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CÍLE PRÁCE 

 

Teoretická část: 

1. Příprava literární rešerše na téma mitogen aktivované protein kinasy (MAPKs) 

jednoděložných a dvouděložných rostlin a jejich role v podmínkách působení stresu. 

 

Experimentální část: 

1. Identifikace a fylogenetická analýza MAPKs ječmene pomocí nástrojů 

bioinformatiky.  

2. Výběr experimentálních stresových podmínek pro kultivaci ječmene a optimalizace 

metod pro extrakci proteinů a detekci MAPKs pomocí Western Blotu. 

3. Detekce MAPKs ječmene s TEY motivem v listech a kořenech vystavených 

stresovým podmínkám pomocí Western Blotu se specifickými protilátkami a 

Western Blotu s fosfospecifickou protilátkou. 
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1 ÚVOD 

Rostliny jsou sesilní organismy a neustále se musí přizpůsobovat měnícím se 

environmentálním podmínkám. Adaptace zahrnuje zejména rychlou a dynamickou 

regulaci enzymatické aktivity a modifikaci genové exprese. Fosforylace a defosforylace 

proteinů je nejběžnější posttranslační modifikace u všech organismů (The Arabidopsis 

Genome Initiative, 2000; Khurana a Gaikwad, 2005). Fosforylace proteinů je jedním 

z hlavních mechanismů kontroly mnoha buněčných procesů v organismu (Cheong a 

Kim, 2010) a jedním z jejích zprostředkovatelů jsou mitogen aktivované protein kinasy 

(MAPKs), které jsou organizované do signálních kaskád. MAPKs jsou vysoce 

konzervované multienzymatické komplexy a hrají důležitou roli ve všech 

eukaryotických buňkách (Colcombet a Hirt, 2008; Suarez-Rodriguez et al., 2010). 

V rostlinných buňkách jsou MAPKs lokalizované na endomembránách 

(endoplazmatické retikulum, trans-Golgiho síť, post-Golgiho vezikuly) nebo v 

subcelulárních kompartmentech (jádro, cytoskelet) (Šamajová et al., 2013). Až 5% 

genomu zelených rostlin (Viridiplantae) kóduje protein kinasy a zhruba 10% všech 

rostlinných kinas je zapojeno do MAPKs drah (The Arabidopsis Genome Initiative, 

2000; Khurana a Gaikwad, 2005). MAPKs moduly jsou zapojeny do odpovědí rostlin 

na hormony a různé druhy stresů (infekce patogenem, zranění, nízká/vysoká teplota, 

sucho, zasolení nebo na reaktivní formy kyslíku), do regulace vývoje a růstu, do 

regulace buněčného cyklu, diferenciace a programované buněčné smrti (Franklin-Tong 

a Gourlay 2008; Cheong a Kim, 2010; Müller et al., 2010; Sasabe a Machida 2012). 
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2 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 

2.1 MAP kinasy rostlin 

2.1.1 MAPK signalizační kaskáda 

Kaskáda mitogen-aktivovaných protein kinas (MAPKs) je zapojena do přenosu 

extracelulárních signálů dovnitř buňky u rostlin, živočichů i hub. Skládá se ze tří kinas: 

MAP kinasy kinasy kinasy (MAPKKK, MAP3K nebo MEKK), MAP kinasy kinasy 

(MAPKK, MAP2K nebo MKK) a MAP kinasy (MAPK nebo MPK) (Keshet a Seger, 

2010). MAPKs jsou aktivovány MAPKKs dvojitou fosforylací threoninu a tyrosinu v 

místě T-x-Y (Thr-x-Tyr, x je jakákoliv aminokyselina) motivu, který je lokalizován 

v aktivační smyčce (T-smyčka) mezi kinasovými podjednotkami VII a VIII. MAPKKs 

jsou aktivovány MAPKKKs fosforylací serin/threoninových zbytků v S/T-X3-5-S/T 

motivu, který je také lokalizován v T-smyčce. (Jonak et al., 2002; Nakagami et al., 

2005). MAPKKKs jsou pak aktivovány buď interakcí s malou GTPasou a/nebo 

fosforylací pomocí protein kinas asociovaných s receptory na povrchu buňky (Morrison, 

2012). Interakce mezi jednotlivými komponentami MAPK kaskády jsou schematicky 

znázorněny na Obr. 1. MAPK dráha spojuje různé signály prostřednictvím interakce 

s jinými kinasami nebo G-proteinem. Ty často fungují jako spojníky mezi 

receptorovými proteiny lokalizovanými v plazmatické membráně, které rozpoznávají 

extracelulární signály, a MAPK modulem. Aktivace cytoplazmatické MAPK na konci 

modulu způsobuje translokaci MAPK do jádra, kde kinasa aktivuje určitou skupinu 

genů prostřednictvím fosforylace specifických transkripčních faktorů. V jiném případě 

může MAPK také translokovat fosforylované specifické enzymy (protein kinasy, 

fosfatasy, lipasy) nebo složky cytoskeletu (Jonak et al., 1999). 

MAPK dráhy jsou známé u mnoha různých druhů rostlin, jako jsou Arabidopsis 

(Arabidopsis thaliana), tabák (Nicotiana tabacum), rajče (Lycopersicum esculentum), 

vojtěška (Medicago sativa) a rýže (Oryza sativa). V genomu Arabidopsis bylo 

identifikováno 20 MAPKs, 10 MAPKKs a 80 MAPKKKs (Cheong a Kim, 2010). 
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Obr. 1 Schematické zobrazení percepce extracelulárního signálu a jeho transdukce mezi 

jednotlivými členy MAPK kaskády (Jonak et al., 1999). Extracelulární signál, který je přijat 

receptorem na membráně, postupně aktivuje všechny složky MAPK kaskády (MAPKKK, 

MAPKK, MAPK). Aktivní MAPKs mohou dále fosforylovat jiné protein kinasy, fosforylovat 

složky cytoskeletu nebo být translokovány do jádra, kde aktivují transkripční faktory a tím 

indukují expresi specifických genů. Šipky znázorňují směr aktivace.  

 

2.1.2 MAPKs 

Aktivita MAP kinas může být ve všech eukaryotických buňkách regulována na úrovni 

transkripce, translace nebo posttranslačních modifikací (fosforylace, defosforylace). 

Mohou vykazovat také tyrosin kinasovou aktivitu a možnou autofosforylaci na 

threoninových a tyrosinových zbytcích (Wu et al., 1991). 

Ačkoliv jsou serin/threonin kinasové domény vysoce konzervované, ve všech 

rostlinných MAPKs bylo zjištěno, že mají N-terminální nebo C-terminální doménu, 

která vykazuje vyšší diverzitu než vlastní doména katalytická. Na základě fylogenetické 

analýzy jejich aminokyselinových sekvencí dělíme rostlinné MAPKs na čtyři skupiny 

(I-IV). U skupin MAPKs I-III se v klastru aktivační smyčky nachází TEY (Thr-Glu-

Tyr) motiv, kdežto skupina MAPKs IV obsahuje motiv TDY (Thr-Asn-Tyr) (Hanks et 

al., 1988; Huang et al., 2002). Charakteristickým rysem TDY skupiny je prodloužení 

domény na karboxylovém konci (Jonak et al., 2002). 
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Skupina MAPKs I je zapojena do hormonálních a environmentálních odpovědí 

rostlin (Hamel et al., 2006; Colcombet a Hirt, 2008). Tato skupina zahrnuje AtMPK3 a 

AtMPK6 u Arabidopsis, které jsou aktivovány patogenem, osmotickým nebo 

oxidativním stresem (Asai et al., 2002; Ichimura et al., 2002; Colcombet a Hirt, 2008). 

Do této skupiny dále patří SIPK a WIPK tabáku, které jsou aktivovány kyselinou 

salicylovou (SA) nebo poraněním (Zhang a Klessig, 2001). Při poranění WIPK aktivuje 

transkripční faktor NtWIF, který je zapojen do indukce exprese genů (Seo et al., 1995; 

Yap et al., 2005). 

MAPKs ze skupiny II hrají roli při různých odpovědích rostlin na stres z vnějšího 

prostředí a při buněčném dělení, nicméně tato skupina není zdaleka tak dobře 

prostudovaná jako skupina I. Patří sem MPK4 u Arabidopsis, která se podílí na obranné 

signalizaci rostlin (Peterson et al., 2010). 

Úloha skupiny MAPKs III v signálních drahách rostlin ve stresových podmínkách je 

také dosud málo objasněna. Blíže byla popsána pouze MPK7, která se podílí na regulaci 

cirkadiánního rytmu u Arabidopsis (Schaffer et al., 2001). 

Skupina MAPKs IV obsahuje v T-smyčce TDY motiv a má prodlouženou C-

terminální doménu. Do této skupiny patří AtMPK8, AtMPK9 a AtMPK15 Arabidopsis, 

OsBWMK1 rýže a TDY1 vojtěšky. AtMPK8, AtMPK9 a AtMPK15 mají také 

prodloužený N-terminální konec (60-80 aminokyselin) a MPK9 obsahuje navíc oblasti 

bohaté na serin a kyselinu glutamovou. Více studií prokázalo, že OsBWMK1 a TDY1 

jsou aktivovány poraněním nebo infekcí houbovým patogenem Magnaporthe grisea. 

OsBWMK1 hraje důležitou roli v obranné signalizaci rýže tím, že aktivuje transkripční 

faktory, jako například OsEREBP a OsWRKY33 (He et al., 1999; Schoenbeck et al., 

1999; Cheong et al., 2003). 

MAPKs zařazené do skupin I a II mají na prodlouženém C-konci CD doménu, která 

slouží jako dokovací místo pro MAPKK, fosfatasy a proteiny. CD doména obsahuje 

sekvence aminokyselin, které se skládají ze dvou sousedních kyselých zbytků (D a E). 

Ty jsou nezbytné pro interakci s klastry bazických aminokyselin (K a R), které jsou zase 

součástí MAPKK (Tanoue et al., 2000). 

Arabidopsis obsahuje více MAPKs s TEY motivem (12 genů) než s TDY motivem 

(8 genů) (Reyna a Yang, 2006). 

 

2.1.3 MAPKKs 
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Dosud bylo u rostlin blíže popsáno 21 MAPKKs (MKKs), jako jsou například MKK1-5 

u Arabidopsis, SIMKK a PRKK u vojtěšky, NtMEK1-2 a SIPKK u tabáku, LeMEK1 u 

rajčete a ZmMEK1 u kukuřice (Zea mays) (Ichimura et al., 2002; Hamel et al., 2006). 

Typickými znaky rostlinných MAPKKs jsou S/T-X5-S/T motiv a N-terminální MAPK 

dokovací doména, která je charakteristická klastrem obsahujícím hydrofobní 

aminokyselinové zbytky (K/R-K/R-K/R-X1-6-LX-L/V/I). V genomu Arabidopsis bylo 

identifikováno 10 MAPKKs, které můžeme klasifikovat do čtyř různých skupin (A-D). 

V signálních drahách odpovědných za reakce rostlin na stres byly doposud popsány jen 

MAPKKs patřící do skupin A, B a C (Ichimura et al., 2002). Zajímavým faktem je, že 

geny pro MAPKKs ve skupinách C a D neobsahují žádné introny (Bardwell a Thorner, 

1996). Bylo prokázáno, že autofosforylace MAPKKs může zvyšovat jejich afinitu k 

MAPKs (Haystead et al., 1992). 

Do skupiny MAPKKs A patří MKK1 a MKK2 u Arabidopsis, které jsou „upstream“ 

regulátory MPK4 a jsou aktivovány poraněním a abiotickým stresem (Mészáros et al., 

2006). MKK2 je také aktivátorem MPK6, která zajišťuje signalizaci při chladovém a 

solném stresu. MKK2 je aktivována prostřednictvím MEKK1, stresem indukované 

MAPKKK. Rostliny se zvýšenou expresí MKK2 se vyznačují konstitutivní kinasovou 

aktivitou MPK4 a MPK6, expresí markerových genů charakteristických pro stresové 

reakce rostlin a zvýšenou odolností vůči mrazu a soli (Teige et al., 2004). Do skupiny A 

patří také MKK6, která aktivuje „downstream“ MPK13 (Melikant et al., 2004). 

Skupina MAPKKs B má neobvyklou strukturu, pro kterou je typická doména pro 

interakci s nukleárním transportním faktorem 2 (NTF2), nacházející se v C-terminální 

oblasti proteinu (Quimby et al., 2000). NTF2 je malý protein, který se podílí zejména na 

transportu mezi cytoplazmou a jádrem a zprostředkovává import Ran-GDP do jádra 

buňky (Quimby et al., 2000). Do skupiny B řadíme MKK3 u Arabidopsis, která je 

součástí MAPK dráhy indukované bakterií Pseudomonas a je negativně regulovaná 

kyselinou jasmonovou (JA) (Dóczi et al., 2007; Takahashi et al., 2007). Rovněž sem 

patří NPK2 u tabáku (Quimby et al., 2000). 

Skupina MAPKKs C obsahuje MKK4 a MKK5 u Arabidopsis a SIMKK u vojtěšky, 

která aktivuje SIMK a reguluje MAPK signální dráhu indukovanou solí nebo elicitory 

(Kiegerl et al., 2000). Patří sem také NtMEK2 u tabáku, která se podílí nejen na aktivaci 

SIPK a WIPK, ale rovněž na indukci buněčné smrti v listech (Yang et al., 2001).  
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Do skupiny MAPKKs D zařazujeme MKK7, MKK8, MKK9 a MKK10 u 

Arabidopsis (Andreasson a Ellis, 2010). Vzájemné interakce mezi jednotlivými 

MAPKKs a MAPKs u Arabidopsis jsou schematicky znázorněny na Obr. 2. 

 

2.1.4 MAPKKKs 

MAPKKKs u rostlin tvoří největší skupinu proteinů MAPK kaskády. Mají rozmanitou 

primární strukturu i složení domén. Rostlinné MAPKKKs dělíme do dvou podskupin: 

MEKK-typ a Raf-typ (Ichimura et al., 2002). Zástupci MEKK-typu jsou OMTK1 u 

vojtěšky (oxidativním stresem aktivovaná MAPKKK), AtMEKK1 u Arabidopsis a 

NPK1 u tabáku (Mizoguchi et al., 1996; Nishihama et al., 2001; Nakagami et al., 2004). 

 

 

 

 

Obr. 2 Vzájemné interakce jednotlivých MAPKs a MAPKKs u Arabidopsis (Andreasson a 

Ellis, 2010). MAPKs a MAPKKs jsou zorganizovány a barevně rozděleny podle příslušných 

fylogenetických skupin. Interakce znázorněné v horní části obrázku reflektují výsledky získané 

pomocí kvasinkových dvouhybridních systémů, zatímco interakce ve spodní části obrázku 

představují fosforylace MAPKs prostřednictvím MAPKKs prokázané in vitro a/nebo in planta. 

Černé spojnice v dolní části obrázku znázorňují případy, kdy byla kromě fosforylace dokázána i 

proteinová interakce MAPK-MAPKK páru.  
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AtMEKK1 působí jako aktivátor MKK1-2 a MKK4-5 v obranných reakcích rostlin na 

abiotický stres (Ichimura et al., 2000; Asai et al., 2002; Teige et al., 2004). Do druhé 

podskupiny řadíme EDR1 a CTR1 u Arabidopsis. EDR1 působí jako negativní regulátor 

v obraně proti patogenům (Frye et al., 2001; Tang a Innes, 2002) a CTR1 je negativním 

regulátorem v signalizaci ethylenu (Kieber et al., 1993). 

 

2.1.5 MAP kinasy jednoděložných rostlin 

Znalosti týkající se role a funkce MAPK kaskád u jednoděložných rostlin jsou značně 

omezeny ve srovnání s dvouděložnými rostlinami. V posledním desetiletí byla největší 

pozornost při zkoumání MAPK signálních drah u jednoděložných rostlin zaměřena na 

modelový druh rýže (Goff et al., 2002; Yu et al., 2002). První MAPK u rýže, na základě 

přijaté nomenklatury pro MAPKs pojmenována BWMK1 (OsBWMK1), byla 

vyizolovaná z indické odrůdy IR36. V původní studii bylo prokázáno, že je indukovaná 

infekcí patogenem Magnaporthe grisea nebo mechanickým poraněním (He et al., 

1999). Objevení BWMK1 poskytlo také první důkaz o existenci MAPK kaskád u rýže 

a jejich zapojení do obranných mechanismů.  

Dosud bylo popsáno 9 různých MAPKs u rýže, zejména u japonské odrůdy 

Nipponbare – OsBWMK1, OsBIMK1, OsMAP1, OsMAPK2, OsMSRMK2, 

OsMAPK3, OsMSRMK3, OsMAPK4 a OsWJUMK1 (He et al., 1999; Agrawal et al., 

2002; Fu et al., 2002; Huang et al., 2002; Song a Goodman, 2002; Wen et al., 2002; 

Agrawal et al., 2003a). MAPKs rýže si zachovávají charakteristické rysy všech členů 

MAPK rodiny – obsahují protein kinasovou (PK) doménu se všemi 11 konzervovanými 

PK subdoménami, fosforylací aktivované motivy TEY a TDY (Hanks et al., 1988) a 

dělí se do tří skupin (A, C a D) ze čtyř definovaných (A-D) (Ichimura et al., 2002). Do 

skupiny A patří OsMAPK2, OsMSRMK2, OsMAP1 a OsBIMK1 a do skupiny C 

řadíme OsMAPK4, OsMSRMK3 a OsMAPK3. Obě tyto skupiny mají v aktivační 

smyčce TEY motiv. Do skupiny D patří OsWJUMK1, obsahující TDY motiv a mající 

prodlouženou C- terminální oblast, ve které se nenacházejí žádné domény. Karboxylový 

konec OsBWMK1 nese doménu homologní k alkohol dehydrogenase (ADH) 

a fosforylační místo pro tyrosin kinasy (TK). Je známo, že gen pro ADH je indukován 

například nedostatkem kyslíku, dehydratací, nízkou teplotou a elicitory (Matton et al., 

1990; Dolferus et al., 1994; He et al., 1999).  Skupina B a orthologní geny podskupiny 

A2 u rýžových MAPKs zatím nebyly identifikovány. Bylo zjištěno, že genom rýže 
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obsahuje téměř dvounásobný počet MAPKs s motivem TDY než s TEY motivem 

(Reyna a Yang, 2006). 

Fylogenetický strom MAPKs u rýže poukazuje na jejich vzájemnou podobnost v 

jednotlivých podskupinách. Například OsMAPK2, OsMSRMK2, OsMAP1 a OsBIMK1 

z podskupiny A1 jsou více než na 99% homologní. OsMAPK2 a OsBIMK mají v rámci 

podskupiny rozdílnou pouze jedinou aminokyselinu (A místo G v pozici 46 - 

OsMAPK2 a I místo F v pozici 367 - OsBIMK). OsMSRMK2 a OsMAP1 jsou 

identické. MAPKs z podskupiny C2 OsMAPK4 a OsMSRMK3 se liší v pozicích dvou 

aminokyselin (Y místo V a A místo V v pozicích 35 a 331) a s MAPK OsMAPK3 ze 

stejné podskupiny jsou identické na 92%. MAPKs z podskupiny D1 jsou navzájem 

homologní na 63% (Agrawal et al., 2003b). 

 

2.2 Reakce rostlin na stres 

Rostliny jsou často vystavovány vnějším nepříznivým podmínkám (biotický a abiotický 

stres), které negativně působí na jejich růst a vývoj (Dat et al., 2000). Abiotický stres 

zahrnuje působení vysokých a nízkých teplot, sucha, ozonu, UV záření, zvýšené salinity 

a mechanického poranění. Během evoluce si rostliny vytvořily komplex regulačních 

mechanismů sloužících k adaptaci na tyto nepříznivé vlivy, jako je například syntéza 

hormonů (kyselina abscisová – ABA), spouštějící sekundární odpovědi a expresi 

specifických genů (Munnik a Meijer, 2001). Jako odpověď na biotický stres si rostliny 

vyvinuly obranné systémy k ochraně proti patogenům, kterých jsou schopny rozpoznat 

na základě přítomnosti mikrobiálních elicitorů a různých komponent buněčné stěny. 

Následuje transdukce intracelulárního signálu v obranné reakci na stres, vedoucí až k 

hypersenzitivní reakci (HR – hypersensitive response), neboli k programované buněčné 

smrti (Cheong a Kim, 2010). V místě invaze patogena rostliny generují různé 

signalizační molekuly, jako jsou například SA, JA, ethylen a oxid dusnatý (NO), které 

se podílejí na systémové odpovědi rostlin (Cheong a Kim, 2010). Může také docházet k 

mechanickému zpevnění buněčných stěn, k syntéze fytoalexinů a proteinů souvisejících 

s patogenezí (PR proteins – pathogenesis related proteins) a k indukci transkripce 

obranných genů (Zhang et al., 2006). Jedním z důsledků stresu je také zvýšení 

koncentrace reaktivních forem kyslíku (ROS) v buňce, které se následně přeměňují na 

kyslík (
1
O2), superoxidový anion (O2), hydroxylový radikál (OH) a zejména na peroxid 

vodíku (H2O2) (Quan et al., 2008).  
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Nezastupitelnou roli v reakcích rostlin na stresové podmínky hrají kromě druhých 

poslů a hormonů také MAPK kaskády. Některé komponenty MAPK kaskád mohou být 

aktivovány více než jedním typem abiotického nebo biotického stresu, což naznačuje 

konvergenci signalizačních drah při percepci a transdukci signálu během odpovědi 

rostlin na stres (Zhang et al., 2006). Vzájemná propojení jednotlivých hormonů, 

druhých poslů a MAPK kaskád regulujících odpovědi rostlin na různé typy abiotických 

stresů jsou znázorněna na Obr. 3.  

 

2.2.1 Oxidativní stres 

ROS patří mezi hlavní, přirozeně se vyskytující vedlejší produkty aerobního 

metabolismu buněk (Suzuki et al., 2011), ale jejich tvorba může být rovněž indukována 

působením abiotických stresových faktorů (Suzuki et al., 2012), nebo během napadení 

rostlin patogeny (O'Brien et al., 2012). ROS (zejména H2O2) jsou v rostlinách ve 

velkém množství produkovány v mitochondriích, chloroplastech, peroxizomech, 

glyoxyzomech, na plazmatické membráně a v buněčné stěně. Ovlivňují činnost mnoha 

proteinů tvořících součásti signalizačních drah (fosfatasy, kinasy a transkripční faktory) 

(Cheng a Song, 2006). Hrají také důležitou roli ve  fyziologických procesech rostlin 

 

 

 

 
Obr. 3 Schematické znázornění vzájemného propojení druhých poslů, hormonů a MAPK 

modulů regulujících odpovědi na různé typy abiotických stresů u Arabidopsis (Smékalová et al., 

2013). V levé části obrázku je zobrazen obecný průběh a aktivace MAPK kaskády. Hlavní část 

obrázku obsahuje šest základních typů abiotických stresů, které jsou navzájem barevně 

odlišeny. U každého ze stresů jsou znázorněny signalizační dráhy zahrnující druhé posly, 

hormony, MAPK kaskády a efektory zodpovídající za reakce rostlin na jednotlivé typy stresu. 

Plné čáry označují známé signalizační dráhy a přerušované čáry představují ty předpokládané. 

Otazníky zobrazují komponenty MAPK kaskád, které nebyly doposud identifikovány. Modrou 

barvou jsou znázorněny transkripční faktory. 
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jako jsou senescence (Peng et al., 2005), fotorespirace a fotosyntéza (Noctor a Foyer, 

1998), pohyb průduchů (Bright et al., 2005), buněčný cyklus (Mittler et al., 2004), růst 

a vývoj (Foreman et al., 2003). Bylo prokázáno, že H2O2 se akumuluje více ve starších 

listech a podílí se na indukci otevírání a zavírání průduchů zprostředkovaném 

prostřednictvím ABA (Pei et al., 2000; Neill et al., 2002). V kombinaci s jinými 

stresovými faktory (ultrafialové záření, sůl, sucho, těžké kovy, vysoká či nízká teplota), 

produkce H2O2 v rostlinách napomáhá k získávání jejich odolnosti vůči stresu a 

k ochraně před poraněním. 

Naopak, akumulace ROS i H2O2 způsobuje oxidativní poškození buňky nebo 

buněčnou smrt. Na detoxikaci H2O2 se podílí řada enzymů, jako jsou superoxid 

dismutasa (SOD), glutation reduktasa (GR), katalasa (CAT) – konvertuje H2O2 na vodu 

a molekulový kyslík, peroxidasa (POD) – podílí se na lignifikaci, zesíťování 

strukturních proteinů v buněčné stěně a na obraně před patogeny a askorbát peroxidasa 

(APX) – zodpovídá za přesun H2O2 do chloroplastů, peroxizomů a mitochondrií. Na 

degradaci H2O2 se ale podílí i neenzymatické antioxidanty, jako jsou například 

tokoferoly, kyselina askorbová a glutation (Scandalios, 1987; Asada, 1992; Wingsle a 

Hallgren, 1993; Kocsy et al., 1996; Noctor et al., 1998; Kawano, 2003). Produkci ROS 

je možné snížit přesměrováním elektronů do transportního řetězce chloroplastů a 

mitochondrií pomocí alternativních oxidas (AOXs), které redukují kyslík na vodu 

(Mittler, 2002). 

Peroxid vodíku může vystupovat buď jako signální molekula nebo jako regulátor 

exprese některých genů v buňce. V případě nízké koncentrace se H2O2 jako signální 

molekula podílí na vytváření tolerance rostliny vůči abiotickým a biotickým stresům 

(Fukao a Bailey-Serres, 2004; Laloi et al., 2004; Mittler et al., 2004). Vysoké 

koncentrace H2O2 způsobují řízenou buněčnou smrt (Dat et al., 2000). 

Zvýšené hladiny ROS indukují u Arabidopsis aktivaci MPK3 a MPK6 (Lumbreras et 

al., 2010), ale také MPK4, která je součástí MEKK1-MKK1/MKK2 signalizační dráhy 

(Pitzschke et al., 2009). Fosforylaci MPK3 a MPK6 zprostředkovává MAPKK MKK5 

(Miles et al., 2009; Xing et al., 2013). Bylo zjištěno, že na úplnou aktivaci obou 

MAPKs při oxidativním stresu je nevyhnutelná přítomnost serin/threonin kinasy OXI1 

(oxidative signal-inducible 1), jejíž exprese je u Arabidopsis rovněž indukována 

působením ROS (Rentel et al., 2004). Dalším proteinem hrajícím roli v signalizaci 

během působení oxidativního stresu je MAPK fosfatasa 2 (MKP2). MKP2 je 

lokalizována převážně v jádře, kde interaguje s MPK3 a MPK6 a způsobuje jejich 
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defosforylaci, čím zvyšuje toleranci rostlin vůči oxidativnímu stresu (Lee a Ellis, 2007; 

Lumbreras et al., 2010).  

 

2.2.2 Teplotní stres 

Nízká a vysoká teplota jsou jedními z nejdůležitějších abiotických faktorů, 

ovlivňujícími růst, produktivitu i geografické rozložení zemědělských plodin. Mnoho 

rostlin zvyšuje v chladu svou toleranci v reakci na nízkou teplotu (CA - cold 

acclimation). Je to proces, který umožňuje u odolných rostlin rozvíjet toleranci na chlad 

prostřednictvím biochemických a biologických změn, kdy dochází k přeprogramování 

exprese genů (Mishra et al., 2006; Heidarvand a Amiri, 2009; Huang et al., 2012). 

Výsledky studií naznačují, že primárním místem kontaktu chladu s buňkou je její 

membránový systém. Rostliny mohou reagovat na změny teploty okolního prostředí 

změnou  fyzikálních vlastností plazmatické membrány (Levitt, 1980; Steponkus, 1984). 

Pokles teploty snižuje fluiditu membrány, nárůst teploty ji naopak zvyšuje (Meíja et al., 

1995; Alonso et al., 1997; Wang et al., 2003; Mittler et al., 2012). Bylo prokázáno, že 

fluidita membrány moduluje také aktivitu iontových kanálů, nacházejících se na 

povrchu buňky (Mazars et al., 1997).  

Vystavení rostlin nízkým teplotám vede k fyziologickým odpovědím, způsobujícím 

zásadní změny v expresi genů indukovaných aktivací MAPKs (Mishra et al., 2006; 

Huang et al., 2012). I když přesný mechanismus percepce chladového stresu nebyl 

doposud odhalen, současné poznatky poukazují na účast většího množství procesů 

vyvolávajích odpověď buňky na nízké teploty, kde podstatnou roli sehrávají druzí 

poslové. Tyto procesy zahrnují rigidifikaci plazmatické membrány (Sangwan a 

Dhindsa, 2002), mobilizaci Ca
2+

 (Zhu et al., 2013), aktivaci histidin kinas (Nongpiur et 

al., 2012), zvýšení produkce bioaktivní kyseliny fosfatidové (PA) a fosfatidylinositolu 

(PI) prostřednictvím činnosti fosfolipasy D (PLD)/diacyl-glycerol kinasy (DGK) a 

fosfoinosityd fosfolipasy C (PI-PLC) (Delage et al., 2012; Arisz et al., 2013). Následná 

konvergence jednotlivých biochemických drah zprostředkovaných druhými posly 

vyúsťuje do aktivace Ca
2+

-dependentních protein kinas (CDPKs) (Ludwig et al., 2004) 

a MAPKs (Solanke a Sharma, 2008). Důležitými efektory chladem-indukované 

transkripční regulace jsou také C-opakování vážoucí faktory (CBF/DREB), myc-

podobný transkripční faktor indukující expresi CBF (ICE1) a myb-podobný transkripční 

faktor (SNOW1), který interaguje s ICE1 a zapojuje se tak do regulace exprese 
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CBF/DREB (Lissarre et al., 2010; Zhou et al., 2011). Kromě přímé regulace transkripce 

může chladový stres ovlivňovat procesy na úrovni posttranskripčních úprav, jako jsou 

sestřih pre-mRNA, export a degradace mRNA (Chinnusamy et al., 2007; Zhu et al., 

2007). 

U Arabidopsis hrají důležitou roli v odpovědi na chladový stres MAPKs MPK4 a 

MPK6, které jsou aktivovány už v krátkém čase po vystavení rostlin nízkým teplotám 

(Ichimura et al., 2000; Teige et al., 2004). Na základě studií proteinových interakcí v 

kvasinkových dvouhybridních systémech byly zjišteny interakce mezi MEKK1 

(MAPKKK), MKK2 (MAPKK) a MPK4 (MAPK) a rovněž přímá interakce mezi 

MEKK1 a MPK4 (Ichimura et al., 2000). Následně bylo prokázáno, že MKK2 je 

klíčovým signálním enzymem v reakci rostlin Arabidopsis na chladový stres (Teige et 

al., 2004). MKK2 je aktivována prostřednictvím MEKK1 a její fosforylace vede 

k aktivaci MPK4 a MPK6 (Teige et al., 2004; Pitzschke et al., 2009). Bylo také 

pozorováno, že MPK4 může být kromě MKK2 aktivovaná i pomocí MKK1 (Matsuoka 

et al., 2002).   

 

2.2.3 Osmotický stres 

Zasolení je jedním z důležitých stresových faktorů, které ovlivňují růst rostlin a vedou 

ke snížení produktivity zemědělských plodin (Munns a Tester, 2008). Pro solí 

indukovaný stres jsou charakteristické dvě komponenty – iontový stres (narušení 

homeostázy iontů, hlavně  Na
+
) a hyperosmotický stres (změna osmotických poměrů 

v buňce), které se podílejí na reakcích rostlin na zvýšenou salinitu (Hasegawa et al., 

2000; Zhu, 2001; Munns a Tester, 2008; Galvan-Ampudia a Testerink, 2011). 

Osmotický stres nastává ihned po zvýšení koncentrace soli v bezprostředním okolí 

buňky a může být kromě soli vyvolán také působením hypertonických roztoků jiných 

osmoticky aktivních látek (např. sacharosa, manitol, sorbitol, PEG) (De Castro et al., 

2000; Kubitscheck et al., 2000; Lin a Kao, 2002; Bahaji et al., 2003; Mazel et al., 2004; 

Huang et al., 2009; Luo et al., 2009; Vollger et al., 2011). 

Osmotický stres vede ke změnám turgoru a objemu rostlinných buněk. U rostlin 

indukuje produkci a akumulaci stabilizujících osmolytů a antioxidantů, vedoucí ke 

zvýšení tolerance vůči osmotickému stresu (Hanson et al., 1994; Hasegawa et al., 

2000). Jako předpokládaný receptor hrající roli v signalizaci osmotického stresu byla 

identifikována histidin kinasa 1 (AtHK1) u Arabidopsis, strukturně podobná 
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bakteriálním, kvasinkovým a rostlinným dvoukomponentním histidin kinasam (Urao et 

al., 1999). Bylo prokázáno, že AtHK1 se hromadí v podmínkách vysoké a nízké 

osmolarity a studie v kvasinkových systémech potvrdily schopnost AtHK1 přenášet 

signál během osmotického stresu.  

V případě zvýšené koncentrace soli dochází k indukci tvorby některých protein 

kinas, včetně AtMEKK1 u Arabidopsis (Mizoguchi et al., 1996). Funkční analýzy 

v kvasinkách ukázaly, že AtMEKK1 je schopná aktivovat AtMKK1 (Ichimura et al., 

1998). Následně bylo prokázáno, že AtMKK1 hraje roli v signalizačních procesech 

během osmotického stresu a aktivovaná AtMKK1 fosforyluje AtMPK4 (Matsuoka et 

al., 2002). Kromě AtMPK4 se na transdukci signálu v podmínkách zvýšené salinity a 

osmotického stresu u Arabidopsis podílejí také AtMPK3 a AtMPK6 (Droillard et al., 

2004; Kim et al., 2011; Persak a Pitzschke, 2013). Důležitou roli při tom sehrává 

AtMKK2, která je hlavním aktivátorem těchto MAPKs a u mutantních rostlin mkk2 

s narušenou funkcí AtMKK2 byla pozorována hypersenzitivní odpověď na stres 

vyvolaný solí (Teige et al., 2004). Studie vlivu osmotického stresu na suspenzní buňky 

tabáku ukázaly, že tabáková MAPK SIPK je aktivovaná hyperosmotickým i 

hypoosmotickým stresem, na rozdíl od MAPK WIPK, která je indukovaná pouze 

hypoosmotickým stresem (Droillard et al., 2000; Hoyos a Zhang, 2000; Mikolajczyk et 

al., 2000). Bylo také zjištěno, že solný stres indukuje v buňkách tabáku tvorbu kinasy 

patřící do třídy SNF1 (Mikolajczyk et al., 2000). Buňky vojtěšky odpovídají na 

hyperosmotické podmínky syntézou 38 kDa kinasy, která je příbuzná s kinasami 

patřícími do třídy SNF1, zatímco mírný osmotický stres vyvolává aktivaci MAPK 

SIMK (Munnik et al., 1999). S využitím kvasinkového dvouhybridního systému byla 

vyizolována SIMKK, blízký homolog AtMKK4/AtMKK5 u Arabidopsis a NtMEK2 u 

tabáku, která je specifickým aktivátorem SIMK (Kiegerl et al., 2000).  

 

2.2.4 Poranění 

Poranění představuje neustálou hrozbu přežití všech organismů. Rostliny jsou 

organismy ukotvené do půdy kořenovým systémem, pomocí něhož získávají vodu a 

živiny. Postrádají tedy možnost vyhnout se poranění způsobené hmyzem nebo 

býložravci. Jako přirozená mechanická bariéra jim na obranu před škůdci slouží 

například tvorba kutikuly, depozice různých organických a anorganických látek do 

buněčné stěny, tvorba trichomů a specializovaných derivátů epidermy. Odpovědi na 
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poranění jsou studovány na rostlinách, které jsou v přírodě vystavovány 

environmentálním stresům (vítr, písek, krupobití a déšť). Otevřené poranění způsobené 

mechanickým poškozením je vhodným místem pro napadení patogeny, kdy u rostlin 

dochází k indukci exprese celé řady genů prostřednictvím JA nebo kyseliny 

oxofytodienové (OPDA) (Creelman a Mullet, 1997; Farmer et al., 1998). Prvními 

zjištěnými a popsanými obrannými proteiny u rostlin byly inhibitory proteinas I a II u 

brambor (Solanum tuberosum) a rajčat (Graham et al., 1986; Ryan, 1990). 

Poranění aktivuje obranné mechanismy v celé rostlině, jak v poraněných tkáních 

(lokální odpověď), tak i v nezraněných oblastech (systémová odpověď). V obou 

případech dochází k metabolickým změnám a k indukci exprese genů. V přímo 

poškozených tkáních navíc dochází k narušení buněčných struktur, dekompartmentaci a 

k velkým ztrátám vody. Jako regulátory v signalizaci poranění slouží oligopeptid 

systemin (Pearce et al., 1991), oligosacharidy uvolněné z poškozené buněčné stěny 

(Bishop et al., 1981) a látky s hormonální aktivitou jako jsou například JA (Farmer a 

Ryan, 1990), ethylen (O'Donnell et al., 1996) a ABA (Peña‐Cortés et al., 1989). 

Ihned po poranění rostliny přechodně produkují v poškozených tkáních ROS, 

zejména superoxidový anion. Peroxid vodíku se generuje v případě poranění lokálně i 

systémově a také v nepoškozených tkáních po aplikaci systeminu (Orozco‐Cárdenas a 

Ryan, 1999). Stres poraněním spouští rovněž translokaci Ca
2+

 do cytoplazmy a 

fosforylaci proteinů (Takahashi et al., 2011). Ca
2+

 přímo interaguje s některými 

transkripčními faktory a může tak ovlivňovat aktivitu protein kinas a protein fosfatas 

(Das a Pandey, 2010). Produkce ROS v odpovědích na zranění je pevně spjata s Ca
2+ 

signalizací. Takahashi et al. (2011) studovali MAPK dráhu, která je zapojena 

do odpovědí rostlin na zvýšenou hladinu ROS a Ca
2+ 

 a identifikovali její důležitou 

úlohu při udržování homeostázy ROS. V této MAPK dráze MKK3 aktivuje MPK8, 

která přímo inhibuje RbohD (NAPDH oxidasa). Následuje inhibice OXI1 a 

transkripčního faktoru ZAT12. Úplná aktivace MPK8 vyžaduje jak fosforylaci 

prostřednictvím MKK3, tak přítomnost Ca
2+ 

signalizace. Koimunoprecipitační studie 

odhalily interakci mezi MEKK1 a MKK1 již po pár minutách od poranění. Navíc 

MEKK1 může také přímo interagovat s MPK4, MPK5 a MPK13, což naznačuje 

možnou roli MEKK1 v indukci aktivace MPK4 (Nakagami et al., 2004). Bylo zjištěno, 

že během poranění se rychle a stabilně zvyšuje i exprese MKK9 (Zhou et al., 2009). 

 

http://jxb.oxfordjournals.org/content/52/354/1.full#ref-50
http://jxb.oxfordjournals.org/content/52/354/1.full#ref-50
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2.2.5 Sucho 

Globální oteplování a rozšiřování pouštních oblastí vedou k poklesu potenciálu vody 

v půdě. Většina suchozemských rostlin je velmi citlivá na dostupnost vody. Na jakékoli 

změny vlhkosti půdy reagují aktivací mechanismů zodpovědných za reakce rostlin na 

tento typ stresu, nebo adaptacemi zmírňujícími nepříznivé účinky způsobené 

nedostatkem vody. Sucho rychle zvyšuje produkci PA (Bargmann et al., 2009; Hong et 

al., 2010) a ROS (Choudhury et al., 2013, Yao et al., 2013). Indukce ROS je úzce 

spojena s uzavíráním průduchů (Miura et al., 2013; Zhou et al., 2013), což je důležitý 

mechanismus při redukci ztrát vody prostřednictvím transpirace. Dlouhodobé odpovědi 

rostlin na stres suchem ovlivňují remodelaci genové exprese. Tyto procesy jsou 

zprostředkovány transkripčně a posttranslačně prostřednictvím transkripčních faktorů 

jako jsou WRKY a transkripčních faktorů obsahujících motiv leucinového zipu (Shen et 

al., 2012; Tang et al., 2012). MAPK signální dráhy regulují transkripci genů 

indukovanou působením sucha a rovněž krátkodobé a střednědobé odpovědi rostlin na 

nedostatek vody (Sinha et al., 2011). 

O MAPK signalizaci v odpovědích rostlin na sucho je známo, že je úzce propojena 

se signálními mechanismy zprostředkovanými sekundárními posly (ROS, PA, ABA, 

Ca
2+

). Pohyby průduchů indukované suchem jsou převážně regulovány prostřednictvím 

MPK9 a MPK12 u Arabidopsis, které jsou rovněž zodpovědné za změny hladiny ABA. 

Tyto MAPKs jsou přednostně exprimované v průvodních buňkách průduchů (Jammes 

et al., 2009) a jejich aktivita je také spojena se zavíráním průduchů vyvolaným elicitory 

(Jammes et al., 2011; Salam et al., 2012, 2013). MPK6 u Arabidopsis je aktivovaná 

prostřednictvím akumulujících se suchem indukovaných ROS a PA (Yu et al., 2010). 

Na rozdíl od MPK9 a MPK12 nereaguje na zvýšenou hladinu ABA (Tsugama et al., 

2012). Bylo prokázáno, že rostliny se zvýšenou expresí MKK4 rostoucí v prostředí 

s nízkou půdní vlhkostí se vyznačují nižšími ztrátami vody v porovnání s divokým 

typem (Kim et al., 2011). To naznačuje, že MPK3, jehož aktivátorem je MKK4, také 

hraje důležitou roli v reakcích rostlin na sucho. V obilninách a zemědělsky významných 

rostlinách sucho indukuje aktivaci různých MAPKs. OsMPK3, OsMPK4, OsMPK7, 

OsMPK14, OsMPK20-4 a OsMPK20-5 u rýže (Shen et al., 2012), GhMPK2 a 

GhMPK16 u bavlníku (Gossypium hirsutum) (Shi et al., 2011; Zhang et al., 2011) a 

ZmMPK3 u kukuřice (Wang et al., 2010).  
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8 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

 

ABA  kyselina abscisová  

ADH alkohol dehydrogenasa  

AK aminokyselina 

AOX  alternativní oxidasa 

APS  persíran amonný  

APX  askorbát peroxidasa  

BCP  1-bromo-3-chloropropan 

BSA  hovězí sérový albumin  

CA   aklimace na chlad 

CAT  katalasa 

CDPK  Ca
2+

-dependentní protein kinasa 

DGK diacyl-glycerol kinasa  

DTT  dithiotreitol  

EGTA kyselina ethylenglykol-bis-(2-aminoethylether)tetraoctová  

GR  glutation reduktasa 

HEPES  kyselina 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethansulfonová  

HR  hypersenzitivní reakce  

JA  kyselina jasmonová  

MAPK mitogen aktivovaná protein kinasa  

MAPKK MAP kinasa kinasa  

MAPKKK  MAP kinasa kinasa kinasa  

MAP2K  MAP kinasa kinasa 

MAP3K  MAP kinasa kinasa kinasa 

MEKK  MAP kinasa kinasa kinasa 

MKK  MAP kinasa kinasa 
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MPK  MAP kinasa 

MS  médium  Murashige & Skoog médium 

NJ „neighbor-joining“ 

NTF2 nukleární transportní faktor 2  

OPDA  kyselina oxofytodienová  

PA  fosfatidová kyselina 

PI fosfatidylinositol 

PEG polyethylenglykol 

PI-PLC  fosfoinosityd fosfolipasy C  

PK  protein kinasa  

PLD  fosfolipasa D 

POD peroxidasa  

PR proteiny proteiny související s patogenezí 

ROS  reaktivní formy kyslíku  

SA  kyselina salicylová  

SDS  dodecylsulfát sodný  

SOD  superoxid dismutasa 

TBS Tris-HCl solný pufr 

TBS-T  Tris-HCl solný pufr s přídavkem Tween 20 

TEMED  N,N,N′,N′-tetramethylethylendiamin  

TK tyrosin kinasa  

 


