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CILE PRACE

Teoreticka ¢ast:

1.

Piiprava literarni reSerSe na téma mitogen aktivované protein kinasy (MAPKS)

jednodé€loznych a dvoudé€loznych rostlin a jejich role v podminkach piisobeni stresu.

Experimentalni ¢ast:

1.

Identifikace a fylogenetickd analyza MAPKS je¢mene pomoci nastroji
bioinformatiky.

Vybér experimentalnich stresovych podminek pro kultivaci je¢mene a optimalizace
metod pro extrakci proteint a detekci MAPKs pomoci Western Blotu.

Detekce MAPKs jeémene s TEY motivem v listech a kofenech vystavenych
stresovym podminkdm pomoci Western Blotu se specifickymi protildtkami a

Western Blotu s fosfospecifickou protilatkou.



1 UVOD

Rostliny jsou sesilni organismy a neustidle se musi pfizplisobovat ménicim se
environmentalnim podminkam. Adaptace zahrnuje zejména rychlou a dynamickou
regulaci enzymatické aktivity a modifikaci genové exprese. Fosforylace a defosforylace
proteinti je nejb&znéjsi posttransla¢ni modifikace u vSech organismii (The Arabidopsis
Genome Initiative, 2000; Khurana a Gaikwad, 2005). Fosforylace proteini je jednim
z hlavnich mechanismt kontroly mnoha buné¢nych procesi v organismu (Cheong a
Kim, 2010) a jednim z jejich zprostiedkovateli jsou mitogen aktivované protein Kinasy
(MAPKSs), které jsou organizované do signalnich kaskad. MAPKSs jsou vysoce
konzervované multienzymatické komplexy a hraji dilezitou roli ve vSech
eukaryotickych bunkach (Colcombet a Hirt, 2008; Suarez-Rodriguez et al., 2010).
V rostlinnych ~ bunikdch  jsou = MAPKs lokalizované na  endomembranach
(endoplazmatické retikulum, trans-Golgiho sit, post-Golgiho vezikuly) nebo v
subcelularnich kompartmentech (jadro, cytoskelet) (Samajova et al., 2013). Az 5%
genomu zelenych rostlin (Viridiplantae) koduje protein kinasy a zhruba 10% vsech
rostlinnych kinas je zapojeno do MAPKs drah (The Arabidopsis Genome Initiative,
2000; Khurana a Gaikwad, 2005). MAPKs moduly jsou zapojeny do odpovédi rostlin
na hormony a rizné druhy stresti (infekce patogenem, zranéni, nizka/vysoka teplota,
sucho, zasoleni nebo na reaktivni formy kysliku), do regulace vyvoje a rdstu, do
regulace bunééného cyklu, diferenciace a programované bunécné smrti (Franklin-Tong
a Gourlay 2008; Cheong a Kim, 2010; Miiller et al., 2010; Sasabe a Machida 2012).
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 MAP kinasy rostlin

2.1.1 MAPK signaliza¢ni kaskada

Kaskada mitogen-aktivovanych protein kinas (MAPKS) je zapojena do pfenosu
extracelularnich signalti dovniti buniky u rostlin, Zivo¢ichi i hub. Sklada se ze tii 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 aktivovany MAPKKSs dvojitou fosforylaci threoninu a tyrosinu v
misté T-x-Y (Thr-x-Tyr, x je jakakoliv aminokyselina) motivu, ktery je lokalizovan
v aktivacni smycce (T-smycka) mezi Kinasovymi podjednotkami VII a VIII. MAPKKS
jsou aktivovany MAPKKKS fosforylaci serin/threoninovych zbytki v S/T-X3-5-S/T
motivu, ktery je také lokalizovan v T-smycce. (Jonak et al., 2002; Nakagami et al.,
2005). MAPKKKSs jsou pak aktivovany bud’ interakci s malou GTPasou a/nebo
fosforylaci pomoci protein kinas asociovanych s receptory na povrchu buiky (Morrison,
2012). Interakce mezi jednotlivymi komponentami MAPK kaskady jsou schematicky
znazornény na Obr. 1. MAPK draha spojuje rtizné signaly prostiednictvim interakce
Sjinymi kinasami nebo G-proteinem. Ty casto funguji jako spojniky mezi
receptorovymi proteiny lokalizovanymi v plazmatické membrané, které rozpoznavaji
extracelularni signaly, a MAPK modulem. Aktivace cytoplazmatické MAPK na konci
modulu zplsobuje translokaci MAPK do jadra, kde kinasa aktivuje urcitou skupinu
genu prostiednictvim fosforylace specifickych transkripénich faktorti. V jiném ptipadé
mize MAPK také translokovat fosforylované specifické enzymy (protein Kkinasy,
fosfatasy, lipasy) nebo slozky cytoskeletu (Jonak et al., 1999).

MAPK drédhy jsou znamé u mnoha riznych druhia rostlin, jako jsou Arabidopsis
(Arabidopsis thaliana), tabak (Nicotiana tabacum), rajce (Lycopersicum esculentum),
vojtéska (Medicago sativa) a ryze (Oryza sativa). V genomu Arabidopsis bylo
identifikovano 20 MAPKs, 10 MAPKKSs a 80 MAPKKKSs (Cheong a Kim, 2010).

12
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Obr. 1 Schematické zobrazeni percepce extracelularniho signalu a jeho transdukce mezi
jednotlivymi ¢leny MAPK kaskady (Jonak et al., 1999). Extracelularni signal, ktery je pfijat
receptorem na membrané, postupné aktivuje vSechny slozky MAPK kaskady (MAPKKK,
MAPKK, MAPK). Aktivni MAPKsS mohou dale fosforylovat jiné protein kinasy, fosforylovat
slozky cytoskeletu nebo byt translokovany do jadra, kde aktivuji transkripéni faktory a tim
indukuji expresi specifickych gentl. Sipky znazoriiuji smér aktivace.

2.1.2 MAPKs

Aktivita MAP kinas muze byt ve vSech eukaryotickych bunkach regulovana na Grovni
transkripce, translace nebo posttranslaénich modifikaci (fosforylace, defosforylace).
Mohou vykazovat také tyrosin kinasovou aktivitu a moznou autofosforylaci na
threoninovych a tyrosinovych zbytcich (Wu et al., 1991).

Ackoliv jsou serin/threonin Kinasové domény vysoce konzervované, ve vsech
rostlinnych MAPKs bylo zjiSténo, ze maji N-terminalni nebo C-terminalni doménu,
ktera vykazuje vyssi diverzitu nez vlastni doména katalyticka. Na zaklad¢ fylogenetické
analyzy jejich aminokyselinovych sekvenci dé€lime rostlinné MAPKS na ¢ty skupiny
(I-1V). U skupin MAPKSs I-I11 se v klastru aktiva¢ni smy¢ky nachazi TEY (Thr-Glu-
Tyr) motiv, kdezto skupina MAPKSs IV obsahuje motiv TDY (Thr-Asn-Tyr) (Hanks et
al., 1988; Huang et al., 2002). Charakteristickym rysem TDY skupiny je prodlouzeni

domény na karboxylovém konci (Jonak et al., 2002).
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Skupina MAPKs 1 je zapojena do hormonalnich a environmentalnich odpovédi
rostlin (Hamel et al., 2006; Colcombet a Hirt, 2008). Tato skupina zahrnuje AtMPK3 a
AtMPK6 u Arabidopsis, které jsou aktivovany patogenem, osmotickym nebo
oxidativnim stresem (Asai et al., 2002; Ichimura et al., 2002; Colcombet a Hirt, 2008).
Do této skupiny dale patii SIPK a WIPK tabaku, které jsou aktivovany kyselinou
salicylovou (SA) nebo poranénim (Zhang a Klessig, 2001). Pti poranéni WIPK aktivuje
transkrip¢ni faktor NtWIF, ktery je zapojen do indukce exprese genu (Seo et al., 1995;
Yap et al., 2005).

MAPKSs ze skupiny II hraji roli pfi riznych odpovédich rostlin na stres z vné&jSiho
prostfedi a pii bunéfném déleni, nicméné tato skupina neni zdaleka tak dobie
prostudovana jako skupina I. Patii sem MPK4 u Arabidopsis, ktera se podili na obranné
signalizaci rostlin (Peterson et al., 2010).

Uloha skupiny MAPKSs 111 v signalnich drahach rostlin ve stresovych podminkach je
také dosud malo objasnéna. Blize byla popsana pouze MPK7, ktera se podili na regulaci
cirkadianniho rytmu u Arabidopsis (Schaffer et al., 2001).

Skupina MAPKs IV obsahuje v T-smyéce TDY motiv a ma prodlouzenou C-
terminalni doménu. Do této skupiny patii AtMPKS8, AtMPK9 a AtMPK15 Arabidopsis,
OsBWMK1 ryze a TDY1 vojtésky. AtMPKS8, AtMPK9 a AtMPKI15 maji také
prodlouZeny N-termindlni konec (60-80 aminokyselin) a MPK9 obsahuje navic oblasti
bohaté na serin a kyselinu glutamovou. Vice studii prokdzalo, z2 OsBWMKI1 a TDY1
jsou aktivovany poranénim nebo infekci houbovym patogenem Magnaporthe grisea.
OsBWMKI hraje dilezitou roli v obranné signalizaci ryze tim, ze aktivuje transkripcni
faktory, jako napiiklad OSEREBP a OsWRKY33 (He et al., 1999; Schoenbeck et al.,
1999; Cheong et al., 2003).

MAPKs zatazené do skupin I a II maji na prodlouZzeném C-konci CD doménu, ktera
slouzi jako dokovaci misto pro MAPKK, fosfatasy a proteiny. CD doména obsahuje
sekvence aminokyselin, které se skladaji ze dvou sousednich kyselych zbytkl (D a E).
Ty jsou nezbytné pro interakci s klastry bazickych aminokyselin (K a R), které¢ jsou zase
soucasti MAPKK (Tanoue et al., 2000).

Arabidopsis obsahuje vice MAPKs s TEY motivem (12 genti) nez s TDY motivem
(8 gentr) (Reyna a Yang, 2006).

2.1.3 MAPKKSs

14



Dosud bylo u rostlin blize popsano 21 MAPKKs (MKKS), jako jsou naptiklad MKK1-5
u Arabidopsis, SIMKK a PRKK u vojtésky, NtIMEK1-2 a SIPKK u tabaku, LeMEK1 u
rajéete a ZMMEK1 u kukufice (Zea mays) (Ichimura et al., 2002; Hamel et al., 2006).
Typickymi znaky rostlinnych MAPKKS jsou S/T-Xs-S/T motiv a N-terminalni MAPK
dokovaci doména, ktera je charakteristickd klastrem obsahujicim hydrofobni
aminokyselinové zbytky (K/R-K/R-K/R-Xi.6-LX-L/V/1). V genomu Arabidopsis bylo
identifikovano 10 MAPKKS, které mizeme klasifikovat do ¢tyf riznych skupin (A-D).
V signalnich drahéch odpovédnych za reakce rostlin na stres byly doposud popsany jen
MAPKKSs pattici do skupin A, B a C (Ichimura et al., 2002). Zajimavym faktem je, ze
geny pro MAPKKSs ve skupinach C a D neobsahuji zadné introny (Bardwell a Thorner,
1996). Bylo prokdzano, ze autofosforylace MAPKKs mlze zvySovat jejich afinitu k
MAPKSs (Haystead et al., 1992).

Do skupiny MAPKKSs A patii MKK1 a MKK2 u Arabidopsis, které jsou ,,upstream*
regulatory MPK4 a jsou aktivovany poranénim a abiotickym stresem (Mészaros et al.,
2006). MKK?2 je také aktivatorem MPKG6, ktera zajistuje signalizaci pii chladovém a
solném stresu. MKK2 je aktivovdna prostfednictvim MEKK]1, stresem indukované
MAPKKK. Rostliny se zvysenou expresi MKK2 se vyznacuji konstitutivni kinasovou
aktivitou MPK4 a MPKG6, expresi markerovych gent charakteristickych pro stresové
reakce rostlin a zvysenou odolnosti vii¢i mrazu a soli (Teige et al., 2004). Do skupiny A
patii také MKKa®6, ktera aktivuje ,,downstream* MPK13 (Melikant et al., 2004).

Skupina MAPKKs B ma neobvyklou strukturu, pro kterou je typicka doména pro
interakci s nuklearnim transportnim faktorem 2 (NTF2), nachazejici se v C-terminalni
oblasti proteinu (Quimby et al., 2000). NTF2 je maly protein, ktery se podili zejména na
transportu mezi cytoplazmou a jadrem a zprosttedkovava import Ran-GDP do jadra
bunky (Quimby et al., 2000). Do skupiny B fadime MKK3 u Arabidopsis, ktera je
soucasti MAPK drahy indukované bakterii Pseudomonas a je negativné regulovana
kyselinou jasmonovou (JA) (Dodczi et al., 2007; Takahashi et al., 2007). Rovnéz sem
patii NPK2 u tabaku (Quimby et al., 2000).

Skupina MAPKKSs C obsahuje MKK4 a MKKS5 u Arabidopsis a SIMKK u vojtésky,
ktera aktivuje SIMK a reguluje MAPK signalni drdhu indukovanou soli nebo elicitory
(Kiegerl et al., 2000). Patii sem také NtMEK2 u tabaku, ktera se podili nejen na aktivaci
SIPK a WIPK, ale rovnéz na indukci bunééné smrti v listech (Yang et al., 2001).
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Do skupiny MAPKKs D zafazujeme MKK7, MKKS, MKK9 a MKKI10 u
Arabidopsis (Andreasson a Ellis, 2010). Vzijemné interakce mezi jednotlivymi
MAPKKSs a MAPKSs u Arabidopsis jsou schematicky znazornény na Obr. 2.

2.1.4 MAPKKKSs

MAPKKKSs u rostlin tvofi nejvétsi skupinu proteinit MAPK kaskady. Maji rozmanitou
primarni strukturu i sloZzeni domén. Rostlinné MAPKKKs délime do dvou podskupin:
MEKK-typ a Raf-typ (Ichimura et al., 2002). Zastupci MEKK-typu jsou OMTK1 u
vojtésky (oxidativnim stresem aktivovana MAPKKK), AtMEKK1 u Arabidopsis a
NPK1 u tabaku (Mizoguchi et al., 1996; Nishihama et al., 2001; Nakagami et al., 2004).

MKK8
MKK3 ) MKK4 MKKS - -

MKK7

Obr. 2 Vzijemné interakce jednotlivych MAPKs a MAPKKs u Arabidopsis (Andreasson a
Ellis, 2010). MAPKs a MAPKKS jsou zorganizovany a barevné rozdéleny podle ptislusnych
fylogenetickych skupin. Interakce znazornéné v horni ¢asti obrazku reflektuji vysledky ziskané
pomoci kvasinkovych dvouhybridnich systému, zatimco interakce ve spodni ¢asti obrazku
predstavuji fosforylace MAPKSs prostrednictvim MAPKKS prokazané in vitro a/nebo in planta.
Cerné spojnice v dolni &asti obrazku znazoriuji piipady, kdy byla kromé fosforylace dokazana i
proteinova interakce MAPK-MAPKK paru.
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AtMEKKI1 pusobi jako aktivator MKK1-2 a MKK4-5 v obrannych reakcich rostlin na
abioticky stres (Ichimura et al., 2000; Asai et al., 2002; Teige et al., 2004). Do druhé
podskupiny fadime EDR1 a CTR1 u Arabidopsis. EDR1 putisobi jako negativni regulator
V obrané proti patogentim (Frye et al., 2001; Tang a Innes, 2002) a CTR1 je negativnim

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

2.1.5 MAP kinasy jednodéloznych rostlin

Znalosti tykajici se role a funkce MAPK kaskad u jednod€loznych rostlin jsou zna¢né
omezeny ve srovnani S dvoudéloznymi rostlinami. V poslednim desetileti byla nejvétsi
pozornost pii zkoumani MAPK signalnich drah u jednodé€loznych rostlin zamérena na
modelovy druh ryze (Goff et al., 2002; Yu et al., 2002). Prvni MAPK u ryze, na zakladé
ptijat¢é nomenklatury pro MAPKs pojmenovana BWMK1 (OsBWMK1), byla
vyizolovana z indické odrudy IR36. V pivodni studii bylo prokazano, ze je indukovana
infekci patogenem Magnaporthe grisea nebo mechanickym poranénim (He et al.,
1999). Objeveni BWMKZ1 poskytlo také prvni dikaz o existenci MAPK kaskad u ryze
a jejich zapojeni do obrannych mechanismu.

Dosud bylo popsdno 9 riznych MAPKs uryze, zejména u japonské odridy
Nipponbare — OsBWMK1, OsBIMK1, OsMAP1l, OsMAPK2, OsMSRMK?2,
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 ryze si zachovavaji charakteristické rysy vsech Clenti
MAPK rodiny — obsahuji protein kinasovou (PK) doménu se vSemi 11 konzervovanymi
PK subdoménami, fosforylaci aktivované motivy TEY a TDY (Hanks et al., 1988) a
déli se do tii skupin (A, C a D) ze ¢tyt definovanych (A-D) (Ichimura et al., 2002). Do
skupiny A patii OsMAPK2, OsMSRMK2, OsMAP1 a OsBIMK1 ado skupiny C
fadime OsMAPK4, OsMSRMK3 a OsMAPK3. Ob¢ tyto skupiny maji v aktivacni
smycce TEY motiv. Do skupiny D patii OSWJUMKI, obsahujici TDY motiv a majici
prodlouzenou C- termindlni oblast, ve které se nenachazeji zddné domény. Karboxylovy
konec OsBWMKI1 nese doménu homologni k alkohol dehydrogenase (ADH)
a fosforylacni misto pro tyrosin kinasy (TK). Je zndmo, Ze gen pro ADH je indukovan
napiiklad nedostatkem kysliku, dehydrataci, nizkou teplotou a elicitory (Matton et al.,
1990; Dolferus et al., 1994; He et al., 1999). Skupina B a orthologni geny podskupiny
A2 u ryzovych MAPKSs zatim nebyly identifikovany. Bylo zjiSténo, Ze genom ryze
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obsahuje témé&f dvounasobny pocet MAPKs s motivem TDY nez s TEY motivem
(Reyna a Yang, 2006).

Fylogeneticky strom MAPKs u ryZe poukazuje na jejich vzajemnou podobnost v
jednotlivych podskupinach. Naptiklad OSMAPK2, OsSMSRMK2, OsMAP1 a OsBIMK1
z podskupiny Al jsou vice nez na 99% homologni. OSMAPK2 a OsBIMK maji v ramci
podskupiny rozdilnou pouze jedinou aminokyselinu (A misto G v pozici 46 -
OsMAPK2 a | misto F v pozici 367 - OsBIMK). OsMSRMK2 a OsMAP1 jsou
identické. MAPKs z podskupiny C2 OsMAPK4 a OsMSRMKS se 1i$i v pozicich dvou
aminokyselin (Y misto V a A misto V v pozicich 35 a 331) a s MAPK OsMAPK3 ze
stejné podskupiny jsou identické na 92%. MAPKs z podskupiny D1 jsou navzijem
homologni na 63% (Agrawal et al., 2003b).

2.2 Reakce rostlin na stres

Rostliny jsou €asto vystavovany vnéjsim nepiiznivym podminkam (bioticky a abioticky
stres), které negativné pusobi na jejich rust a vyvoj (Dat et al., 2000). Abioticky stres
zahrnuje ptsobeni vysokych a nizkych teplot, sucha, ozonu, UV zafeni, zvySené salinity
a mechanického poranéni. Béhem evoluce si rostliny vytvofily komplex regulac¢nich
mechanismu slouzicich k adaptaci na tyto neptiznivé vlivy, jako je napiiklad syntéza
hormont (kyselina abscisova — ABA), spoustéjici sekundarni odpovédi a expresi
specifickych gentt (Munnik a Meijer, 2001). Jako odpovéd’ na bioticky stres si rostliny
vyvinuly obranné systémy k ochrané proti patogeniim, kterych jsou schopny rozpoznat
na zéklad¢ ptfitomnosti mikrobidlnich elicitori a riznych komponent bunééné stény.
Nasleduje transdukce intracelularniho signalu v obranné reakci na stres, vedouci az k
hypersenzitivni reakci (HR — hypersensitive response), neboli k programované bunééné
smrti (Cheong a Kim, 2010). V misté invaze patogena rostliny generuji rtzné
signalizacni molekuly, jako jsou napiiklad SA, JA, ethylen a oxid dusnaty (NO), které
se podileji na systémové odpovédi rostlin (Cheong a Kim, 2010). Muze také dochazet k
mechanickému zpevnéni bunécnych stén, k syntéze fytoalexinil a proteinii souvisejicich
s patogenezi (PR proteins — pathogenesis related proteins) a kindukci transkripce
obrannych genti (Zhang et al., 2006). Jednim z dusledkd stresu je také zvySeni
koncentrace reaktivnich forem kysliku (ROS) v buiice, které se nasledné pfeménuji na
kyslik (102), superoxidovy anion (Oy), hydroxylovy radikal (OH) a zejména na peroxid
vodiku (H20;) (Quan et al., 2008).
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Nezastupitelnou roli v reakcich rostlin na stresové podminky hraji kromé druhych
poslit a hormont také MAPK kaskady. Nékteré komponenty MAPK kaskad mohou byt
aktivovany vice nez jednim typem abiotického nebo biotického stresu, coZ naznacuje
konvergenci signalizanich drah pii percepci a transdukci signalu béhem odpovédi
rostlin na stres (Zhang et al., 2006). Vzajemna propojeni jednotlivych hormont,
druhych posli a MAPK kaskad regulujicich odpovédi rostlin na rizné typy abiotickych

strest jsou znazornéna na Obr. 3.

2.2.1 Oxidativni stres

ROS patfi mezi hlavni, pfirozené¢ se vyskytujici vedlejsi produkty aerobniho
metabolismu bunék (Suzuki et al., 2011), ale jejich tvorba mize byt rovnéz indukovana
pusobenim abiotickych stresovych faktort (Suzuki et al., 2012), nebo béhem napadeni
rostlin patogeny (O'Brien et al., 2012). ROS (zejména H,0;) jsou v rostlinich ve
velkém mnozstvi produkovany v mitochondriich, chloroplastech, peroxizomech,
glyoxyzomech, na plazmatické membrané a v bunééné sténé. Ovliviiuji ¢innost mnoha
protein tvoficich soucasti signalizacnich drah (fosfatasy, kinasy a transkripéni faktory)

(Cheng a Song, 2006). Hraji také dileZitou roli ve fyziologickych procesech rostlin
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Obr. 3 Schematické znazornéni vzajemného propojeni druhych posld, hormoni a MAPK
modult regulujicich odpovédi na rizné typy abiotickych strestt u Arabidopsis (Smékalova et al.,
2013). V levé casti obrazku je zobrazen obecny prubéh a aktivace MAPK kaskady. Hlavni ¢ast
obrazku obsahuje Sest zakladnich typ abiotickych stresti, které jsou navzajem barevné
odliSeny. U kazdého ze stresii jsou znazornény signalizacni drahy zahrnujici druhé posly,
hormony, MAPK kaskady a efektory zodpovidajici za reakce rostlin na jednotlivé typy stresu.
PIné ¢ary oznacuji znamé signalizacni drahy a pferuSované ¢ary predstavuji ty predpokladané.
Otazniky zobrazuji komponenty MAPK kaskad, které nebyly doposud identifikovany. Modrou
barvou jsou znazornény transkripcni faktory.
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jako jsou senescence (Peng et al., 2005), fotorespirace a fotosyntéza (Noctor a Foyer,
1998), pohyb praduchi (Bright et al., 2005), bunéény cyklus (Mittler et al., 2004), rtst
a vyvoj (Foreman et al., 2003). Bylo prokazano, ze H,O; se akumuluje vice ve starSich
listech a podili se na indukci otevirani a zavirani priduchti zprostfedkovaném
prostfednictvim ABA (Pei et al., 2000; Neill et al., 2002). V kombinaci s jinymi
stresovymi faktory (ultrafialové zateni, siil, sucho, t€zké kovy, vysoka ¢i nizka teplota),
produkce H;O, Vv rostlinach napomaha k ziskavani jejich odolnosti vué¢i stresu a
k ochrané pied poranénim.

Naopak, akumulace ROS i H,0;, zpusobuje oxidativni poSkozeni buiikky nebo
bunécnou smrt. Na detoxikaci HyO, se podili fada enzymu, jako jsou superoxid
dismutasa (SOD), glutation reduktasa (GR), katalasa (CAT) — konvertuje H,O, na vodu
a molekulovy kyslik, peroxidasa (POD) — podili se na lignifikaci, zesitovani
strukturnich proteinii v bunééné sténé a na obrané pred patogeny a askorbat peroxidasa
(APX) — zodpovida za piesun H,0, do chloroplastii, peroxizomd a mitochondrii. Na
degradaci H,O, se ale podili i neenzymatické antioxidanty, jako jsou napiiklad
tokoferoly, kyselina askorbova a glutation (Scandalios, 1987; Asada, 1992; Wingsle a
Hallgren, 1993; Kocsy et al., 1996; Noctor et al., 1998; Kawano, 2003). Produkci ROS
je mozné snizit presmérovanim elektroni do transportniho fetézce chloroplasti a
mitochondrii pomoci alternativnich oxidas (AOXs), které redukuji kyslik na vodu
(Mittler, 2002).

Peroxid vodiku miize vystupovat bud’ jako signalni molekula nebo jako regulétor
exprese nékterych genti v bunce. V ptipadé nizké koncentrace se H,O; jako signalni
molekula podili na vytvareni tolerance rostliny viici abiotickym a biotickym stresim
(Fukao a Bailey-Serres, 2004; Laloi et al., 2004; Mittler et al., 2004). Vysoké
koncentrace H,O, zptisobuji fizenou bunéénou smrt (Dat et al., 2000).

Zvysené hladiny ROS indukuji u Arabidopsis aktivaci MPK3 a MPKG6 (Lumbreras et
al., 2010), ale také MPK4, ktera je soucasti MEKK1-MKK1/MKK2 signaliza¢ni drahy
(Pitzschke et al., 2009). Fosforylaci MPK3 a MPK6 zprosttedkovava MAPKK MKKS5
(Miles et al., 2009; Xing et al., 2013). Bylo zjisténo, ze na uplnou aktivaci obou
MAPKSs pii oxidativnim stresu je nevyhnutelna pfitomnost serin/threonin kinasy OXI1
(oxidative signal-inducible 1), jejiz exprese je u Arabidopsis rovnéz indukovana
pusobenim ROS (Rentel et al., 2004). Dalsim proteinem hrajicim roli v signalizaci
béhem pisobeni oxidativniho stresu je MAPK fosfatasa 2 (MKP2). MKP2 je

lokalizovana pievazné v jadie, kde interaguje s MPK3 a MPK6 a zputsobuje jejich
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defosforylaci, ¢im zvySuje toleranci rostlin vi¢i oxidativnimu stresu (Lee a Ellis, 2007;
Lumbreras et al., 2010).

2.2.2 Teplotni stres

vvvvvv

Nizkd a vysokd teplota jsou jednimi znejdilezitéjSich abiotickych faktort,
ovlivitujicimi rast, produktivitu i geografické rozlozeni zeméd¢lskych plodin. Mnoho
rostlin zvySuje Vv chladu svou toleranci v reakci na nizkou teplotu (CA - cold
acclimation). Je to proces, ktery umoziuje U odolnych rostlin rozvijet toleranci na chlad
prostiednictvim biochemickych a biologickych zmén, kdy dochéazi k pteprogramovani
exprese genu (Mishra et al., 2006; Heidarvand a Amiri, 2009; Huang et al., 2012).
Vysledky studii naznacuji, ze primarnim mistem kontaktu chladu s bunkou je jeji
membranovy systém. Rostliny mohou reagovat na zmény teploty okolniho prostiedi
zménou fyzikalnich vlastnosti plazmatické membrany (Levitt, 1980; Steponkus, 1984).
Pokles teploty snizuje fluiditu membrany, narast teploty ji naopak zvySuje (Meija et al.,
1995; Alonso et al., 1997; Wang et al., 2003; Mittler et al., 2012). Bylo prokazano, ze
fluidita membrany moduluje také aktivitu iontovych kanéldi, nachazejicich se na
povrchu bunky (Mazars et al., 1997).

Vystaveni rostlin nizkym teplotam vede k fyziologickym odpovédim, zpisobujicim
zasadni zmény v expresi gend indukovanych aktivaci MAPKs (Mishra et al., 2006;
Huang et al., 2012). I kdyz pfesny mechanismus percepce chladového stresu nebyl
doposud odhalen, soucasné¢ poznatky poukazuji na ucast vétStho mnozstvi procest
vyvolavajich odpovéd’ bunky na nizké teploty, kde podstatnou roli sehravaji druzi
poslové. Tyto procesy zahrnuji rigidifikaci plazmatické membrany (Sangwan a
Dhindsa, 2002), mobilizaci Ca?* (Zhu et al., 2013), aktivaci histidin kinas (Nongpiur et
al., 2012), zvyseni produkce bioaktivni kyseliny fosfatidové (PA) a fosfatidylinositolu
(P) prostiednictvim ¢innosti fosfolipasy D (PLD)/diacyl-glycerol kinasy (DGK) a
fosfoinosityd fosfolipasy C (PI-PLC) (Delage et al., 2012; Arisz et al., 2013). Nasledna
konvergence jednotlivych biochemickych drah zprostiedkovanych druhymi posly
vylstuje do aktivace Ca®*-dependentnich protein kinas (CDPKs) (Ludwig et al., 2004)
a MAPKs (Solanke a Sharma, 2008). Dilezitymi efektory chladem-indukované
transkripéni regulace jsou také C-opakovani vazouci faktory (CBF/DREB), myc-
podobny transkripéni faktor indukujici expresi CBF (ICE1) a myb-podobny transkripéni
faktor (SNOW1), ktery interaguje sICE1l a zapojuje se tak do regulace exprese
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CBF/DREB (Lissarre et al., 2010; Zhou et al., 2011). Krom¢ piimé regulace transkripce
muze chladovy stres ovliviiovat procesy na urovni posttranskripcnich uprav, jako jsou
sestiih pre-mRNA, export a degradace mMRNA (Chinnusamy et al., 2007; Zhu et al.,
2007).

U Arabidopsis hraji dalezitou roli v odpovédi na chladovy stres MAPKs MPK4 a
MPKS6, které jsou aktivovany uz v kratkém case po vystaveni rostlin nizkym teplotdm
(Ichimura et al., 2000; Teige et al., 2004). Na zakladé studii proteinovych interakci v
kvasinkovych dvouhybridnich systémech byly zjiSteny interakce mezi MEKKI1
(MAPKKK), MKK2 (MAPKK) a MPK4 (MAPK) a rovnéz pifima interakce mezi
MEKK1 a MPK4 (Ichimura et al., 2000). Nasledn¢ bylo prokazano, ze MKK2 je
kli¢ovym signalnim enzymem v reakci rostlin Arabidopsis na chladovy stres (Teige et
al., 2004). MKK2 je aktivovana prostfednictvim MEKKI1 a jeji fosforylace vede
k aktivaci MPK4 a MPKG6 (Teige et al., 2004; Pitzschke et al., 2009). Bylo také
pozorovano, ze MPK4 mize byt kromé¢ MKK2 aktivovand i pomoci MKK1 (Matsuoka
et al., 2002).

2.2.3 Osmoticky stres

Zasoleni je jednim z dualezitych stresovych faktord, které ovliviiuji rist rostlin a vedou
ke snizeni produktivity zemédé€lskych plodin (Munns a Tester, 2008). Pro soli
indukovany stres jsou charakteristické dvé komponenty — iontovy stres (naruSeni
homeostazy iontli, hlavné Na®) a hyperosmoticky stres (zména osmotickych poméri
Vv burice), které se podileji na reakcich rostlin na zvySenou salinitu (Hasegawa et al.,
2000; Zhu, 2001; Munns a Tester, 2008; Galvan-Ampudia a Testerink, 2011).
Osmoticky stres nastava ihned po zvySeni koncentrace soli v bezprostfednim okoli
buiiky a mize byt kromé soli vyvolan také pisobenim hypertonickych roztoki jinych
osmoticky aktivnich latek (napi. 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).

Osmoticky stres vede ke zménam turgoru a objemu rostlinnych bunék. U rostlin
indukuje produkci a akumulaci stabilizujicich osmolytl a antioxidantli, vedouci ke
zvySeni tolerance vici osmotickému stresu (Hanson et al., 1994; Hasegawa et al.,
2000). Jako predpokladany receptor hrajici roli v signalizaci osmotického stresu byla

identifikovana histidin kinasa 1 (AtHKI1) u Arabidopsis, strukturné¢ podobna
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bakteridlnim, kvasinkovym a rostlinnym dvoukomponentnim histidin kinasam (Urao et
al., 1999). Bylo prokazano, ze AtHK1 se hromadi v podminkach vysoké a nizké
osmolarity a studie v kvasinkovych systémech potvrdily schopnost AtHKI1 pienaset
signal béhem osmotického stresu.

V ptipad¢ zvySené koncentrace soli dochazi k indukci tvorby nékterych protein
kinas, véetné¢ AtMEKKI1 u Arabidopsis (Mizoguchi et al., 1996). Funk¢ni analyzy
v kvasinkach ukazaly, ze AtMEKKI1 je schopna aktivovat AtMKK1 (Ichimura et al.,
1998). Nasledn¢ bylo prokazano, ze AtMKKI1 hraje roli v signalizacnich procesech
béhem osmotického stresu a aktivovana AtMKK1 fosforyluje AtMPK4 (Matsuoka et
al., 2002). Kromé AtMPK4 se na transdukci signalu v podminkach zvysené salinity a
osmotického stresu u Arabidopsis podileji také AtMPK3 a AtMPKG6 (Droillard et al.,
2004; Kim et al., 2011; Persak a Pitzschke, 2013). DileZitou roli pfi tom sehrava
AtMKK?2, ktera je hlavnim aktivatorem téchto MAPKs a u mutantnich rostlin mkk2
snaruSenou funkci AtMKK2 byla pozorovdna hypersenzitivni odpovéd’ na stres
vyvolany soli (Teige et al., 2004). Studie vlivu osmotického stresu na suspenzni buiky
tabdku ukazaly, Ze tabdkovda MAPK SIPK je aktivovana hyperosmotickym i
hypoosmotickym stresem, na rozdil od MAPK WIPK, kterd je indukovand pouze
hypoosmotickym stresem (Droillard et al., 2000; Hoyos a Zhang, 2000; Mikolajczyk et
al., 2000). Bylo také zjisténo, ze solny stres indukuje v buiikach tabaku tvorbu kinasy
patiici do tfidy SNF1 (Mikolajczyk et al., 2000). Bunky vojtésky odpovidaji na
hyperosmotické podminky syntézou 38 kDa kinasy, ktera je piibuzna s kinasami
patticimi do tfidy SNFI1, zatimco mirny osmoticky stres vyvolava aktivaci MAPK
SIMK (Munnik et al., 1999). S vyuzitim kvasinkového dvouhybridniho systému byla
vyizolovana SIMKK, blizky homolog AtMKK4/AtMKKS5 u Arabidopsis a NtIMEK2 u
tabaku, ktera je specifickym aktivatorem SIMK (Kiegerl et al., 2000).

2.2.4 Poranéni

Poranéni pfedstavuje neustdlou hrozbu pteziti vSech organismil. Rostliny jsou
organismy ukotvené do pidy kofenovym systémem, pomoci néhoz ziskdvaji vodu a
ziviny. Postradaji tedy moznost vyhnout se poranéni zplsobené hmyzem nebo
bylozravci. Jako piirozena mechanicka bariéra jim na obranu pied Skidci slouzi
napiiklad tvorba kutikuly, depozice riznych organickych a anorganickych latek do

bunécné stény, tvorba trichoml a specializovanych derivatl epidermy. Odpovédi na
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poranéni jsou studovany na rostlindch, které jsou v pfirodé¢ vystavovany
environmentalnim strestim (vitr, pisek, krupobiti a dést’). Oteviené poranéni zptisobené
mechanickym poskozenim je vhodnym mistem pro napadeni patogeny, kdy u rostlin
dochazi kindukci exprese celé ftady gend prostiednictvim JA nebo kyseliny
oxofytodienové (OPDA) (Creelman a Mullet, 1997; Farmer et al., 1998). Prvnimi
zjisténymi a popsanymi obrannymi proteiny u rostlin byly inhibitory proteinas | a Il u
brambor (Solanum tuberosum) a rajéat (Graham et al., 1986; Ryan, 1990).

Poranéni aktivuje obranné mechanismy v celé rostling, jak v poranénych tkanich
(lokéalni odpovéd), tak i v nezranénych oblastech (systémova odpovéd). V obou
ptipadech dochéazi k metabolickym zménam a k indukci exprese gent. V piimo
poskozenych tkanich navic dochazi k naruseni bunécnych struktur, dekompartmentaci a
k velkym ztratam vody. Jako regulatory v signalizaci poranéni slouzi oligopeptid
systemin (Pearce et al., 1991), oligosacharidy uvolnéné z poskozené bunécné stény
(Bishop et al., 1981) a latky s hormonalni aktivitou jako jsou naptiklad JA (Farmer a
Ryan, 1990), ethylen (O'Donnell et al., 1996) a ABA (Pefia-Cortés et al., 1989).

Ihned po poranéni rostliny prechodné produkuji v poskozenych tkanich ROS,
zejména superoxidovy anion. Peroxid vodiku se generuje v ptipadé poranéni lokaln¢ i
systémov¢ a také v neposkozenych tkanich po aplikaci systeminu (Orozco-Cardenas a
Ryan, 1999). Stres poranénim spousti rovn&Z translokaci Ca®* do cytoplazmy a
fosforylaci proteinii (Takahashi et al., 2011). Ca®" piimo interaguje s nékterymi
transkripénimi faktory a muze tak ovliviiovat aktivitu protein kinas a protein fosfatas
(Das a Pandey, 2010). Produkce ROS v odpovédich na zranéni je pevné spjata s Ca*
signalizaci. Takahashi et al. (2011) studovali MAPK drahu, ktera je zapojena
do odpovédi rostlin na zvySenou hladinu ROS a Ca®* a identifikovali jeji dualezitou
ulohu pii udrzovani homeostazy ROS. V této MAPK draze MKK3 aktivuje MPKS,
kterd ptimo inhibuje RbohD (NAPDH oxidasa). Nésleduje inhibice OXIl a
transkripéniho faktoru ZATI12. Uplna aktivace MPKS vyzaduje jak fosforylaci
prostiednictvim MKK3, tak piitomnost Ca** signalizace. Koimunoprecipitatni studie
odhalily interakci mezi MEKK1 a MKK1 jiz po par minutach od poranéni. Navic
MEKK1 muze také piimo interagovat s MPK4, MPK5 a MPK13, coz naznacuje
moznou roli MEKK1 v indukci aktivace MPK4 (Nakagami et al., 2004). Bylo zjisténo,

7e béhem poranéni se rychle a stabilné zvySuje i exprese MKK9 (Zhou et al., 2009).
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2.2.5 Sucho

Globalni oteplovani a rozsSifovani poustnich oblasti vedou k poklesu potencialu vody
Vv pid¢. Vétsina suchozemskych rostlin je velmi citliva na dostupnost vody. Na jakékoli
zmény vlhkosti pady reaguji aktivaci mechanismti zodpovédnych za reakce rostlin na
tento typ stresu, nebo adaptacemi zmirfiujicimi nepfiznivé ucinky zpisobené
nedostatkem vody. Sucho rychle zvySuje produkci PA (Bargmann et al., 2009; Hong et
al., 2010) a ROS (Choudhury et al., 2013, Yao et al., 2013). Indukce ROS je tzce
spojena s uzaviranim praduchu (Miura et al., 2013; Zhou et al., 2013), coz je dulezity
mechanismus pfi redukci ztrat vody prostfednictvim transpirace. Dlouhodobé odpovédi
rostlin na stres suchem ovliviiuji remodelaci genové exprese. Tyto procesy jsou
zprostiedkovany transkripéné a posttransla¢né prostfednictvim transkripénich faktort
jako jsou WRKY a transkrip¢nich faktord obsahujicich motiv leucinového zipu (Shen et
al., 2012; Tang et al.,, 2012). MAPK signalni drahy reguluji transkripci gent
indukovanou ptisobenim sucha a rovnéz kratkodobé a stiednédobé odpovédi rostlin na
nedostatek vody (Sinha et al., 2011).

O MAPK signalizaci v odpovédich rostlin na sucho je znamo, ze je Gzce propojena
se signalnimi mechanismy zprostiedkovanymi sekunddrnimi posly (ROS, PA, ABA,
Ca2+). Pohyby priduchii indukované suchem jsou pievazné regulovany prostrednictvim
MPK9 a MPK12 u Arabidopsis, které jsou rovnéz zodpovédné za zmény hladiny ABA.
Tyto MAPKSs jsou piednostné exprimované v pravodnich buiikach praducht (Jammes
et al., 2009) a jejich aktivita je také spojena se zaviranim praduchii vyvolanym elicitory
(Jammes et al., 2011; Salam et al., 2012, 2013). MPK6 u Arabidopsis je aktivovana
prostfednictvim akumulujicich se suchem indukovanych ROS a PA (Yu et al., 2010).
Na rozdil od MPK9 a MPK12 nereaguje na zvySenou hladinu ABA (Tsugama et al.,
2012). Bylo prokazano, Ze rostliny se zvySenou expresi MKK4 rostouci v prostfedi
S nizkou pudni vlhkosti se vyznacuji niz§imi ztritami vody v porovnani s divokym
typem (Kim et al., 2011). To naznacuje, ze MPK3, jehoz aktivatorem je MKK4, také
hraje dtlezitou roli v reakcich rostlin na sucho. V obilninach a zeméd¢€lsky vyznamnych
rostlinach sucho indukuje aktivaci riznych MAPKs. OsMPK3, OsMPK4, OsMPK7,
OsMPK14, OsMPK20-4 a OsMPK20-5 u ryze (Shen et al., 2012), GhMPK2 a
GhMPK16 u baviniku (Gossypium hirsutum) (Shi et al., 2011; Zhang et al., 2011) a
ZmMPK3 u kukufice (Wang et al., 2010).
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABA
ADH
AK
AOX
APS
APX
BCP
BSA
CA
CAT
CDPK
DGK
DTT
EGTA
GR
HEPES
HR

JA
MAPK
MAPKK
MAPKKK
MAP2K
MAP3K
MEKK

MKK

kyselina abscisova

alkohol dehydrogenasa
aminokyselina

alternativni oxidasa

persiran amonny

askorbat peroxidasa
1-bromo-3-chloropropan

hovézi sérovy albumin

aklimace na chlad

katalasa

Ca2+-dependentni protein kinasa
diacyl-glycerol kinasa
dithiotreitol

kyselina ethylenglykol-bis-(2-aminoethylether)tetraoctova
glutation reduktasa

kyselina 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethansulfonova
hypersenzitivni reakce

kyselina jasmonova

mitogen aktivovana protein kinasa
MAP kinasa kinasa

MAP kinasa kinasa kinasa

MAP kinasa kinasa

MAP kinasa kinasa kinasa

MAP kinasa kinasa kinasa

MAP kinasa kinasa
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MPK

MS médium
NJ

NTF2
OPDA

PA

Pl

PEG
PI-PLC

PK

PLD

POD

PR proteiny
ROS

SA

SDS

SOD

TBS

TBS-T
TEMED

TK

MAP kinasa

Murashige & Skoog médium

,heighbor-joining*

nuklearni transportni faktor 2

kyselina oxofytodienova

fosfatidova kyselina

fosfatidylinositol

polyethylenglykol

fosfoinosityd fosfolipasy C

protein kinasa

fosfolipasa D

peroxidasa

proteiny souvisejici s patogenezi

reaktivni formy kysliku

kyselina salicylova

dodecylsulfat sodny

superoxid dismutasa

Tris-HCI solny pufr

Tris-HCI solny pufr s pfidavkem Tween 20
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin

tyrosin Kinasa
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