Glu-Tyr (TEY), podobny cicavéej
podrodine ERK MAPK, alebo aktivacny motiv Thr-Asp-Tyr (TDY), ktory je pre rastlinné
MAPK jedine¢ny. Na zaklade podobnosti sekvencii mozno rastlinné TEY MAPK
rozdelit’ do troch skupin (A, B a C), zatial’ ¢o TDY MAPK tvoria vzdialenej$iu skupinu
(D) (Hamel et al., 2006). Do skupiny A patria MPK3 a MPKG6 z Arabidopsis a tiez ich

ortology v inych rastlinnych druhoch, ako je napr. stresom aktivovanda MAPK (angl.
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stress-activated MAP kinase — SAMK) a sol'ou indukovana MAPK lucerny (angl. salt-
induced MAP kinase — SIMK; Cardinale et al., 2000; Hrbackova et al., 2021),
proteinkinaza indukovana kyselinou salicilovou z tabaku (angl. SA-induced protein
kinase — SIPK) a poranenim indukovana proteinkinaza (angl. wounding-induced protein
kinase — WIPK; Ogata et al., 2016) a MPK3 a MPKG6 z ryze (Rao et al., 2010; Yamada et
al., 2017). Tieto MAPK sa podiel'ajiina odpovediach rastlin na biotické a abiotické stresy
a tieZ sa podiel'aju na raste a vyvoji (Komis et al., 2018). MAPK skupiny B predstavuju
MPK4 a MPK11 z Arabidopsis podiel'ajice sa na obrane proti patogénom a reakciach na
abioticky stres (Bethke et al., 2012). Hrajt tieZ zasadnu ulohu pri deleni buniek (Beck et
al., 2011). Funkcie MAPK v skupinach C a D st menej jasné.

2.6 Aktivacia MAPK vyvolana PAMP

Kaskady rastlinnych MAPK hraja ustredné ulohy v signalnej drahe PTI, kde prevadzaja
signaly z PRR na nasledné komponenty (Chisholm et al., 2006).

Flg22 aj elfl8 mozu indukovat zvySenu, ale prechodnu aktivaciu MAPK
v Arabidopsis, vratane MPK3, MPK6, MPK4 a MPK11 (Asai et al., 2002; Bethke et al.,
2012). Po stimulécii pomocou PAMP tvoria FLS2 aj EFR heterodiméry s BAK1 (Couto
a Zipfel, 2016). Chybajuca expresia BAK1 v mutantoch Arabidopsis vedie k vyraznému
zniZeniu aktivacie MPK3, MPK6 vyvolanej flg22 a elf18 (Heese et al., 2007). Zaroven
bolo zistené, ze kinaza podobna BAK1 (angl. BAK1-LIKE1 — BKK1), je tiez potrebna
na flg22 a elf19-indukovant aktivaciu MAPK. Predpoklada sa, ze pri signalizacii PAMP
spolupracuje BKK1 s BAK1 (Roux et al., 2011). Jednym z potencialnych regulatorov
smerom od komplexu FLS2-BAKI1 je cytoplazmaticka kinaza BIK1, ktora interaguje
s komplexom FLS2-BAK1 (Obr. 2). V stcasnosti su zname niektoré komponenty
spajajtice receptorové komplexy a MAPK kaskady. V stadii od Bi et al. (2018) zistili, ze
dva vysoko pribuzné MAPKKK, MAPKKK3 a MAPKKKS, sprostredkovavajt aktivaciu
MPK3/6 najmenej Styrmi PRR z rodiny receptorovych cytoplazmatickych kinaz VII
(angl. receptor-like cytoplasmic kinases — RLCK VII) a poskytuju rezistenciu voci Pst
DC3000 a B. cinerea v Arabidopsis thaliana. RLCK VII, ktoré pdsobia za PRR, priamo
fosforylujt MAPKKKS, ¢o je potrebné na aktivaciu MPK3/6 prostrednictvom PAMP
ako su flg22, chitin alebo elf18. MPK6 prekvapivo spitne fosforyluje MAPKKKS kvoli
zvyseniu aktivacie MPK3/6, ¢o ukazuje na mechanizmus pozitivnej spatnej véazby. Zistili
tiez, Zze prostrednictvom RLCK VII je fosforylovana aj MEKK1, ¢o je potrebné
na aktivaciu  MPK4 prostrednictvom PAMP. Tieto objavy ilustrujii centralne
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mechanizmy, pomocou ktorych viac PRR aktivuje kaskddy MAPK a odolnost’ voci

chorobam.

Po vnimani flg22 sa v Arabidopsis aktivuju dve MAPK kaskady. Prva kaskada sa
sklada z MKKK3/5-MKK4/5-MPK3/6 (Asai et al., 2002). Druha kaskada MAPK
aktivovana flg22 sa sklada z MEKK1-MKK1/MKK2-MPK4 (Qiu et al., 2008; Kong et
al., 2012). Kaskada MPK3/MPKG®6 je pozitivnym regulatorom obrannych reakcii (Tena et
al., 2011; Rodriguez et al., 2010). MPK3/MPKG®6 reguluju expresiu vel'mi podobnej sady
génov, Co naznacuje, ze tieto MAPK su konvergenénymi bodmi signalizicie PAMP
(Zipfel et al., 2006). U Arabidopsis st MPK3 a MPK6 aktivované okrem flg22 napr.
aj chitinom (Yamaguchi et al., 2017) aelf18 (Sun et al., 2018). Aktivaciu MAPK
v Arabidopsis tiez spastaju d’alsie PAMP, ako napriklad protein harpin z mnohych
rastlinnych patogénnych baktérii (Desikan et al., 2001) a peptidy indukované nekr6zou
a etylénom (angl. necrosis- and ethylene-inducing peptide — Nepl) z réznych oomycét
(Qutob et al., 2006).

Cheng et al. (2015) dokazali, Ze receptor pre proteiny aktivovanej kinazy C 1
(RACK1) z Arabidopsis, funguje ako protein viazici MAPK kaskadu MEKK1-MKK5-
MPK3/MPK6 aspaja ju snadradenym heterotrimérnym G proteinom. Vnimanie
elicitorov, ako je proteaza IV z Pseudomonas aeruginosa a ArgC z Xanthomonas
campestris, neznamym receptorom vedie k uvolneniu kaskddy MEKKI-MKK5-
MPK3/MPK6 z komplexu s RACK1 anaslednému spust’aniu imunitnej odpovede rastlin
(Cheng et al., 2015). RACKI je protein, ktory ma sedem tzv. ,,WD" opakujtcich sa
motivov so Struktirou B-vrtule, ktord udel’'uje schopnost protein-proteinej interakcie (Ron
et al.,, 1994, Ullah et al., 2008). RACKI1 vykazuje vysokt sekvenciu a Strukturnu
podobnost’ medzi roznymi rastlinnymi druhmi vratane ryze (Iwasaki et al., 1995), lucerny
(McKhann et al., 1997) a Arabidopsis (Chen et al., 2006). U Arabidopsis ma RACKI1 tri
izoformy kodované génmi RACK1A, RACK1B a RACK1C (Chen et al., 2006). Mutanti
Arabidopsis deficitné v RACKI1A vykazuji znizent rychlost’ tvorby listov ruzice,
pozmeneny vyvoj vyhonkov a oneskorené kvitnutie (Chen et al., 2006), ¢o naznacuje
vyvojové funkcie RACKI1A. Tieto fenotypové defekty st vyraznej$ie u dvojitych
mutantov rackla/racklb a rackla/racklc. Trojity mutant Arabidopsis rackla/b/c nie je
schopny prezitia, ¢o naznacuje nerovnaki redundanciu medzi génmi RACKI1 pri regulécii
vyvojarastlin (Guo a Chen, 2008). Pocas kli¢enia semien su mutanty rackla menej citlivé

na kyselinu giberelinovi a brasinolid, ale viac reaguji na oSetrenie kyselinou abscisovou
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(angl. abscisic acid — ABA). Okrem toho mutanty rackla produkujii menej bo¢nych

korenov po exogénnom pridani auxinu v porovnani s divym typom (Chen et al., 2006).

2.7 Aktivacia MAPK vyvolana efektorom

Arabidopsis MPK3 a MPKG6 su tiez zapojené do ETI (Tsuda et al., 2009). Infekcia tabaku
pomocou Pst DC3000 nesucou efektor AvrRpt2 spustila ovela rychlejSiu aktivaciu
MPKG6 a MPK3 v porovnani s osetrenim Pst DC3000 nenesticou efector (Underwood et
al., 2007). Bolo zistené, ze mutacie v dvoch MAPK fosfatazach, MAPK fosfataze 1
a protein tyrozin fosfatdze 1 (MKP1 a PTP1), ktoré negativne regulujut MPK3/MPKS6,
vedu ku konstitutivnej obrannej odpovedi zavislej od R proteinu, supresoru nprl-1 (angl.

Suppressor of nprl-1, Constitutive 1 — SNC1; Bartels et al., 2009).

Povodne bola MPK4 kaskada povazovana za drahu, ktord negativne ovplyviuje
obranné reakcie pretoze mutanti Arabidopsis mpk4 vykazuju zvysenu expresiu obrannych
génov a tiez rezistenciu voci patogénom a trpasliciu morfolégiou. Avsak bolo zistené, ze
tieto prejavy su sposobené autoimunitou (Ichimura et al., 2006; Qiu et al., 2008). Zhang
et al. (2012) zistili, Ze autoimunitné odpovede u mutantov kaskady MPK4 st spdsobené
aktivaciou ETI sprostredkovanou NB-LRR proteinom nazvanym SUMM2 (angl.
suppressor of mkkl mkk2 2). Mutacie v SUMM2 takmer uplne potlacajt autoimunitné
fenotypy u mutantov mpk4, mkkl/mkk2 a mekkl. Vo vysledku bolo navrhnuté, aby
kaskada MPK4 bola oznacend ako ,,strazca* SUMM?2. MPK4 za beznych podmienok
fosforyluje SUMM?2, ktory je neaktivny. Pri napadnuti patogénom HopAll efektor
blokuje aktivitu MPK4. SUMM2 v takomto pripade nie je fosforylovana a sptsta
obranné reakcie, vratane tvorby ROS (Zhang etal., 2012). Okrem toho geneticky skrining
identifikoval MEKK2 (povodne SUMMI1), MAPKKK zdielajiicu vysoku homologiu
s MEKK 1. MEKK?2 je zékladny komponent spajajiici aktivaciu MPK4 s SUMM?2. Dalgie
genetické a biochemické $tudie naznacuju, Ze MPK4 negativne reguluje MEKK2,
pravdepodobne priamou fosforylaciou, a aktivaicia MEKK2 v mpk4 mutantoch sptsta

ETI sprostredkovanu SUMM?2 (Obr. 2; Kong et al., 2012).

2.8 Uloha MAPK v aktivacii PR génov u rastlin

Aktivacia MPK3/MPK6 u Arabidopsis alebo SIPK/WIPK u tabaku indukuje mnoho
génov suvisiacich s obranou (Ishihama et al., 2011; Su et al., 2011). Okrem kontroly
expresie obrannych génov prostrednictvom modulacie biosyntézy hormodnov

a signalizdcie moézu MAPK aktivovat' expresiu obrannych génov prostrednictvom
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priamej fosforylacie podradenych transkripénych faktorov. U Arabidopsis, MPK6
interaguje a fosforyluje ERF104, ¢lena rodiny etylénovych faktorov odozvy (angl.
ethylene response factor — ERF), ktory aktivuje gény DEFENZIN 1.2a a1.2b (angl.
PLANT DEFENSIN — PDF1.2a a PDF1.2b; Obr. 2; Bethke et al., 2009). Interakcia
MPK6 s ERF104 je len docasna a ERF104 je z interakcie uvolneny hned’ po aktivacii
MPK®6 (Bethke et al., 2009). Taktiez bol identifikovany ERF6, d’alsi ¢len rodiny ERF
u Arabidopsis, ako substrat MPK3/MPK6. Fosforylacia ERF6 pomocou MPK3/MPK6
vedie k stabilizacii proteinu ERF6, ktory d’alej aktivuje expresiu viacerych génov
suvisiacich s obranou, vratane PDF1.1, PDF1.2a, PDF1.2b, ENDOCHITINAZY B a HEL
(angl. HEVEIN LIKE PROTEIN; Meng et al., 2013). Transkipéné faktory VIP1 su
fosforylované prostrednictvom MPK3, ¢o nasledne vedie k translokacii VIP1

z cytoplazmy do jadra a aktivacii PR1 (Djamei et al., 2007).

V reakcii na napadnutie patogénom je produkcia nizkomolekularnych
antimikrobidlnych zltéenin znamych ako fytoalexiny ddlezitou sucast’ou obrany rastlin
(Yang et al., 2020). Rozne ¢elade rastlin produkuju rozne triedy fytoalexinov (Dixon,
2001). Kamalexin (3-tiazol-20-yl-indol) je hlavny fytoalexin produkovany u zastupcov
rodu Arabidopsis a pribuznych druhoch Brassicaceae (Ahuja et al., 2012). Produkciu
kamalexinu moézu v Arabidopsis vyvolat rozne patogény ako napr. Sclerotinia
sclerotiorum (Stotzet al., 2011) a Colletotrichumgloeosporioides (Hirumaet al., 2013).
Dokazy naznacuju, ze MAPK hraja kI'aicovl ulohu v regulacii biosyntézy kamalexinu.
Expresia konstitutivne aktivnych variant MKK4 (MKK4PP) a MKK5 (MKK5PP), ktoré
aktivuju MPK3/MPK6 u Arabidopsis, vedie k indukcii biosyntézy kamalexinu
a koordinovanej pozitivnej regulacii viacerych génov, vratane GLUTAMAT-CYSTEIN
LIGAZY, INDOLEACETALDOXIM DEHYDRATAZY a KAMALEXIN SYNTAZY (PAD2,
CYP71A13 a PAD3), ktoré pdsobia v biosyntetickej drahe kamalexinu (Ren et al., 2008;
Mao et al., 2011).

Aktivacia MPK3/MPKG6 fosforyluju WRKY33, ktory je dolezity pre biosyntézu
kamalexinu (Obr. 3; Mao et al., 2011; Zhou et al., 2020). Vizba WRKY33 na promotor
PAD3 génu naznacuje, ze WRKY33 priamo aktivuje expresiu génov pre biosyntézu
kamalexinu (Mao et al., 2011). Je zaujimavé, ze MPK3/MPK6 tiez riadia patogénom
indukovatel'ni expresiu génu WRKY33. WRKY33 sa mdze viazat' na svoj vlastny

prométor, €o naznacuje potencidlnu regulacnu spitni vidzbu sprostredkovanu

MPK3/MPKG®6, ktora riadi expresiu WRKY33 (Mao et al., 2011). Tato dvojaroviiova
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Obr. 3. Rastlinné mitogénom aktivované proteinkindzové (MAPK) kaskddy v regulacii
biosyntézy a signalizacie rastlinnych obrannych horménov. MAPK reagujuce na patogén sa
podiel’aju na indukcii biosyntézy rastlinnych horménov vratane etylénu, kyseliny salicylovej
(SA), kyseliny jasmonovej (JA) a oxidu dusnatého (NO), ktoré st sekundarnymi signalnymi
molekulami obrannych reakcii rastlin. MAPK st tiez zapojené do signaliza¢nych drah SA a JA.
Otazniky oznacuji nezname komponenty. Jedna Sipka moze oznacovat’ viac krokov (prevzané
a upravené z Meng a Zhang, 2013).

regulacia WRKY33 prostrednictvom MPK3/MPK6 na posttranslacnej a transkripcnej

urovni hra dolezita Glohu pri regulacii biosyntézy kamalexinu u Arabidopsis.

WRKY33 riadi produkciu kamalexinu aj prostrednictvom interakcie s MPK4
(Obr. 2; Qiu etal., 2008). WRKY33 vytvara jadrovy komplex s MPK4 a jeho substratom
MKS1 (angl. MPK4 substrate 1). Predpoklada sa, ze fosforylacia MKS1 pomocou MPK4
v reakcii na flg22 alebo bakteridlnu infekciu vedie k uvolneniu komplexu MKSI -

WRKY33 z MPK4, ktory nasledne aktivuje expresiu PAD3 (Mao et al., 2011).

Etylén je dolezity rastlinny hormoén. Biosyntetickd draha etylénu je podrobne
popisana uz viac ako dve desatrocia. V biosyntéze etylénu st ddlezité dva enzymatické
kroky: premena metabolického prekurzora S-adenosyl-metioninu, na kyselinu 1-
aminocyklopropan-1-karboxylovia (ACC) pomocou ACC syntazy (ACS) a oxidacné
Stiepenie ACC za vzniku etylénu pomocou ACC oxidazy (ACO) (Wang et al., 2002; Sun
et al., 2017). ERF su jednou z niekol’kych rodin transkripénych faktorov $pecifickych
pre rastliny (Riechmann et al., 2000). Nedavne Studie odhalili, ze ERF st kIi¢ovymi

regulatormi v reakciach rastlin na abioticky stres ako je chlad (Boltet al., 2017), zvysena
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salinita (Yao et al., 2016) a bioticky stres akym je napr. napadnutie patogénom Botrytis
cinerea (Catinotet al., 2015).

SIPK/WIPK v tabaku a MPK3/MPK6 u Arabidopsis, hraju kl'icova tulohu
Vv regulacii biosyntézy etylénu vyvolanej patogénmi (Obr. 3; Han et al., 2010; Li et al.,
2012). Aktivacia SIPK/WIPK indukuje produkciu etylénu v tabaku (Kim et al., 2003).
Zaroven, podrobné biochemické a genetické analyzy u Arabidopsis preukazali, ze ACS2
a ACS6, dve izoformy ACS typu I, s substratmi MPK3 a MPK6 (Obr. 3). Fosforylacia
ACS2/ACS6 pomocou MPK3 a MPK6 stabilizuje protein ACS in vivo, ¢o vedie
k zvySeniu aktivity ACS a teda k produkcii etylénu (Han et al., 2010). Transkrip¢na
aktivacia génov ACS pomocou WRKY33 zohrava rozhodujucu ulohu pri udrziavani
zvySenej produkcie etylénu (Li et al., 2012). Preto hra regulacia ACS na transkripénej
urovni pomocou MPK3/MPK6 kl'icovu ulohu pri urcovani kinetiky a rozsahu indukcie

tvorby etylénu po infekcii patogénom.

2.8.1 Aktivacia MAPK a reaktivne formy kyslika

PTI je tieZ spojena s rychlou produkciou ROS, znamou ako oxidativne vzplanutie, ktoré
nastava aktivitou NADPH oxidaz lokalizovanych v plazmatickej membrane (Apel a Hirt,
2004; Torres, 2010). Na zaklade aktivacie MPK3, MPK6 a MPK4 v Arabidopsis a SIPK
a WIPK v tabaku exogénne aplikovanym H>0. bolo predpokladané, ze tato produkcia
ROS je nadradena MAPK v signalizacii indukovanej PAMP a az zvy$ena produkcia ROS
vedie k naslednej aktivacii MAPK (Pitzschke a Hirt, 2009). Aktivacia MAPK vyvolana
PAMP je ale nezavislda od ROS produkovanych NADPH oxidazou. Umlcanie génu
pre NADPH oxidazu (angl. respiratory burst oxidase homolog — RBOH) v N.
benthamiana (RbohB) znizuje produkciu ROS po oSetreni flg22 alebo chitinom, ale
neovplyvinuje aktivaciu MAPK indukovanu tymito PAMP (Segonzac et al., 2011). U
mutanta Arabidopsis rbohD je flg22 indukovana aktivacia MAPK nenaruSena, aj ked’

tvorba ROS je u tohto mutanta uplne blokovana (Zhang et al., 2007).

Na druhej strane MAPK st nadradené RBOH a teda aj zvySenej produkcii ROS
v obrannej odpovedi. Uml¢anie oboch MAPK, NbSIPK a NbNTF6, potlacilo expresiu
NbRbohB atak aj akumulaciu ROS po elicitacii INF1 (Asai et al., 2008). Inaktivacia
MPK3/MPKG6 ektopickou expresiou bakteridlneho efektora HopAll znizuje akumuléciu
ROS (Obr. 2; Zhang et al., 2007). Segonzac et al. (2011) zistili, ze znizenie expresie
NbSIPK a NbWIPK, vplyva na produkciu ROS vyvolanu flg22 v N. benthamiana avsak
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znizenie expresie NONTF6 nie. Strata MPK6 u Arabidopsis, ortolog k SIPK, spdsobuje
iba mierne zvysenie ROS v reakcii na chitin, ale nie na flg22 (Segonzac et al., 2011).
Zatial’ ¢o strata MPK3, ortolog k WIPK, vedie k zvysenej a predizenej akumulacii ROS
v reakcii na chitin aj flg22 (Segonzac et al., 2011). MAPK mo6zu pomocou fosforylacie
WRKY ovplyviiovat RBOHD a tak aj produkciu ROS (Adachi et al., 2015). Vysledkom
mozeme povedat’, Ze aktivacia MAPK je nadradend tvorbe ROS produkovanych NADPH

oxidazami pri vnimani PAMP.
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Material

3.1.1 Pouzity biologicky material

vulgare), ktoré boli pripravené transformaciou nezrelych zygotovych embryi kultivaru
Golden Promise (Takac et al., 2021). Knock out mutaciabola pripravena pomocou TAL
efektor nukleaz (angl. transcription activator-like effector nuclease — TALEN)
technologie.  Kontrolné rastliny (A aD) boli pripravené regeneraciou
Z netransformovanych zygotovych embryi. Linie transgénnych rastlin KO B a KO C
pochadzajt z nezavislych transformacii. Linie divého typu (WT A a WT D) pochadzajt
z0 zygotovych embryi roznych semien ich regeneraciou rovnakym procesom ako boli

pripravené transgénne rastliny. Semend vSetkych linii boli poskytnuté Dr. P. Kfenkom.

3.1.2 Chemikalie

2-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich)

2-propanol (PENTA)

3,3'-diaminobenzidin (DAB) (Sigma-Aldrich)

40 % Akrylamid/bisakrylamid 37,5:1 (Biorad)

4x Laemmli pufor (Biorad)

Anhydrid kyseliny octovej (Sigma-Aldrich)

Azid sodny (Sigma-Aldrich)

Blotting Grade Bloker (Biorad)

Bradfodovo ¢inidlo Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Biorad)
Bromfenolova modra (BFB) (Sigma-Aldrich)

Clarity ECL Western Blotting substrate (Biorad)

Complete (Protease Inhibitor Cocktail Tablets) (Roche)

Coomassie brilliant blue r-250 (CBB) (Biorad)

Dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného (NaH2PO4-2H20) (Sigma-Aldrich)
Dihydrogénfosfore¢nan sodny (NaH2PO4) (Sigma-Aldrich)
Dithiotreitol (DTT) (Sigma-Aldrich)

Dodecylsulfat sodny (SDS) (Sigma-Aldrich)

Draselna sol’ 2-(N-morfolino)ethansulfonovej kyseliny (MES) (Sigma-Aldrich)
Etanol (PENTA)

Flagelin22 (Cambridge Research Biochemicals)
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Fluorescent brightener 28 (Calcofluore) (Sigma-Aldrich)
Fluorid sodny (Sigma-Aldrich)

Gellan gum (Alfa-Aesar)

Glycerol (Sigma-Aldrich)

Glycin (Sigma-Aldrich)

Glykolchitosan (Sigma-Aldrich)

HEPES (Duchefa)

Hovédzi sérovy albumin (BSA) (Sigma-Aldrich)

Hydroxid sodny (Sigma-Aldrich)

Chlorid horec¢naty (Sigma-Aldrich)

Chlorid sodny (Sigma-Aldrich)

Chlornan sodny (Sigma-Aldrich)

Inhibitor fosfataz (Phostop - Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablets) (Roche)
Kyselina etyléndiamintetraoctova (EDTA) (Sigma-Aldrich)
Kyselina etylénglykoltetraoctova (EGTA) (Sigma-Aldrich)
Kyselina chlérovodikova (Sigma-Aldrich)

Kyselina octova (Sigma-Aldrich)

Metanol (Sigma-Aldrich)

Murashige a Skoog médium, basal salt mixture (MS) (Duchefa)
Octan sodny (Sigma-Aldrich)

Peroxid vodika (H202) (Sigma-Aldrich)

Peroxodisiran amonny (APS) (Biorad)

Polyvinylpyrolidon (PVP) (Sigma-Aldrich)

Ponceau S (Sigma-Aldrich)

Prenosovy transferovy pufor (Biorad)

Proteinovy Standard Precision Plus Protein Dual Color Standards (BioRad)
Sachardza (Sigma-Aldrich)

Siran aménny (Sigma-Aldrich)

Tekuty dusik (Messer Technogas)

Tetrametyletyléndiamin (TEMED) (Sigma-Aldrich)

TGX Stain free FastCast Acrylamide Kit 10 % (Biorad)
Tris(hydoxymetyl)aminometan (Tris) (Sigma-Aldrich)
Triton X-100 (Sigma-Aldrich)

Tween-20 (Sigma-Aldrich)
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3.1.3 Pouzité pristroje

Analytické vahy (XA 110/2X, RADWAG)

Aparatura pre SDS-PAGE (Biorad)

Centrifuga (Allegra 64R, Beckmann Coulter)

Digestor (Merci)

Flowbox (Merci)

Fytotron (WEISS)

GE Image Scanner Il (GE Healthcare)

ChemiDocTM MP Imaging System (Biorad)

Infinite M Nano (TECAN)

pH meter (PC 2700, Eutech — Instruments)
Rocker-Shaker MR-12 (Biorad)

Simplicity UV Water Purification Systems (Merck Millipore)
Stereomikroskop Leica M165FC (Leica Microsystems)
Thermoshaker TS-100 (BioSan)

Vortex-2-Genie (Scientific Industrie)

Zdroj napitia PowerPac HV (Biorad)

Zoomovaci stereomikroskop ZEISS Axio Zoom V16 (Carl ZEISS)
3.1.4 Protilatky pouzité pri imunoblotovani
Goat anti-rabbit IgG konjugovana s HRP (Sigma-Aldrich)
Rabbit anti-HSP70 (Agrisera)

Rabbit anti-RACKL1 (Agrisera)

3.1.5 Pouzité softvéry

ImagelJ (http://imagej.nih.gov/ij/)

ImageLab (Biorad)

MS Excel (Microsoft)

MS Powerpoint (Microsoft)

ZEN Blue (Carl ZEISS)

3.2 Metody

3.2.1 Priprava rastlinn¢ho materialu

Semend jacmena boli strerilizované v plastovej skimavke v piatich naslednych krokoch.
Najskor bol k semenam pridany 70% v/v etanol, v ktorom boli semena inkubované

po dobu 30 sekund. Nasledne bol etanol odobrany a nahradeny 5% v/v chlérnanom
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sodnym, v ktorom boli semend inkubované d’alSich 5 minut. Po odobrani chlérnanu
sodného bol k semenam na premytie na 30 sekund pridany znova 70% v/v etanol.
Po odobrani etanolu sa pridala sterilna destilovana voda, ktoréa bola vZdy po 5 mintutach
vymenena za Cisti vodu a to v Siestich opakovaniach. Takto sterilizované semena boli
prenesené do sterilnej destilovanej vody s obsahom 1% v/v H,0- a ponechané pri izbovej
teplote cez noc. Po inkubécii boli semena nasadené na > MS médium (15 g.1" sacharoza,
4,3 g.I"* MS basal salt mixture, 2,5 g.I* MES, 4,5 g.I"t Gellan gum, pH (5,8)) a uchované
v chladnicke v tme na 2 noci pri 4 °C kvoli prelomeniu dormancie a synchronizacii
kli¢enia. Dalsi defi boli semena v Petriho miskach vylozené do fytotronu na 8 dni a

kultivované pri dennom rezime 16/8h (svetlo/tma) a pri teplote 21 °C.

3.2.2 Osetrenie rastlin flg22 a indukcia obrannej odpovede

Pre sledovanie dlhodobych efektov flg22 na fenotypy rastlin, boli 3 diové rastliny
prenesené na médium s pridavkom 1 uM flg22. FIg22 sa do média pridal
po autoklavovani a vychladnuti média na 60°C. Rastliny boli nad’alej inkubované

a sledované na tychto médiach.

Pre kratkodobé ovplyvnenie flg22 (biochemické analyzy) boli 5 dinové rastliny
prenesené do sklenenej Petriho misky s tekutym 2 MS médiom s pridavkom 0,2 uM
flg22. Petriho misky s rastlinami boli polozené na kyvacku, priCom boli mie$ané
pomalym kyvanim. Rastliny boli inkubované v roztoku 6 hodin vo fytotrone
za rovnakych podmienok ako je uvedené vyssie. Rastliny, ktoré boli vystavené inkubacii
v tekutom 2 MS médiu bez pridavku flg22 sluzili ako kontroly. Po oSetreni boli odobraté
korene inkubovanych rastlin a okamzite zmrazené v tekutom dusiku. Vzorky boli

uskladnené pri -80°C v hlbokomraziacom boxe.

3.2.3 Analyza fenotypov rastlin

Pocet a dizka koretiov kontrolnych rastlin (bez ovplyvnenia) boli vyhodnocované v 4-6
deni kultivacie. Analyzabolarobend v 3 nezavislychreplikach, kde pri kazdom opakovani
bolo analyzovanych 5 rastlin divého typu a oboch mutantnych linii. Rozdiely medzi 15
rastlinami jednotlivych linii boli 3tatisticky vyhodnotené t-testom (p <0,05). Dizka
korefiovych vlaskov bola vyhodnotend v 5. defi kultivacie na %2 MS. Vplyv flg22 na dizku
korenovych vlaskov bola vyhodnotena na 2. defi po preneseni na médium s flg22.
Do uvahy sa brali plne vyvinuté neporusené korenové vlasky. Na dokumentéciu rastlin

na miskach bol vyuzity skener Image Scanner Il . Na dokumentaciu korenovych vlaskov
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bol vyuzity zoomovaci stereomikroskop ZEISS Axio Zoom V16 (Carl ZEISS) so
zvacSenim 10-20x. Rastliny boli pozorované v prechadzajicom svetle priamo
na miskach. S vyuzitim softvéru ImageJ a Microsoft Excell sa vyhodnocovali potrebné
udaje koreniov a korenovych vlaskov u kontrolnych aflg22 ovplyvnenych rastlin,
Vo fenotypovej analyze bolo celkovo na jednu repliku poc¢itanych 80 koretiovych vlaskov
Z najmenej 3 korenov. Analyza bola robena v dvoch biologickych replikach. Rozdiely

boli vyhodnotené t-testom (p < 0,05).

3.2.4 Histochemicka detekcia H>O>

Na in situ detekciu H,0; s 3,3'-diaminobenzidinom (DAB) sa pouzili korene divého typu
a KO HVMPKS linii B a C. Po 6h ovplyvneni flg22 sa 2 cm dlhé apikdlne segmenty
korenov inkubovali v roztoku obsahujucom 4,7 mM DAB, Tween 20 (0,05% v/v) a 10
mM Na fosfatovy pufor (pH 7,0) a umiestnili na 8 hodin do tmy. Zafarbené korene sa
premiestnili do zmesi 20% glycerolu v/v a80% v/v etanolu na podloznom sklicku.

Produkcia H20- sa prejavila ako hneda zrazenina oxidovaného DAB.

Zafarbené korene sa pozorovali zoomovacim stereomikroskopom ZEISS Axio
Zoom V16 (Carl ZEISS). Nastavenia boli rovnaké pre vSetky obrazky v experimente.
Analyza bola robena v 3 biologickych opakovaniach pozostavajucich z 5 apikalnych

segmentov Korenov.

3.2.5 Extrakcia proteinov na stanovenie aktivity chitinaz

Na extrakciu sa pouzili celé korene Studovanych linii. Nasledne sme material preniesli
do vychladenej trecej misky a priliali dostato¢né mnozstvo tekutého dusika. V trecej
miske boli korene homogenizované na jemny prasok pomocou ti¢ika. Homogenat bol
preneseny do vopred vychladenej ¢istej mikroskimavky auchovany na Tade.
K homogenatom bol pripipetovany priblizne jeden a polnasobok extrakéného pufra
vzhl'adom k objemuhomogenatu. Vzorky boli extrahované 100 mM Tris pufrom (pH 8,0)
s pridavkom 1.5% (w/v) PVP, inhibitora fosfataz, 10% (v/v) glycerolu a 0,02% (v/v) 2-
merkaptoetanolu. Po premiesani na vortexe sazmes inkubovala 30 minut na Tade.
Po inkubécii nasledovala 20 minttova centrifugaciapri 13 000 g a 4°C a supernatant bol

udrziavany na I'ade alebo uschovany pri -80°C.

3.2.6 Meranie koncentracie bielkovin

Stanovovanie koncentracie proteinov bolo robené pomocou Bradfordovej metody

(Bradford, 1976) v 96 jamkovych mikrotitraénych dostickach. Reak¢éna zmes (300 pl)
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bola pripravend z 239 pl destilovanej vody, 60 pl 5x Bradfordovho ¢inidla a 1 pl
bielkovinového extraktu. Pomocou spektrofotometra s monochromatorom Infinite M
Nano (TECAN) bola merana absorbancia pri 595 nm. Koncentracie bielkovin boli
stanovené pomocou kalibracnej krivky pripravenej pouzitim znamych koncentracii

albuminu (angl. bovine serum albumin— BSA).

3.2.7 Priprava glykolchitinu

Prvym krokom bolo navazenie 1 g glykolchitosanu, ktory bol rozdrveny v trecej miske
arozpusteny v 10% (v/v) kyseline octovej. Tento viskozny roztok sa nechal odstat
pri laboratornej teplote (22°C) cez noc. Na druhy den bolo k tomuto roztoku pridavanych
90 ml 100 % metanolu za dokladného miesania. Nasledne bol tento roztok vel'mi pomaly
prefiltrovany cez filtratny papier Whatman No. 4. Filtrat bol preliaty do kadicky
a za staleho miesania bol k filtratu pridany 1,5 ml anhydridu kyseliny octovej, pricom sa
z viskozneho roztoku stal gél. Vysledny gél sa nechal odstat’ 30 mintt pri laboratornej
teplote. Nasledne bol gél segmentovany a odstranila sa zvy$nd kvapalina. Segmenty gélu
boli prenesené¢ do mixéra a po pridani 20 ml 100% metanolu boli homogenizované 4
minat pri maximalnej rychlosti mixéra. Vzniknutd suspenzia bola centifugovana
pri 27 000 g po dobu 15 minut pri 4°C. Zelatinovy pelet bol rozruseny pipetovanim jeden
nasobnym objemom 100% metanolu a dvakrat sa opakovali kroky rozruSenia
a centrifugacie. Po tychto krokoch bol pelet rozpusteny v 100 ml roztoku destilovanej
vody s pridavkom 0,02% w/v azidu sodného. Vysledkom bolo ziskanie 1% zasobného
roztoku glykolchitinu. Glykolchitin bol nasledne uskladneny v mraziacom boxe pri -20°C

a pouzity v potrebnych analyzach (Trudel a Asselin, 1989).

3.2.8 Nativna polyakrylamidova elektroforéza

Pre zachovanie enzymovej aktivity vo vzorkdch bola pouzitd metdda nativnej
polyakrylamidovej (PAGE) elektroforézy. Bol pripraveny 10% nativny PAGE gél
s rozmermi 8,3 x 7,3 cm 0 hriabke 1 mm. ZloZenie rozliSovacieho gélu: 1,875 ml 40%
(v/v) akrylamid/bis-akrylamid 37,5:1; 1,875 ml 1,5 M roztoku Tris-HCI s pH 8,8; 3,138
ml MiliQ vody; 3,75 pul 99% v/v TEMED; 37,5 ul 10% w/v APS; 70 ul 1% w/v glykol
chitin. Polymerizacia prebichala 45 minat pri laboratornej teplote. Zlozenie 4%
zaostrovacieho gélu: 250 ul 40% (v/v) akrylamid/bisakrylamid 37,5:1; 630 ul 0,5 M
roztoku Tris-HCI s pH 6,8; 3,21 ml MiliQ vody; 2,5 pl 99% v/v TEMED; 12,5 ul 10%
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w/v APS). Polymerizacia zaostrovacieho gélu prebiehala 30 minut pri laboratdrnej
teplote.

Elektroforeticka aparatira bola vlozena do Tadového kupela aby bolo
zabezpe&ené neustéle chladenie. Do aparatlry bol naliaty elektrodovy pufor (3 g.I Tris
a 14,4 g.I"" glycin) a do jamiek na géli boli nanesené nativne extrakty s 15-20 ug proteinu.
Elektroforéza prebiehala po dobu 1 hodiny a 30 mintt pri konstantnom pride nastavenom

na 20 mA na jeden gél.

Analyza chitinadz bola robena v 3 biologickych replikach. Na jednu biologicka

repliku boli pouzité korene z 3 rastlin.

3.2.9 Stanovenie aktivity chitinaz

Farbenie Specifickej aktivity chitinaz bolo robené v Styroch krokoch. Po separacii
nativnou elektroforézou bol gél inkubovany v 50 mM Na-acetdtovom pufri s pH 5,0
po dobu 1 hodiny a 15 minut pri 37°C. Druhym krokom bola inkubacia gélu 20 mintt
v 50 mM Tris-HCl pufri s pH 8,9, ktory obsahoval 0,01% fluorescent brightener 28, vtme
pri izbovej teplote. Tretim krokom bolo viacnasobné premyvanie v MiliQ vode. Toto
premyvanie prebiehalo niekol’ko dni pri 4°C. Poslednym krokom bola vizualizacia
aktivity na géle pomocou UV svetla v dokumenta¢nom pristroji Chemidoc (Biorad),
pri¢om aktivita chitindzbola viditeI'na ako tmavé pasy na svetlom pozadi. Opticka denzita
pruhov bola kvantifikovana pomocou softvéru Imagel. Rozdiely v denzitach pruhov boli

Statisticky vyhodnotené t-testom (p <0,05).

Po detekcii bol gél premyty v MiliQ vode. Nasledne boli gély zafarbené CBB,
ktora bola pripravena zmiesanim vodného roztoku 10% (w/v) siranu aménneho a 2%
(w/v) kyseliny fosfore¢nej s naslednym pridanim CBB G-250 z 5% (w/v) vodného
zasobného roztoku na finalnu koncentraciu 0,1% (w/v); toto sa pred farbenim zmiesalo
s 20% (v/v) metanolom (Neuhoff et al., 1988) minimalne 2 hodiny. Farbenie gélov
prebiehalo v miskach na kyvacke (Rocker Shaker, Biorad) pri nizkej rychlosti kyvania.
Po zafarbeni proteinov boli gély premyvané 5x v MiliQ vode pri vysokej rychlosti
kyvania kvoli odfarbeniu pozadia gélov. Ked’ boli gély premyté, nasledovalo skenovanie

pomocou skenera pri 300 dpi (Image Scanner).

3.2.10 Denaturujuca polyakrylamidova gélova elektroforéza

Pred SDS-PAGE bol objem kazdej z nativnych vzoriek odpovedajtci 15 pg proteinu

prepipetovany do novej mikroskimavky. K tomuto objemu bol pridany denaturaény
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pufor (4x koncentrovany Laemmliho pufor; 62,5 mM Tris-HCI (pH 6,8), 2% (w/v) SDS,
10% (v/v) glycerol) v pomere 3:1 (vzorka : pufor). Predtym bol 4x Laemmliho pufor
obohateny 2-merkaptoetanolom v pomere 1:4 (2-merkaptoetanol : Leamliho pufor).
Takto nachystané vzorky boli premie$ané na vortexe a povarené pri 96°C po dobu 10
minut v termobloku. Denaturujuci polyakrylamidovy gél bol pripraveny s vyuzitim TGX

Stain-Free FastCast Acrylamide Kit, 10% (Biorad) podla instrukcii vyrobcu.

Do elektroforetickej aparatiry bol naliaty elektrodovy pufor (3 g.1" Tris, 14,4 g.I°
! glycin, 1 g.1"t SDS) a do jamiek na géle bolo nanesenych 15 ug proteinu. Elektroforéza
prebiehala prvych 10 minat pri 100 V a potom priblizne 50 minut pri 180 V. Vizualizacia
proteinov prebichala pomocou dokumenta¢ného pristroja ChemiDoc (Biorad) a softvéru
Image Lab (Biorad) s nastavenim protokolu pre detekciu proteinov na ,,Stain-Free® géli.

Tato technologia je zalozena na detekcii proteinov pomocou UV ziarenia (Biorad).

3.2.11 Imunoblotovanie

Proteiny sa preniesli na polyvinylidéndifluoridova (PVDF) membranu (GE Healthcare)
pomocou mokrého prenosu v aparatare (Biorad) s pouzitim prenosového pufra (25 mM
Tris, 192 mM glycin, 10% (v/v) methanol) pri 100 V po dobu 1,5 hodiny za neustaleho
chladenia. Membrana bola v pripade imunodetekcie HSP70 blokovana v zmesi 4% w/v
odtu¢neného suseného mlieka Blotting Grade Blocker a 4% w/v BSA v Tris buffer saline
s pridavkom detergentu Tween 20 (TBS-T) cez noc pri 4°C za pomalého kyvania.
V pripade imunoznacenia RACKIA bol pouzity blokovaci roztok obsahujuci 5% BSA
v TBS-T. TBS-T pufor bol zlozeny z 20 mM Tris-HCI (pH 7,4), 150 mM NaCl a 0,1%
v/v Tween 20. Na dals$i den bol blokovaci roztok nahradeny roztokom primarnej
protilatky anti-HSP70 (kralic¢ia polyklonalna protilatka; riedena 1:5000 v 3 % w/v
Blotting Grade Blocker v TBS-T) alebo anti-RACKI1A (kralic¢ia polyklonalna protilatka;
riedena 1:2000 v 3 % w/v Blotting Grade Blocker v TBS-T) pri nizkej rychlosti kyvania
cez noc pri4°C. Po inkubacii v roztoku primarnej protilatky boli membrany premyvané
5x7 minatv TBS-T pri vysokej rychlosti kyvania. Membrany boli po premyti inkubované
1,5 hodiny v laboratornych podmienkach so sekundarnou protilatkou pri nizkej rychlosti
kyvania (kozia protildtka rozpoznavajuca krali¢i IgG, konjugovana s chrenovou
peroxidazou; riedend 1:5000 v 1% w/v BSA v TBS-T). Po inkubécii so sekundarnou
protilatkou boli membrany opat’ premyvané 5x7 minut v TBS-T pri vysokej rychlosti

kyvania.
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Signal bol na membrane vyvolany pomocou komeréne dostupného
chemiluminiscnéného substatu (Clarity Western ECL Substrate, Biorad). Najprv sme
membranu inkubovali v2 ml roztoku substratu po dobu 2 minut a potom sme
Ju premiestnili do dokumenta¢ného pristroja ChemiDoc (Biorad). Pouzitim softvéru
Image Lab (Biorad) sme detekovali chemi-luminiscenciu. Bol pouzity protokol s nazvom
,Chemi‘ a expoziciou v rozmedzi 0,1-2 sekundy pre dosiahnutie najlepSieho signalu.
Pomocou softvérov Image Lab a ImageJ bola robena tprava obrazového materidlu
spojena s kvantifikaciou intenzity pruhov. V programe Microsoft Excel (Microsoft) boli
ziskané data nasledne spracované. Imunoblotové analyzy detekcie HSP70 boli robené
Vv troch biologickych replikédch. Detekovanie HSP70 po ovplyvneni flg22 bolo robené
v dvoch biologickych replikach a detekcia RACK1a bola vyhotovena v jednej replike.
Rozdiely v denzitach pruhov boli $tatisticky vyhodnotené t-testom (p < 0,05).

3.2.12 Bioinformaticka predikcia regulacie expresie chitinazového génu

pomocou transkripénych faktorov

Pomocou viacerych softvérov boli predikované transkripéné faktory (TF), ktoré sa mozu
viazat’ na promotorové sekvencie chitindzy a st zaroven potencidlnymi substratmi
MPK3. Prvym génom pouzitym pre analyzy bol AtMPK3 (AT3G45640) z Arabidopsis,
ako heterolog k ja¢mennému génu HYMPK3 (Kienek et al., 2015). Ako reprezentant
chitinaz bol vybraty gén 26KD-PRAEPROTEIN DER CHITINASE G (CHIG) z ja¢mena,
ktorého kodovany protein mal znizenti abundanciu v HYMPK3 KO mutante (Takac et al.,
2021). Z dovodu Ze niektoré predik¢éné softvéry su Specifické pre gendém Arabidopsis, bol
pomocou BLASTp analyzy (NCBI) identifikovany najblizSi heterologny gén
v modelovej rastline Arabidopsis. Z vysledného zoznamu sme vybrali gén, ktory mal
najvyssie skorea 75,52% identitu, konkrétne BASIC CHITINASE (AT3G12500). Najskor
bolinajdené TF Specifické pre cis elementy pritomné v promotorovej sekvencii ciel'ového
chitindzového génu pomocou AthaMap softvéru (Génova analyza — ,,Upstream‘ oblast’:
-1000; ,,Downstream® oblast: 50; % obmedzenie na vysoko konzervované vizbové
miesta pre TF: 0; vyber TF rodin: ,,ALL*) (http://www.athamap.de). Vybrané TF sa
analyzovali v GPS 3.0 softvéri (vybrany druh: ,,Arabidopsis thaliana®, skupina kinaz:
,,CMGC/MAPK*) na pritomnost MAPK-$pecifického fosforylatného miesta (Wang et
al., 2020). U tych s pozitivnym vysledkom sa hl'adala pritomnost’ dokovacich sekvencii
Specifickych pre MAPK v softvéri pre zdroje eukaryotickych linearnych motivov (angl.

Eukaryotic Linear Motif resource — ELM) (bunkovy kompartment: neSpecifikované,
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taxonomicky kontext: Arabidopsis thaliana) (http://www.elm.eu.org). Zaroveni bol
vygenerovany zoznam TF koexprimujucich s oboma génmi zaujmu pomocou ATTED II
(http://atted.jp). Predikované TF predstavovali prienik medzi jednotlivymi
bioinformatickymi analyzami (AthaMap, GPS3.0 a ATTED |II). Informacie

0 experimentalne dokazanej fosforylacii boli ziskané z PhosPhAt 4.0 databazy.
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4 VYSLEDKY

V ramci experimentdlnej Casti sme vyhodnotili vplyv KO muticie HYMPK3 génu
na dlhodobé¢ (fenotypy) a kratkodobé (aktivita chitindz, abundancia HSP70, akumulacia
H,0;) posobenie flg22. Tieto experimenty umoznili vyhodnotit vyznam HvMPKS3

Vv indukcii imunitnych odpovedi jacmena.

4.1 Fenotypova analyza koreinov rastlin HYMPK3 KO po ovplyvneni
flg22

MAPKSs st zname regulatory vyvinovych procesov vratane vyvinu korefiového systému.
V prvej sérii experimentov sme sa preto zaoberali fenotypom koreniov HYMPK3 KO
rastlina rastlin divého typu jaémetia. Cielom bolo zistit mozné rozdiely v dizke a poéte

korenov v kontrolnych podmienkach a odpoved’ rastlinna ovplyvnenie flg22.

Priemerna dizka korefiov $tvordiiovych rastlin bola v kontrolnych podmienkach
u HYMPK3 KO-B mutanta priblizne 1,6-krat niz§ia ako diZka koretiov divého typu
(Obr. 4A, B, D). Rozdiely v dizke korefiov boli statisticky vyznamné. U HYMPK3 KO-C
mutanta bola priemerna dizka korefiov priblizne 1,25-krat niz§ia nez u divého typu
(Obr. 4C, D) avsak rozdiely v dizke korefiov neboli statisticky vyznamné. Na 6 deit
kultivacie sa tieto rozdiely medzi liniami zniZili. HYMPK3 KO-B mutant mal priemernt
dizku korefiov priblizne 1,3-krat niz$iu nez divy typ ale stéle bola 3tatisticky vyznamna
a u KO-C mutantabola priemerna dizka priblizne 1,1-krat niZ§ia nez u divého typu. Bol
tiez sledovany aj pocet koreniov u jednotlivych rastlin. Zistili sme, ze, Ze ich pocet je
u jednotlivych linii podobny po 3 ditoch kultivéacie (Obr. 4E) a rozdiely v pocte korenov
medzi mutantnymi liniami a divym typom neboli Statisticky vyznamné. Pozorovali sme
rozdiely v dizke koretiovych vlaskov medzi korefimi rastlin divého typu a HYMPK3 KO
(Obr. 5). Vlasky zacinali vyrastat’ v diferenciacnej zone a predlzovali sa v smere
od koretiovej §pi¢ky. Dizka koretiovych vlaskov bola v korefioch divého typu (Obr. SA)
0 1,37-krat vyssia oproti korenovym vlaskom mutantov HYMPK3 KO (Obr. 5B, C).

Rozdiely v dizke korefiovych vlaskov boli statisticky vyznamné.

MAPK maju tiez potencial ovplyviiovat’” vyvinové procesy pocas odpovedi

na stres, akymi mozu byt’ aj biotické interakcie s baktériami.
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Obr. 4 Fenotypova analyza koreniov rastlin ja¢mena divého typu a mutantnych HYMPK3 KO linii
rastucich na %2 MS médiu. A — kli¢ence divého typu (WT); B — klicence KO-B linie; C — klicence
KO-C linie, vietky po 3 ditoch kultivacie; Mierka — 2 cm; D — graf priemernej dizky korefiov
rastlin; E — graf priemerného poétu korefiov rastlin. Chybové tise¢ky znazorfiuju smerodajna
odchylku v hodnotach u 10 rastlin; Statisticky vyznamné rozdiely podla t-testu (p <0,05)
st oznacené hviezdickou.

Trojdiiové rastliny boli prenesené bud’ na kontrolné médium (Obr. 6A, C, E)
alebo na médium s pridavkom 1uM flg22 (Obr. 6B, D, F) na ktorom réstli d’alSie 4 dni.
Flg22 silne stimuloval rast koreniovych vlaskov vo vSetkych troch genotypoch ja¢mena
(Obr. 6A—F). Priemerna dizka korefiovych vlaskov rastlin po 2 ditoch na médiu s flg22
bola u HYMPK3 KO-B mutanta priblizne 1,43-krat nizsia a u HYMPK3 KO-C mutanta
priblizne 1,25-krat niz8ia neZ u rastlin divého typu (Obr. 7). Rozdiely v diZke korefiovych

vlaskov boli po ovplyvneni flg22 Statisticky vyznamné.
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Obr. 5 Vplyv knock-out mutacie HYMPK3 génu na fenotyp korefiovych vlaskov jaémena. (A—C)
Reprezentativne obrazky korenov a korennovych vlaskov rastlin divého typu (WT) a HYMPK3 KO
linii (KO-B a KO-C) rastticich 3 dni na 2 MS médiu ukazujace kratsie korenové vlasky u KO
linii. Mierka: 1 mm.

Obr. 6 Vplyv knock-out mutacie HYMPK3 génu a oSetrenia flg22 na fenotyp korefiovych vlaskov.
(A-F) Korene rastlin divého typu (WT) (A, B), HYMPK3 KO-B (C, D) a HYMPK3 KO-C (E, F)
2 dni po prenose bud’ na kontrolné médium (A, C, E) alebo na médium obsahujuce flg22 (B, D,
F); (G-L) Zvicsenie oramovanych oblasti (A—F) podrobne zobrazujtcich koretiové vlasky WT
a HYMPK3 KO-B a KO-C v kontrolnych podmienkach (G, I, K) a po ovplyvneni flg22 (H, J, L);
Mierky: 2 mm (A-F), 1 mm (G-L).
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Obr. 7 Graf priemernej dizky korefiovych vlaskov rastlin z Obr. 6. Chybové usecky znazoriuju
smerodajnu odchylku v hodnotach u150 vlaskov; Rozdielne malé pismena nad stlpcami
predstavuju Statisticky vyznamné rozdiely podla t-testu (p < 0,05).

4.2 Biochemicka a histochemicka analyza HvMKP3 KO mutantov
po ovplyvneni flg22

4.2.1 Vplyv knock-out mutacie v HYMPK3 géne na aktivitu chitinaz
jaCmena

V dalSich experimentoch sme sa zamerali na kratkodobé odpovede mutantnych linii
na 6h trvajaci vplyv flg22. Analyza aktivity chitinaz pomocou nativnej elektroforézy
umoznila detekovat’ Sest’ izozymov v korefioch ja¢meia, pricom sme zistili rozdiely
medzi Studovanymi liniami (Obr. 8). Kazdy z izozymov bol oznac¢eny podl'a reten¢ného
faktoru (Rf). V kontrolnych podmienkach bola aktivita jednotlivych izozymov chitinaz
u HYMPK3 KO-B a taktiez KO-C mutantnych linii vyrazne a Statisticky vyznamne nizsia
V porovnani z divym typom. Konkrétne aktivita chitinazy s Rf 0.05 bola 1,6-krat niz§ia
u KO-B linii a 0 1,45-krat nizsia u KO-C linii v porovnani z divym typom (Obr. &B).
Aktivita chitinazy s Rf 0.7 bola u mutantnych linii pod hranicou senzitivity metody,
pricom u vzoriek rastlin divého typu bola detekovatel'na. Mézeme teda predpokladat’, ze

knock-out HYMPK3 génu negativne ovplyviuje aktivitu chitinaz v korefioch jaCmena .

4.2.2 Vplyv flg22 na aktivitu chitinaz v mutantnych liniach ja¢mena

V analyze vplyvu flg22 na aktivitu chitindz bolo pozorovanych 5 izozymov, s r6znymi
Rf (Obr. 9). Zistili sme ze senzitivita jednotlivych izozymov chitindz na flg22 sa lisila
(Obr. 9A). U rastlin divého typu bolo po ovplyvneni flg22 pozorované, Statisticky
vyznamné, az 2,2-nasobne zvySenie aktivity chitinaz s Rf 0.06 a Rf 0.19 oproti

kontrolnému ovplyvneniu (Obr. 9B). Opac¢ny trend bol pozorovany u oboch linii
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Obr. 8 Biochemicka analyza aktivity chitinaz v korenoch rastlin HYMPK3 KO linii jaémena
a rastlin divého typu. A —gél po farbeni pouzitim Fluorescent brightener 28 a vyvolani pomocou
UV lampy. Detekované pruhy reprezentujii jednotlivé izozymy chitindz; WT rastliny divého typu,
KO-B a KO-C - rastliny HYMPK3 KO linii; B — vizualizacia proteinov na géli z A pomocou
CBB; C — kvantifikacia optickej hustoty pruhov izozymov chitinazy z Rf 0.05, 0.12, 0.17 a 0.35
z obrazku A; Chybové tse¢ky predstavuji smerodajnt odchylku. Statisticky vyznamné rozdiely
podla t-testu (p < 0,05) st oznacené hviezdiCkou. Neorezany cely povodny obrazok gélu je
zdokumentovany v prilohe €. 1.

HvMPK3 KO mutantov. U HYMPK3 KO-B linie bola po ovplyvneni flg22 pozorovana
1,75-krat niz$ia aktivita chitinazy s Rf 0.06 oproti kontrolnému ovplyvneniu. Aktivita
chitinazy s Rf 0.19 sa u tejto linie po ovplyvneni flg22 nemenila (Obr. 9B). Podobna
tendenciav znizovani aktivity po flg22 ovplyvneni bola pozorovana aj u druhej HYMPK3
KO linie. HYMPK3 KO-C linia vykazovala skoro az 2-krat nizSiu aktivitu chitindzy s Rf
0.06 po ovplyvneni flg22. Chitinazy s Rf 0.32 a Rf 0.43 svoju aktivitu nemenili,
s vynimkou v pripade HYMPK3 KO-B linie, konkrétne v pripade chitinazy s Rf 0.32
(Obr. 9B). Aktivita konkrétne tychto dvoch izozymov moze byt konstantnad a nemusi

reagovat’ na flg22 ako ostatné izozymy.
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Obr. 9 Biochemicka analyza aktivity chitinaz v korefioch rastlin jaémena divého typu (WT)
a HYMPK3 KO-B a KO-C linii po 6h ovplyvneni 200nM flg22. A —gél po farbeni pouzitim
Fluorescent brightener 28 avyvolani pomocou UV lampy. Detekované pruhy reprezentuji
jednotlivé izozymy chitinaz; B — kvantifikacia optickej hustoty pruhov izozymu chitinazy z Rf
0.06, 0.19, 0.32 a 0.43 z obrazku A; C — vizualizacia proteinov na géli z obrazku A pomocou
CBB; K — ovplyvnenie tekutym 2 MS médiom, flg22 — ovplyvnenie tekutym 2 MS médiom
s pridavkom 200nM flg22. Chybové Gsecky predstavuju smerodajnti odchylku. Statisticky
vyznamné rozdiely podla t-testu (p < 0,05) st oznacené hviezdickou. Neorezany cely pdvodny
obrazok gélu je zdokumentovany v prilohe ¢. 2.

4.2.3 Histochemicka analyza H>O; po kratkodobom posobeni flg22

Pomocou farbenia DAB bola zistovana hladina H2O, v korenoch rastlin divého typu a
HvMPK3 KO liniach po kratkodobom osetreni flg22 (Obr.10). DAB farbenie odhalilo
akumulaciu H2O., v korenovych S$pickach rastlin divého typu a mutantnych rastlin
po kontrolnom ovplyvneni tekutym médiom bez pridavku flg22 (Obr. 10A). Ovplyvnenie
flg22 sposobilo u rastlin divého typu znizenie akumulédcie H>O», pricom u HYMPK3 KO
linii bolo pozorované po ovplyvneni flg22 zvySenie akumulacie H.O,, ktoré bolo

viditeI'né aj vo vysSich zonach korena (Obr. 10B).

Tieto pozorovania ukazali rozdiel v odpovedi Studovanych linii na 6h posobenie
f1g22 z hladiska tvorby H20s.
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Obr. 10 Histochemické farbenie H202 v korefioch ja¢mena divého typu A a D (WTA/D), dvoch
mutantnych liniach HYMPK3 KO (KO-B a KO-C), rastiucich 8 dni na » MS médiu.
A — histochemické farbenie H202 v korenioch ja¢mena ovplyvnenych kontrolnym médiom;
B — histochemickeé farbenie H202 v korenioch jaémena ovplyvnenych 1uM flg22; Mierka —2 mm.

4.2.4 Analyza abundancie HSP70 v mutantnych liniAcch HYMPK3 KO

pomocou imunoblotovania

HSP70 je jeden z najvyznamnejSich stresovych proteinov u rastlin. Preto bolo nasim
cielom porovnat’ abundanciu HSP70 proteinu v rastlinach divého typu a v mutantnych
liniAch. Pomocou imunoblotovania s protilatkou anti-HSP70 sme detekovali
V proteinovom extrakte korenov rastlin jatmena Specificky pruh s Mr 70 kDa
zodpovedajicou proteinu HSP70 (Obr. 11A). Zistili sme, Z¢ obe mutantné linie sa
vyznacovali nizSou abundanciou HSP70 proteinu v porovnani sdivym typom.
V HYMPK3 KOB linii abundancia klesla takmer na polovicu, u druhej mutantne;j linie bol
pokles mensi (Obr. 11B). Pokles v abundancii bol v oboch KO liniach Statisticky

vyznamny.

4.2.5 Vplyv flg22 na abundanciu HSP70 v mutantnych liniach HYMPK3
KO

Bolo zaujimavé analyzovat’ abundanciu proteinu HSP70 aj v odpovedi na kratkodobé
ovplyvnenie flg22 (Obr. 12). Ako v kontrolnych podmienkach tak aj po ovplyvneni
flg22 vsak nebola pozorovana vyrazna zmena v abundancii HSP70 medzi HYMPK3 KO

liniami a divym typom (Obr. 12B).
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Obr. 11 Imunoblotova analyza abundancie HSP70 v korefioch rastlin ja¢émena divého typu (WT)
a dvoch mutantnych liniAch HYMPK3 KO (KO-B a KO-C). A — imunoblot pripraveny pomocou
anti-HSP70 protilatky; B — kvantifikacia optickej hustoty pruhov odpovedajucich HSP70
z obrazku A; C— vizualizacia proteinov na membrane pomocou farbenia Ponceau S; Chybové
Gise&ky predstavujii smerodajnt odchylku. Statisticky vyznamné rozdiely podla t-testu (p< 0,05)
su oznacené hviezdickou. Neorezany cely pévodny obrazok imunoblotu je zdokumentovany
Vv prilohe €. 3.

Nami predkladané vysledky poukazuju na to, Ze knock-out HYMPK3 génu znizuje
abundanciu HSP70 v podmienkach bez oSetrenia. Naopak flg22 nemal vyrazny vplyv
na abundanciu HSP70.
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Obr. 12 Imunoblotova analyza abundancie HSP70 v korenioch rastlin jaémeiia divého typu (WT)
a dvoch mutantnych liniach HYMPK3 KO (KO-B a KO-C) po 6h ovplyvneni 200nM flg22.
A — imunoblot pripraveny pomocou anti-HSP70 protilatky; B — kvantifikacia optickej hustoty
pruhov odpovedajucich HSP70 z obrazku A; C — vizualizacia proteinov na membrane pomocou
farbenia Ponceau S; S — proteinovy §tandard, kDa — molekulovd hmotnost. Chybové usecky
predstavuju smerodajnt odchylku. Statisticky vyznamné rozdiely podla t-testu (p < 0,05) neboli
pozorované. Neorezany cely povodny obrazok imunoblotu je zdokumentovany v prilohe €. 4.
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4.2.6 Analyza abundancie RACK1a v mutantnych liniach HYMPK3 KO
pomocou imunoblotovania

Okrem proteinu HSP70 sme imunoblotovanim detekovali tiez ,,scaffold protein‘
RACKla, ktory je dolezitym proteinom pre imunitna odpoved rastlin.
Na imunoblotovanie bola pouzita protilatka anti-RACKla, ktora uA. thaliana
rozpoznava protein RACKla o velkosti 37 kDa. V nasom experimente sme detekovali 3
vyrazné pruhy s Mr 50, 37 a 25 kDa (Obr. 13). Predpokladame, Zze pruh s Mr priblizne
37kDa predstavuje protein RACK1a (Obr. 13A). Pomocou programu BlastP (NCBI) sme
identifikovali protein jaémena s databazovym ¢islom BAJ90663.1, ktory vykazoval 70%
identitu s proteinom RACKla z Arabidopsis thaliana (At1g18080, Priloha 6). Peptid
(nezndmej aminokyselinovej sekvencie) z tohoto proteinu bol pouzity ako antigén
na pripravu primarnej protilatky (Agrisera). Protein BAJ90663.1 je zloZzeny z 335
aminokyselin a ma predikovanu Mr 36,2 kDa, pricom RACKla z Arabidopsis ma 327
aminokyselina Mr 35,7 kDa; Priloha 6). Toto potvrdzuje identitu hore uvedeného pruhu
ako RACKIla protein jaémena. V kontrolnych podmienkach bola abundancia RACKla
u HYMPK3 KO-C linie 1,6-krat nizsia a u HYMPK3 KO-C linie o 1,3-krat nizsia
V porovnani s divym typom. Po ovplyvneni flg22 sa abundancia RACKla u HYMPK3
KO-B linie zvysila. Takyto trend sme u HYMPK3 KO-C linie nepozorovali, ked’Ze
po ovplyvneni flg22 doslo ku zniZeniu abundancie (Obr. 13B). V pripade divého typu
vSak ovplyvnenie flg22 spdsobilo mierne zvySenie abundancie RACK1a. Avsak v oboch

mutantnych liniach bola abundancia po flg22 niz§ia nez u divého typu (Obr. 13B).

Uvedeny vysledok, hoci len v jednom opakovani, hovori o znizenej abundancii

RACKI]a proteinuu flg22 ovplyvnenych mutantnych rastlin v porovnani s divym typom.
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Obr. 13 Imunoblotova analyza abundancie RACK1la v koreiioch rastlin ja¢mena divého typu
(WT) a dvoch mutantnych liniach HYMPK3 KO (KO-B a KO-C) po 6h ovplyvneni 200nM flg22.
A — imunoblot pripraveny pomocou anti-RACK1a protilatky; B — kvantifikacia optickej hustoty
pruhov odpovedajticich RACK1a z obrazku A; C — vizualizacia proteinov na membrane pomocou
farbenia Ponceau S; S — proteinovy §tandard, kDa — molekulova hmotnost. Neorezany cely
povodny obrazok imunoblotu je zdokumentovany v prilohe €. 5.

4.3 Identifikacia  predpokladanych transkripénych faktorov

regulujucich expresiu chitinaz pod kontrolou MAPK

Ciel'om tejto bioinformatickej analyzy bolo predikovat' mozné transkripéné faktory, ktoré
mozu regulovat transkripciu chitindz pod kontrolou MAPK. Pomocou AthaMap
(http://www.athamap.de) boli najdené TF, ktoré sa viazu na promoétorova sekvenciu
chitinazy (,,basic chitinase*; AT3G12500; heterolog k jatmennej CHIG). Tiez bol
vygenerovany zoznam TF, ktoré koexprimuju s AtMPK3 a chitinazou (basic chitinase)
pomocou ATTED-II (http://atted.jp) softvéru (Priloha4.). Nasledne sme vybrali TF, ktoré
spinali obe tieto kritéria. V aminokyselinovych sekvenciach vyselektovanych TF boli
predikované MAPK-specifické fosforlované miesta pomocou GPS 3.0 (Wang et al.,
2020) softvéru (Tab. 2). Tento softvér urci aj stupeit pravdepodobnosti pre moznost’
fosofrylacie MAPK (,,score®). V priemere bolo zistenych priblizne 5 MAPK $pecifickych
fosforylacnych miest pre kazdy transkripcny faktor. Najviac fosforylovanymi

aminokyselinami boli serin a threonin (Tab. 2).

V aminokyselinovych sekvenciach vybranych TF sa pomocou ELM softvéru
(http://www.elm.eu.org) zistovala pritomnost MAPK-$pecifickej dokovacej domény

a sekvencie (Tab. 3). Podarilo sa ndm najst 5 réznych dokovacich domén a to:

MOD_ProDKin_1, DOC_MAPK_MEF2A6, DOC_MAPKgen1, DOC_MAPKHePTPS8,
DOC_MAPK_FxFP2. Ztychto piatich domén softvér vyhodnotil doménu
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MOD_ProDKin 1 za najviac pravdepodobnii doménu jednotlivych TF. Toto tvrdenie
podporuje aj fakt, ze jedine sekvencie pochadzajuce z tejto domény sa zhodovali
zo sekvenciou fosforylacného peptidu z GPS 3.0 analyzy (Tab. 2). Pomocou softvéru
PhosPhAt 4.0 sa nam podarilo najst’ aj experimentalny dokaz fosforylacie WRKY33
(Tab. 4; Priloha 5.) (Roitinger et al., 2015).

Tab. 2: Predikcia najpravdepodobnejsich MAPK-specifickych  fosforylaénych — miest
v aminokyselinovej sekvencii transkripénych faktorov pochadzajucich z prieniku AthaMap
a ATTED-II softvéru pomocou GPS 3.0 softvéru

TF GPS 3.0 (CMGC/MAPK)
AGI Meno | Pozicia | Kod Peptid Skore | Medzné
hodnoty
244 T CHGTVATTPVSSNFD | 39,675 | 14,896
335 T | ENDVVDVTPVYERQD | 33,802 | 14,896
AT1G18570 | MYB51 19 T | GLKKGAWTPEEDQKL | 27,954 | 14,896
4 T ****MVRTPCCKAEL | 26,242 | 14,896
203 S GSGGPLASTSHTTNT | 17,197 | 14,896
85 S SSANVLASPTTGALI 42,659 | 14,896
59 S SISPSLVSPSTCFSP 38,635 | 14,896
AT2G38470 | WRKY33 65 S VSPSTCFSPSLFLDS 36,591 | 14,896
72 S SPSLFLDSPAFVSSS 35,141 | 14,896
54 S APSSISISPSLVSPS 32,9 14,896
250 S GNFVEDLSPATSGSA | 40,948 | 14,896
AT2646400 | WRKY46 168 S HTCNNITSPKTTTNF 39,455 | 14,896
22 S PEYSIGSSPDSFSSS 35,469 | 14,896
8 S MDPFLIQSPFSGFSP 33,472 | 14,896
AT3G23240 | ERFL 14 S QSPFSGFSPEYSIGS 32,212 | 14,896
159 S YTYEDGCSPVVALKR | 28,429 | 14,896
22 S KYLLDELSPLPTTAT 52,943 | 14,896
269 S MPLLSPLSPHPPFGY 51,228 | 14,896
ATAG17490 | ERF6 266 S FLSMPLLSPLSPHPP 43,103 | 14,896
3 T **xEFMATPNEVSAL 35,092 | 14,896
61 T PEIIDLVTPKPEISD 33,5699 | 14,896
8 S MALETLTSPRLSSPM | 44,258 | 14,896
77 S DLPSSSSSPPLLPPL 42,094 | 14,896
AT5G04340 | ZAT6 223 S | NGDEEVMSPMPAKKL | 32,36 14,896
13 S LTSPRLSSPMPTLFQ 32,35 14,896
86 T PLLPPLPTPIYKCSV 27,564 | 14,896
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Tab. 3: Predikcia MAPK S$pecifickych dokovacich sekvencii transkripénych faktorov
pochadzajucich z prieniku AthaMap a ATTED-II softvéru pomocou ELM softvéru

TF ELM
Meno ELM Meno Pozicia | Zhodné sekvencie | Pravdepodobnost’
1-7 MVRTPCC
MYB51 MOD_ProDKin_1 241-247 VATTPVS 1,54E-02
332-338 VDVTPVY
51-57 ISISPSL
56-62 SLVSPST
MOD ProDKin 1 62-68 TCFSPSL 1,54E-02
WRKY33 B - 69-75 FLDSPAF
82-88 VLASPTT
DOC MAPK gen 1 | 343-352 | KTVREPRIVV 4,32E-03
MOD ProDKin 1 247-253 EDLSPAT 1,54E-02
85-94 KNTEKVKVFV
WRKY46 DOC_MAPK_MEF2A_6 203-211 KSEEVMISL 2,58E-03
DOC MAPK gen 1 200-209 KPTKSEEVMI 4,32E-03
DOC MAPK HePTP 8 82-94 | VSEKNTEKVKVFV 1,07E-04
5-11 LIQSPFS
. 11-17 SGFSPEY
MOD_ProDKin_1 19.08 IGSSPDS 1,54E-02
ERF1 156-162 DGCSPVV
DOC MAPK MEF2A 6| 102-109 RNGIRVWL 2,58E-03
DOC _MAPK gen 1 187-197 RSVKLDNVVVF 4,32E-03
19-25 DELSPLP
. 58-64 DLVTPKP
MOD_ProDKin_1 263-269 PLLSPLS 1,54E-02
266-272 SPLSPHP
ERF6 98-104 RKPPLKI
DOC_MAPK gen_1 157-164 RRGTRVWL 4,32E-03
185-193 RGSKAILNF
DOC_MAPK FxFP_2 | 274-277 FGYP 5,63E-05
5-11 TLTSPRL
. 10-16 RLSSPMP
ZAT6 MOD_ProDKin_1 24-80 SSSSPPL 1,54E-02
220-226 EVMSPMP
DOC MAPK FxFP 2 | 232-235 FDFP 5,63E-05

Tab. 4. Experimentalne (iTRAQ analyza) dokazané fosforylacie zistenych transkripénych
faktorov pomocou PhosPhAt 4.0 softvéru

TF PhosPhAt 4.0
Meno Peptid Skoére Zdroj
WRKY33 TSTSSLEDLEIPK | 31.14 | Roitinger et al., 2015
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5 DISKUSIA

Jednym z prvych cielov tejto diplomovej prace bola fenotypovéa analyza korenov
HVMPK3 KO rastlin ja¢mena. MPK3 a MPK6 su zapojené do mnohych biologickych
procesov ako je vrodena imunita rastlin (Asai et al., 2002), vyvoj prieduchov (Wang et
al., 2007), tvorba lateralnych korefiov (Zhu et al., 2019) a obrana rastlin (Yang et al.,
2020). Bolo publikované, ze dvojity mutant mpk3mpk6é je embryo-letalny (Wang et al.,
2007). Aby sa prekonala letalita embryi, boli pripravené dvojité mutanty mpk3mpkeé,
ktoré exprimovali budMPK3 alebo MPKG6 pod ich nativnymi promotormi. Obe kinazy
boli bodovo mutované tak, aby bola zvySena ich citlivost na kinazového inhibitora NA-
PP1 anésledny pokles ich expresie (Su et al., 2017). Dizka koretiov oboch takto
pripravenych transgénnych dvojitych mutantov bola 0 2/3 kratsia ako dizka u rastlin
divého typu (Shao et al., 2020), ¢o naznacuje, ze MPK3 a MPK6 hraju tlohu v raste
a vyvoji koreniov. V nasich experimentoch sme pozorovali kratSie korene v HYMPK3 KO
mutantoch vo¢i korefiom rastlin divého typu. Dizka korefiov viak bola u HVMPK3
mutantov len mierne niz§ia ako u divého typu. Statisticky vyznamny rozdiel nebol
pozorovany kvoli znaénej variabilite v dizkach a malému poétu analyzovanych korefiov
u vSetkych linii. Pocet koretiov sa v naSich experimentoch u jednotlivych Studovanych
linii nelisil oproti divému typu, co moze naznacovat, Ze knock-out v MPK3 géne nema

vplyv na tvorbu korenov a ani na mechanizmy v ich predlzovani.

Okrem ulohy vo vyvoji, raste a signalizacii st ROS aj esencialnymi molekulami
v interakci medzi rastlinou a patogénom (Camejo et al., 2016) a celkovo hraju dolezita
rolu v rastlinnej imunite (Qi et al., 2017). Zistili sme, ze u akumulacia ROS negativne
koreluje s indukciou imunitnej odpovede, ktora sa prejavila napr. v aktivacii chitinaz, a je
znizend po vystaveni rastlin divého typu 6h-trvajucemu ovplyvneniu flg22 . Naproti tomu
v HYMPK3 KO liniach nedochadza k zniZeniu akumulacie ROS. Flg22 mal zjavne
pozitivny vplyv na akumulaciu ROS u KO linii. U divého typu zjavne ovplyvnenie flg22
nastartovalo obranné odpovede, vratane kontroly tvorby ROS, kdezto u HYMPK3 KO
linii k aktivacii zrejme nedoslo. Tymito vysledkami by sa dalo predpokladat’, Ze mutantné
linie maju oslabené reakcie antioxida¢ného systému vyvolané flg22 oproti rastlindm
divého typu, ked’ze sa akumulacia H,O, vyrazne zvysila u tychto linii. Tato hypotézu je

ale nutné experimentalne validovat’.

Nasim nasledujiicim zamerom bolo Studovat’ zmeny vo fenotype koretiovych

vlaskov po ovplyvneni flg22. Rast koreniovych vlaskov je zloZity proces podmieneny
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mnohymi mechanizmami (Shibata a Sugimoto, 2019). Kym u rastlin divého typu flg22
sposobil prediZenie a nadmernu tvorbu korefiovych vlaskov, u HYMPK3 KO liniach bol
tento efekt miernejsi. V §tudii od Poncini et al. (2017) bola v korenoch rastlin Arabidopsis
dokdzana tuloha viacerych bakteridlnych elicitorov ako inhibitorov rastu. Flg22
SO zvySujucimi sa koncentraciami az do 1uM, ktord sme pouzili aj v naSich
experimentoch, sposoboval skratenie a mal negativny efekt na rast koreniov. Okrem
inhibicie rastu korenia, PAMP indukujt rast a elongaciu korenovych vlaskov v zavislosti
na PAMP a rastlinnom druhu. PAMP indukovany rast koreiovych vlaskov je zavisly
na expresii receptorovych kinaz (Okada et al., 2020). Flg22 u Arabidopsis rast
korenovych vlaskov neovplyviuje (Pecenkova et al., 2017; Okada et al., 2020). Nase
vysledky ukazuji, ze odpovede jatmena na flg22 sa liSia od Arabidopsis v tvorbe
korenovych vlaskov. Vysledky tiez poukazuju na fakt, ze KO mutacia v HYMPKS3 géne
potlaca vnimanie flg22, ked’ze sa fenotyp korenovych vlaskov HYMPK3 KO linii 1isi
od fenotypu rastlin divého typu. Vnimanie flg22 ale nie je uplne potlacené, ked’Ze sa aj
u HYMPK3 KO linii predizili korefiové vlasky po raste na médiu s flg22 oproti tym
rastucim na kontrolnych médiach. Tato skutocnost’ mdze byt sposobena pritomnostou
jeho homologu HYMPKG, s ktorym pdsobia redundantne v niekolkych biologickych
procesoch (Wang et al., 2007).

Jednym z moznych mechanizmov, ktorymi MAPK, ateda aj HvMPKS3,
ovplyviiuju rast moéze byt aj uloha cytoskeletu, teda spravne fungovanie mikrotubul
a aktinového cytoskeletu (Komis et al., 2011). Zostaveniu a dynamike mikrotubul
poméha koordinované poOsobenie proteinov asociovanych s mikrotubulami (v angl.
microtubule associated proteins — MAPs) adalsich regulacnych proteinov
(Hamada, 2014). MAP65-1 je fosforylovany pomocou MPK6 a MPK4 (Smertenko etal.,
2008; Beck et al., 2010). V mutantnych liniach mpk4 bol MAPG65-1 nedostato¢ne
fosforylovany (Beck et al., 2010). Spravna organizacia mikrotubulov podmienuje
predovsetkym polaritu rastu koreniovych vlaskov, pricom ich tvorba nie je ovplyvnena
(Vaskebova et al., 2018). Podobne vykazovali korenové vlasky v mpk4 mutante
Arabidopsis rozkonarovanie (Beck et al., 2010). To naznacuje, ze HvVMPK3
pravdepodobne neovplyviiuje rast korenovych vlaskov cez regulaciu MAP65-1, resp.

organizaciu mikrotubulov.

Samaj et al. (2002) analyzovali funkciu stresom aktivovanej MAP kinazy lucerny
(angl. stress induced MAPK — SIMK), ktora je heterologna ku MPK6 u Arabidopsis,
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Vv korenovych vlaskoch. Pomocou mikroskopickych technik zistili, ze SIMK sa v aktivnej
forme nachadza spolo¢ne s F-aktinovou siet'ou v §pi¢kach koretiovych vlaskov a koreluje
s ich tvorbou. Neporuseny aktinovy cytoskelet je nevyhnutny pre rast $picky korenovych
vlaskov. Taktiez dokazali, ze nadmernd expresia SIMK stimuluje rast a tvorbu
korenovych vlaskov a naopak chemicka inhibicia aktivity MAPKK sposobila zmeny
Vv subcelularnej distribucii aktinu a SIMK, ¢o malo za nasledok inhibiciu rastu Spiciek
a aberantnu morfologiu korenovych vlaskov. Tieto objavy naznacuji, Ze intaktny
aktinovy cytoskelet je nevyhnutny pre spravnu lokalizaciu SIMK v $pickach korenovych
vlaskov aich rast. Tym moézeme povedat’, ze aktivita MAPK je nevyhnutna pre rast
korenovych vlaskov a Ze inhibicia aktivity MAPK spdsobuje remodelaciu aktinového
cytoskeletu vo vznikajucich koreniovych vlaskoch. Reorganizaciu aktinu ovplyviiuju
proteiny viazuce aktin (napr. profilin, vilin, aktinovy depolymerizacny faktor, proteiny
spojené s aktinom, formin, dehydrin a anexin) (Li et al., 2015; Taka¢ et al., 2016).
Inhibicia aktivity MAPK ako HvMPK3 mdze spdsobovat problémy vo fosforylacii

tychto proteinov a regulovat’ tak ich spravnu funkciu u jacmena.

Nase vysledky ukazuju, ze HYMPK3 ma schopnost’ ovplyviiovat aj hladinu H,O-
ujaémena. Je zname, Zze genetickd modifikacia MAPKs casto vedie k zmenam
Vv koncentracii H20., ako bolo napr. dokazané pre MAPKKK ANP2 a ANP3 (Takac et
al. 2014). MAPK ovplyviiuju hladinu ROS cez regulaciu expresie NADPH oxidaz
(Adachi et al., 2015) alebo apoplastickych peroxidaz (Han et al., 2015). Je zname Ze H2O;
ovplyviuje predlZzovanie koretia (Mhamdi a Breusegem, 2018) ale aj tvorbu korenovych
vlaskov (Carol et al., 2005) . Toto sa deje z dvoch moznych pricin a to je regulacia
predlzovania buniek pomocou ROS cez rozvolhovanie polysacharidovych retazcov
(Schopferet al., 2002; Yamada et al., 2018) alebo regulacia bunkového delenia (Qi et al.,
2017). ROS tiez aktivuju vapnikové kanaly a nasledna akumulacia vapnika je nevyhnutna
pre tvorbu apolarny rast korenovych vlaskov (Carol a Dolan, 2006). Tieto poznatky
naznaduju, e redukcia dizky korefiovych vlaskov u HYMPK3 KO linii mohla suvisiet

s poruchami kontroly tvorby ROS.

Dal§im naSim cielom bola analyza aktivity chitinazz v KO HVMPK3 liniach.
Chitinazy si enzymy hydrolyzujuce chitin ale aj iné molekuly (napr. chitosan,
peptidoglykany; Malik, 2019). U rastlin je ich expresia indukovana v obrannych
reakciach pri biotickom strese (Ray et al., 2016), ale aj v reakcii na abioticky stres

ako napr. stres z chladu (Zielinski et al., 2021), stres z tazkych kovov (Galusova et al.,
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2015) ¢i osmoticky stres (Cao et al., 2019). Indukovanie expresie chitindz je mozné
aj elicitormi, a to samotnym chitinom (Chen et al., 2018) alebo flg22 (Meng et al., 2019),

ktory sme pouZili aj my v naSich experimentoch.

Zistili sme, ze aktivita chitinaz bola vyznamne nizsia u HYMPK3 KO mutantov
V porovnani s divym typom u vSetkych izozymov. Po 6h ovplyvneni flg22 sa senzitivita
jednotlivych izozymov chitinaz liSila. Bolo pozorovanych pit izozymov, z ktorych
sa aktivita dvoch vobec nemenila. M6zeme usudzovat’, Ze konkrétne tieto dva izozymy
na flg22 nereaguji. U divého typu doSlo k vyraznému zvySeniu aktivity u dvoch
izozymov, na rozdiel od opa¢ného trendu pozorovaného u HYMPK3 KO linii po 6h
ovplyvneni flg22. Podla tychto vysledkov sa da predpokladat’, ze KO mutacia v HYMPK3
negativne reguluje uroven aktivity chitinaz ako v kontrolnych podmienkach tak aj po 6h
ovplyvneni flg22. Chitindzy sa radia medzi vyznamné PR proteiny, ktoré mozu
predstavovat’ markery obrannych reakcii rastlin na bioticky stres (Marzec-Schmidtetal.,
2020). Preto je mozné na zaklade naSich vysledkov povedat’, ze KO HYMPKS3 linie maju

oslabent responzivituna flg22 v porovnani s rastlinami divého typu.

Expresia chitinaz je regulovana prostrednictvom TF (Gao a Zhao, 2017). V naSe;j
bioinformatickej analyze sme identifikovali potenciondlne transkripcné faktory
ako MYB, WRKY, ERF aZAT, ktoré by mohli regulovat’ expresiu chitinaz pod
kontrolou MPK3. Po vnimani flg22 sa v Arabidopsis aktivuju dve MAPK kaskady. St to
MKKK3/5-MKK4/5-MPK3/6 a MEKK1-MKK1/2-MPK4 (Asai et al., 2002; Kong et al.,
2012). Prva z nich zahfia MPK3/MPK®6, ktoré d’alej aktivuju transkripéné faktory ako
napr. WRKY33 aERF6, regulujuce expresiu obrannych génov a akumulaciu
antimikrobidlnej zlG¢eniny kamalexinu po napadnuti Botrytis cinerea u Arabidopsis
(Meng et al., 2013). MPK3/MPK6 po napadnuti B. cinerea taktiez fosforyluju
a stabilizuju biosyntetické enzymy etylénu ACS2 a ACS6, a tym riadia jeho produkciu
(Han et al., 2010). Transkrip¢ny faktor ryze OsWRKY 114 priamo zvySuje prométorové
aktivity OsPR1a a chitindzy po napadnuti Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Son et al.,
2020). Taktiez MYB transkripéné faktory, konkrétne BjMYBI1, indukuje transkripénu
aktivaciu chitinazy BJCHI1 po napadnuti B. cinerea u Brassica juncea (Gao a Zhao,
2017). Da sa teda predpokladat, ze aj homolégy tychto TF u jaCmenia maju podobné

vlastnosti, na to by vSak bolo potrebné tieto vlastnosti experimentalne dokéazat'.
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Nase data ukazuju, ze hladina HSP70 proteinu je v HYMPK3 KO liniach niZ§ia
nez udivého typu v neovplyvnenych rastlinach. KO mutacia v HYMPKS3 spdsobila
znizenie abundancie HSP70 v tychto vzorkdch. Rodina HSP je zodpovedna
za udrziavanie homeostazy proteinov pri strese rastlin z vysokych teplot a ul'ah¢ovanie
ich renaturacie pri poskodeni tepelnym stresom (Wang et al., 2020). Faktory tepelného
Soku (angl. heat shock factors — HSF) zohravaju dolezita tlohu pri koordinacii reakcii
rastlin na teplo a mnozstvo d’al$ich nepriaznivych podmienok (Andrasi et al., 2019).
Pri tepelnom strese sa HSF, ktoré inak zostavaju viazané na HSP, uvolnuju a HSP sa
viaZzu na nespravne poskladané proteiny. Po uvolneni sa HSF viazu na konzervované
motivy v prométoroch podradenych génov a aktivuju ich (Haak et al., 2017). Evrard et
al. (2013) popisali aktivaciu AtMPKG6 po pdsobeni tepelného stresu s naslednou cielovou
fosforylaciou HsfA2. Pérez-Salamo et al. (2014) zistili, ze HSFA4A je substratom
AtMPK3/MPK6. Andrasi et al. (2019) popisali fosforylaciu HSFA4A prostrednictvom
AtMPK4. Nase vysledky u HYMPK3 KO linii mézu teda poukazovat’ na potencionalny
vplyv nedostatocnej fosforylacie HSF pomocou HVMPK3 a tak teda dovod znizenej
abundancie HSP70.
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6 ZAVER

V predkladanej diplomovej praci sme sa venovali §tidiu koretiov HYMPKS KO rastlin.
Studovali sme fenotyp korefiov a pozorovali zmeny vznikajiice vo fenotype korefiovych
vlaskov po ovplyvneni flg22. Histochemickym farbenim sme zist'ovali mnozstvo H>0,
vytvoreného po vystaveni koreniov rastlin ovplyvneniu flg22. Nativnou elektroforézou
sme sledovali aktivitu chitinaz v korefiovych extraktoch HYMPK3 KO rastlin. Dalej sme
sa zaoberali imunoblotovacou analyzou HSP70 a RACK1A proteinov v koretiovych
extraktoch HYMPK3 KO rastlin. V poslednej ¢asti prace sme sa venovali bioinformatickej
analyze, kde sme zistovali potenciondlne transkripéné faktory regulujuce expresiu

chitindz pod kontrolou MPK3.

Zistili sme, ze HYMPK3 ma4 ulohu v regulacii dizky korefiov jaémetia a tiez
ovplyviiuje predlzovanie koreniovych vlaskov. Koretiové vlasky jaémena su na rozdiel
od Arabidopsis responzivne na flg22 a dochadza k ich predlzovaniu. Knock-out mutacia
v HYMPKS géne potlaca predlzovanie koretiovych vlaskov jacmena. Tento gén preto
prepaja obranné mechanizmy s vyvinovymi procesmi, ako je predovSetkym predlzovanie

korenovych vlaskov.

Podarilo sa nam ukazat’, ze HYMPK3 KO rastliny maju znizenu aktivitu chitindz
v nativnych podmienkach, ale aj po Sesthodinovom ovplyvneni flg22 Vv porovnani
s rastlinami divého typu. Pomocou bioinformatickych analyz sme urcili transkripcné
faktory, ktoré by mali byt potenciondlnymi reguldtormi expresie chitinaz pod kontrolou
MPK3. Zistili sme, Ze HYMPK3 ovplyviiuje aj abundanciu stresového proteinu HSP70

v podmienkach bez oSetrenia, avsak flg22 nemal na jeho abundanciu vyrazny vplyv.

Dokazali sme na rdznych urovniach, Ze knock-out muticia v HYMPKS3 géne
spdsobuje oslabenti odpoved’ na ovplyvnenie flg22. Zistené vysledky vyznamne prispeli

k poznaniu MAPK u ja¢mena.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SYMBOLOV A SKRATIEK

ABA kyselina abscisova

ACC kyselina 1-aminocyklopropan-1-karboxylova
ACO ACC oxidaza

ACS ACC syntaza

AvrEl efektor Pseudomonas syringae

AvrPto efektor Pseudomonas syringae

AvrPtoB efektor Pseudomonas syringae

AvrRpt2 efektor Pseudomonas syringae

BAK1 receptorova kinaza asociovana s BRI

BIK1 proteinkinaza indukovana rodom Botrytis
BIR1 RLK interagujucas BAK1

BKK1 kindza podobna BAK1

BSA hovédzi sérovy albumin

CacChitlv chitinaza 4 pochadzajtica z papriky

CaPIK1 receptoru podobna cytoplazmaticka proteinkinaza papriky
CAzy databaza aktivnych enzymov voci sacharidom
CBEL lektinovy elicitor viaziici celulozu

CEBIP protein viazuci chitin

CERK1 LysM receptorové kinaza

CYP71A13  gén kodujuci, indoleacetaldoxim dehydratazu
EF elongacny faktor

EFR receptor vnimajuci elongacny faktor Tu

EGF epidermalny rastovy faktor

EIX Xylanaza indukujuca etylén

elf18 —elf26 N-koncovy 18-26-aminokyselinovy epitop EF-Tu

ELM eukaryotické linearne motivy

ERF etylénovy faktor odozvy

ETI efektorom vyvolana imunita

ETS efektorom vyvolana citlivost’

flg22 N-koncovy, 22 aminokyselinovy epitop flagelinu
FLS2 receptor citlivy na flagelin

GH glykozidhydrolazy
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GIcNAc N-acetylglukozamin

H,0; peroxid vodika

HEL protein podobny heveinu

HopAll efektor Pseudomonas syringae

Hopll efektor Pseudomonas syringae

HopM1 efektor Pseudomonas syringae

HR hypersenzitivna imunitnd odpoved
ChiB endochitinaza B

INF1 elicitinz P. infestans

JA kyselina jasménova

LYM1 receptorovy protein s LysM doménou 1
LYM3 receptorovy protein S LysM doménou 3
LYP4/6 LysM proteiny 4 a 6

LysMs lyzinové motivy

MAPK mitogénom aktivovana proteinkindza
MAPK mitogénom aktivované proteinkinazy

MKK4PP konstitutivne aktivny variant MKK4
MKK5PP konstitutivne aktivny variant MKK5

MKP1 MAPK fosfataza

MKS1 substrat MPK4

NADPH redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat
NB-LRR doména viazuca nukleotidy a doména bohata na leucinové opakovania
Nepl peptid indukovany nekrézou a etylénom

NO oxid dusnaty

NTF6 gén kodujuci MAPK pribuznu SIPK v tabaku
NtMEK2PP  variant NtMEK2

0G oligogalakturonové kyseliny

PAD2 gén kodujuci glutamat-cystein ligazu

PAD3 gén kodujuci kamalexin syntazu

PAMP molekulérne zlozky patogénu

PCD programovana bunkové smrt’

PDF rastlinny defenzin

PGN peptidoglykan

PR proteiny spojené s rastlinnou patogenézou
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PRR

Pst

PTI
PTP1
RBGP1
RBOH_
RLK
RLP
RLP-ELR
ROS burst
ROS

SA
SAMK
SAR
SERK3
SIMK
SIPK
SNC1
SOBIR1
SUMM2
T3SE
T3SS
TALEN
WAK
WIPK
XEG1

receptor rozpoznavajuci patogén

Pseudomonas syringae pv. tomato

primarna imunitna odpoved’

protein tyrozin fosfataza

receptor odpovedajuci na pritomnost’ polygalakturonaz z Botrytis cinerea
oxidazovy homolog oxidativneho vzplanutia
receptor podobny kindze

receptor podobny proteinu

receptor podobny proteinu elicitinovej odpovede
oxidativne vzplanutie

reaktivne formy kyslika

kyselina salicylova

stresom aktivovand MAPK

ziskana systémovarezistencia

receptorova kinaza somatickej embryogenézy
sol'ou indukovand MAPK

proteinkinaza indukovana kyselinou salicilovou
konStitutivny supresor nprl-1

supresor BIR1

supresor MKK1 a MKK2

sekre¢né efektory typu IlI

sekre¢ny systému typu I

TAL efektor nukleaza

kindzy spojené s bunkovou stenou
proteinkindza indukovana poranenim

endoglukandza Specifickd na xyloglukan
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9 PRILOHY

Zoznam priloh

Priloha 1.Fotografie gélov chitinaz

Priloha 2.Fotografie skenov membran s anti-HSP70 protilatkou
Priloha 3.Fotografie skenov membran s anti-RACK1a protilatkou
Priloha 4. Data ziskané z databazy AthaMap a ATTED-II

Priloha 5. Experimentalne ziskané¢ informacie o fosforylacii WRKY33 wuvedené

v databaze PhosPhAt 4.0.

Priloha 6. Hl'adanie heterologneho proteinu k RACKla v jaémeni pomocou BlastP
(NCBI) softvéru
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Priloha 1.Fotografie gélov chitinaz

A WT KO-BKO-C

Rf0.05 —»
Rf0.12 —»
Rf0.17 —»

Rf0.26 —»
Rf0.35 —»

Rf0.7—»

B KO-C WT KO-B
K flg22 K flg22 K flg22

Rf0.06 —»

Rf0.19 —»
Rf0.23 —»

Rf0.32 —»

Rf0.43 —»

Priloha 1: Uplne skeny celych pdovodnych gélov zafarbenych na aktivitu chitiniz
uvedenych na obrazkoch 8A (A) a 9A (B). Zvyraznené oblasti zobrazuju prezentované
Casti. Vzorky nanesené v pruhoch, ktoré nie su anotované, nie st pre tuto Stadiu
relevantné.
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Priloha 2.Fotografie skenov membran s anti-HSP70 protilatkou

WT KO-B KO-C
A

weemwrefee

kontrola flg-22
WT KO-B KO-C WT KO-B KO-C

{=mmpe-

Priloha 2: Uplné skeny celych povodnych membran sondovanych s primarnou protilatkou
anti-HSP70 uvedenej na obrazku 11A (A) a 12A (B). Zvyraznena oblast’ zobrazuje
predloZent ¢ast’. Nanesené vzorky v pruhoch, ktoré nie sii anotované, nie su pre tuto
Stadiu relevantné.
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Priloha 3.Fotografie skenov membran s anti-RACK1a protilatkou

WT KO-B  KO-C
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Priloha 3: Uplny sken celej povodnej membrany sondovanej s primarnou protilatkou
anti-RACK1a uvedenej na obrazku 13A. Zvyraznena oblast’ zobrazuje predlozenti Cast’.
Nanesené vzorky v pruhoch, ktoré nie su anotované, nie st pre tuto Studiu relevantné.
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Priloha 4. Data ziskané z databazy AthaMap (TF S$pecifické pre cis elementy pritomné
Vv promotorovej sekvencii cielového chitinazového génu, basic chitinase) a ATTED-II
(CoexSearch — AtMPK3 a basic chitinase). V tabulke je uvedenych prvych dvadsat
pozicii zoznamu vyhodnotenych proteinov.

ATHAMPAP ATTED Il
Factor Family Score AGI Factor Score
TaMYB80 MYB 11,98 AT1G18570 MYB51 myb domain protein 51 3,18
MYB83 MYB 7.66 AT2G38470 | WRKY33 'WRKY DNA-binding protein 33 5,38
RVEL, REVEILLE 1, Myb-like transcrip MYB 7.51 AT1G80840 | WRKY40 'WRKY DNA-binding protein 40 2,45
WRKY12 WRKY({Zn) 9,8 AT4G31550 | WRKY11 WRKY DNA-binding protein 11 2,22
WRKY45 WRKY(Zn) 9,76 AT4G23810 | WRKY53 WRKY family transcription factor 2,19
WRKY38 WRKY(Zn) 9,33 AT2G23320 | WRKY15 'WRKY DNA-binding protein 15 2,12
ERFL, ethylene responsive element binding factor 1 AP2/EReBP| 10,73 AT2G46400 | WRKY46 WRKY DNA-binding protein 46 2,87
RAP2.3, RELATED TO AP2 2, ERF72, ETHYLENE RESPONSE FACTOR 72 AP2/EREBP 10,7 AT3G56400 | WRKY70 WRKY DNA-binding protein 70 1.00
RAP2.6, RELATED TO AP2 6, ERF113, ETHYLENE RESPONSIVE FACTOR113 | AP2/EREBP 10,46 AT4G17490 ERF6 ethylene responsive element binding factor 6 38
ORAA47, (ERF018) AP2/EREBP 10,1 AT5G47230 ERF5 ethylene responsive element binding factor 5 2,61
KAN4, (ERF018) GARP 9,97 AT1G28370 ERF11 ERF domain protein 11 2,91
NtERF2, Ethylene-responsive transcrip AP2/EREBP| 9,73 AT5G47220 | ERF2 ethylene responsive element binding factor 2 2,82
DREB2C (ERF48) AP2/EREBP 7.47 AT5G61600 ERF104 ethylene response factor 104 2,48
ZAT18 (zing finger protein 18) C2H2(Zn) 9,1 AT2G31230 | ERF15 ethylene-responsive element binding factor 15 | 2,48
HSFB2a, heat shock transcription factorB2A HSF 7,32 AT3G15210 | ERF4 ethylene responsive element binding factor 4 22
DEAR4, DREB AND EAR MOTIF PROTEIN 4 AP2/EREBP 11,82 AT2G44840 ERF13 ethylene-responsive element binding factor 13 2,2
DEARS3, DREB AND EAR MOTIF PROTEIN 3 AP2/EREBP 9,9 AT4G17500 ERF-1 ethylene responsive element binding factor 1 2
RRTF1, redox responsive transcription factor 1 AP2/EREBP| 10,15 ATS5G04340 ZAT6 zinc finger family protein 2,11
ABI4, ABA INSENSITIVE 4 AP2/EreBP| o AT2G40140 czr1 zin finger (CCCH-type) family protein 2.89
TOE2, TARGET OF EARLY ACTIVATION TAGGED (EAT) 2 AP2/EREBP 9,51 AT4G18880 | HSFA4A heat shock transcription factor A4A 2,67
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Priloha 5. Experimentalne (ziskané

informécie o fosforylacii WRKY33 uvedené
v databaze PhosPhAt 4.0.

about [l Result 1 ]
* protein prediction WRIKY 33

B TSTS{pS)LEDLEIP{K*)

& Enlarge spectrum... [ Export spectrum =

: . Madifications Peptide parameters
>, 5 phos Mascot_Score EIREY
— - TRAQ144
‘@

ppen 03579
Enrichment IMACTIOZ
Treatment

fonizing ragiation

Instrument LTQ-Orbitrap Velos.
Ticena o
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Priloha 6. Hladanie heterologneho proteinu k RACKla v jaémeni pomocou BlastP
(NCBI) softvéru.

BLAST @ blastp suite-2sequences » results for RID-8ZRRWUYD114

Job Title refiNP_173248.1| ..
RID 8ZRRWUYD 114 Search expires on 05-04 19:31 pm
Program Blast 2 sequences

Query ID NP_173248.1 (amino acid)

Query Descr Transducin/\WWD40 repeat-like superfamily_protein [Arabidopsis thalianal] ...
Query Length 327

Subject ID BAJ90663.1 (amino acid)

Subject Descr  predicted protein [Hordeum vulgare subsp. vulgare]....

Subject Length 335

Descriptions

Description Scientific Max Total Query E Per. Acc. Accession
v Name Score Score Cover value Ident Len

predicted protein Horde uloa
[Hordeum vulgare COMCEUMVUIOAE 475 497 99% 1e-174 70.24% 335 BAJ90663.1
subsp. vulgare] subsp. vulgare

Graphic Summary

Distribution of the top 2 Blast Hits on 1 subject sequences

I I I —— I | |

1 60 120 180 240 300

Alignments

Alignment viaw‘ Pairwise v | [J cDS feature Restore defaults

guanine nucleotide-binding protein subunit beta-like protein A [Hordeum vulgare]

Sequence |ID: KAE8787065.1 Length: 335 Number of Matches: 2
Range 1: 4 to 327

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame

475 bits(1222) 1e-174() Compositional matrix adjust. 236/336(70%) 268/336(79%) 24/336(7%)

Query 1 MAEGLVLKGTMRAHTDMVTAIATPIDNADIIVSASRDKSIILWKLTKDDKA --------- 51
. M E L L GTMR H D+VTAIA PIDN+ IVS SRDKS+++W
Sbjct 4 MQESLTLVGTMRGHNDVVTAIAAPIDNSPVIVSGSRDKSLL\MDLTNPVASLGDGTVGTD 63

Query 52  YGVAQRRLTGHSHFVEDVVLSSDGQFALSGSWDGELRLWDLAAGYSTRRFVGHTKDVLSYV 111
Y V. RRLTGH HFV+DVV+SSDGQFALSGSWDGELRLWDL+ G++TRRFVGHTKDV+SV
Sbjct 64  YAVPFRRLTGHGHFVQDVVISSDGQFALSGSWDGELRLWDLSTGLTTRRFVGHTKDVISY 123

Query 112 AFSLDNRQIVSASRDRTIKLWNTLGECKYTISEGGEE*WHRDWVSCVRFSPNTLQPTIV 168
. AFS+DNRQIVSASRD TIKLWNTLGECKYTI G H WVSCVRFSPN QPTIV
Shjct 124 AFSVDNRQIVSASRDNTIKLWNTLGECKYTIGGDMGGGEGHTGWVSCVRFSPNIQQPTIV 183

Query 169 SASWDKTVKVWNLSNCKLRSTLAGHTGYVSTVAVSPDGSLCASGGKDGVVLLWDLAEGKK 228
S SWDKTVKVWNL+NCKLRSTLAGH GYV+ VAVSPDGSLCASGGKDGY LLWDL+EGK+
Sbjct 184 SGSWDKTVKVWNLANCKLRSTLAGHGGYVNAVAVSPDGSLCASGGKDGVTLLWDLSEGKR 243

Query 229 LYSLEANSVIHALCFSPNRYWLCAATEHGIKIWDLESKSIVEDLKVDLKAEAEKADNSGP 288
. LY LEA 5+TH+LCFSPNRYWLCAATE TKIWDLESK +V+DLK +++
Sbjct 244 LYQLEAGSTIIHSLCFSPNRYWLCAATEESIKIWDLESKHVVQDLKPEVQ----------~ 292

Query 289 AATKRKVIYCTSLNWSADGSTLFSGYTDGVIRVWGI 324

. +K +++YCTSL+WSADGSTL++GYTDG IRV+ I
Sbjct 293 -VSKNQMLYCTSLSWSADGSTLYTGYTDGTIRVFKI 327
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