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CILE PRACE
Teoreticka Cast

- Mitogenem aktivované protein (MAP) kinazy a oxidac¢ni stres s dirazem na MPK3
- Antioxida¢ni obrana u rostlin a jeji regulace pomoci MAP kinaz

- Fenotypové a molekularni aspekty vlivu svétla na rist kofenti
Experimentalni ¢ast

- ziskat praktické zkuSenosti v praci s rostlinami a v biochemickych metodach
(enzymaticka aktivita a imunoblotovani)

- vliv riznych systému kultivace rostlin na fenotyp mutanta huseni¢ku mpk3-1

- zjistit zmény v aktivité vybranych antioxida¢nich enzymt v mutantovi mpk3-1 v

zéavislosti na pristupu svétla



1 UVOD

V dnesni dobé, kdy dochazi k vyznamnym zménam klimatu, je duleZité chapat
principy tolerance biotickych 1 abiotickych stresi rostlin. To je zakladnim
predpokladem pro zajisténi Stalého, nebo i vyssiho vynosu kulturné vyznamnych
plodin (Pitzschke et al., 2009). Z tohoto divodu, je stale Castéji vénovana pozornost
mitogen aktivovanym protein kinazim (MAPK), které hraji hlavni roli v brzké
odpovédi na zménu vnéjSich podminek a podminuji odolnost vii€i stresovym

faktorum.

Vétsinu téchto stresti spojuje skupina molekul, oznacovana jako reaktivni kyslikové
radikdly (RKR). Tyto radikaly jsou v buitkkdch akumulovany pfi vystaveni rostlin
stresu, kde zpusobuji degradaci lipidd, bilkovin a nukleovych kyselin, coz
v extrémnich piipadech vede az k bunétné smrti. Jejich funkce nespociva jen
v poSkozeni bunék, ale maji vyznam i v signalizaci. RKR jsou regulovany a
odstraiiovany V builkach antioxida¢nimi enzymy, jejichz aktivita podléha regulaci

MAPK.

Kofeny byly dlouho povazovany za organy necitlivé ke svétlu. Zjistilo se, Ze reaguji
velmi citlivé na svétlo a v soucasnosti se zvySena pozornost vénuje vyzkumu vnimani
svétla kofeny rostlin. Bylo zjisténo, ze svétlo vyrazné ovlivituje fyziologické a
biochemické procesy v kofenech rostlin, jako je napftiklad i tvorba RKR (Yokawa et
al., 2011). Ve vétsing laboratofi, které pracuji s rostlinnym materidlem, jsou rostliny
béZzné kultivovany v takovych podminkach, kdy jsou kofeny osvétlovany stejné

intenzivnim svétlem, jako zbytek rostliny.

Jednim z cilt této bakalaiské prace bylo zjistit, jesti MAPK signalizace pomoci
MPK3 ovliviiuje odpovéd kofene na rizné svételné podminky. Také jsme chtéli

odhalit, jestli se zméni regulace antioxidacnich enzymd.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Vliv svétla na rist kofenl a vnimani svétla koreny rostlin

Diky svétlu rostliny fotosyntetizuji, svételné zafeni také ovlivituje vyvojové procesy
jako naptiklad kliceni semen i kveteni. Rostliny, jakozto sesilni organismy, maji
unikatni mechanismy vnimani zmén svételnych podminek. Odpovéd’ rostlin na svétlo
zavisi na intenzit¢ a také na kvalité svétla (Gelderen et al., 2018). Svuj rist i vyvoj
rostiny prizptisobuji svételnym podminkam. Tento jev se nazyva fotomorfogeneze.
Fotoreceptory umisténé ve vSech castech rostlin umoznuji fotomorfogenetické
odpovédi (Lee et al., 2017). K detekci svétla slouzi fotoreceptory a molekuly citlivé
na svétlo (Yokowa et al., 2014). Svétlo ma v priubéhu fotomorfogeneze specificky vliv
na pletivo rostlin huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana). Svétlo podporuje rtst
déloznich listl, a inhibuje prodluzovani hypokotylu. K dal$im zménam morfologie
rostlin za zménénych svételnych podminek (infracervené svétlo, spektralni posun,
stin) patfi prodluzovani stonku nebo fapiku a nevyrazny rist cepele listu

(Montgomery, 2016).

2.1.1 Vliv svétla na koreny rostlin

Zakladnim zptisoben tropického rlstu kofent je pozitivni gravitropizmus, Cili rist ve
sméru zemské tize. Bylo dokazano, ze rist i vyvoj kofene ovliviiuje také svétlo. Po
osvétleni kotfenll rostoucich ve tmé dochazi k jejich zaktiveni - tniku od vlivu svétla.
Kofeny proto rostou negativn¢ fototropicky a je znamo, ze tento zpusob rustu je
zachovéan v podminkach modrého a bilého svétla. Cervené svétlo indukuje pozitivni
fototropsimus (Zhao et al., 2014). V podminkach gravitace je dominantnim pozitivni
gravitropizmus nad negativnim fototropizmem. Neddvné experimenty na palubé
mezinarodné vesmirné stanice ukdzaly, Ze kotfeny v prostfedi mikrogravitace vykazuji
pozitivni fototropizmus za pusobeni modrého svétla. Pozitivni fototropizmus je proto

podiazen gravitropizmu (Vandenbrink et al., 2016).

Tradi¢ni zplsob kultivace rostlin na agarovych tuhych mediich je zalozen
na rovnocenném osvétleni nadzemnich cCasti rostlin a také kofene s piridavkem
sacharozy v médiu. Zastinéni kofenli a nepfitomnost sacharézy zpusobuje delsi
primarni kofeny, niz$i hustotu a délku postrannich kotend, poruchy v rozmisténi PIN2

a PIN3 (pfenaseci auxinu zabezpecujici jeho eflux z buiky) v kofenové $pic¢ce (Xu et

12



al., 2013; Zhang et al., 2013). Vystaveni kofenti svétlu je spojeno se zvysenim
koncentrace auxinu (indol-3-octové kyseliny; IAA) v kofenové $picce a v prechodné
z6né kotrene. Tato akumulace auxinu, ktera je zptisobena svétlem aktivovanou YUC-
drahou syntézy auxinu, je potiebna pro specifické zakiiveni kotfene, ktera nastava po

osvétleni kofent (Suzuki et al., 2016).

Kofeny rostou v pude¢, kterd je svétlu za normalnich podminek neprostupna (Yokowa
et al., 2014). Vyjimku tvoii nékolik centimetrti pfi povrchu pidy. Kofeny jsou diky
tomu svétlem ovlivilovany i1 pfes jejich rist pod zemi. Fotony cerveného a
infracerveného spektra se dokazou dostat do vétsi hloubky v ptid€ nez fotony modrého
spektra (Mo et al., 2015). Bylo dokazano, ze rust kofent je také ovliviiovan vnimanim

svétla nadzemnimi organy a pfenosem signalu do kofent (Lee et al., 2016).

Vyznam fototropizmu kotenti neni presné znam. Negativni fototropizmus ma pozitivni

vliv na odolnost vii¢i suchu, desikaci a stresu vuéi vysokému osvétleni (Galen et al.,

2004 a 2006).

2.1.2 Molekularni mechanizmy vnimani svétla koreny

Rostliny obsahuji rozlisné fotoreceptory, které zprosttedkovavaji svételné vjemy
z okoli a spoustéji signaliza¢ni dradhy (Montgomery, 2016). V rostlinach husenicku
dochazi k expresi 14 raznych fotoreceptori, znichz je vétSina obsazena také
Vv kotenech (Briggs and Lin, 2012; Jeong and Choi, 2013; Briggs, 2014). Obecné,
kofeny obsahuji ty samé fotoreceptory jako nadzemni organy (Galen et al., 2007).

Rostliny maji v zavislosti od citlivosti na svételné spektrum néekolik kategorii
fotoreceptoru: fotoreceptory pro UV-B, UV-A, modré, ¢ervené i infracervené spektra.
Diky takto odliSnym a citlivym fotoreceptorim si rostliny vyvinuly komplexni a
extrémné citlivé systémy, kterymi reaguji na odlisné svételné podminky. Tyto
fotoreceptory jsou schopny zaznamenat jak spektrum, tak i intenzitu svétla (Mo et al.,
2015). Vsechny fotoreceptory obsahuji oraganickou, neproteinovou ¢ast, znamou pod
nazvem chromofor. Chromofor je primarni absorbant fotonii a je kovalentné Ci
nekovalentné vazan na protein. Fotoreceptory jsou podle jejich chemického slozeni a
organizace Kklasikovany do Sesti skupin: lightoxygen-voltage (LOV) senzory,
xantopsiny, fytochromy, senzory modrého svétla vyuzivajici FAD (flavin adenine

dinucleotide), kryptochromy a rodopsiny. Kazdy ma jinou strukturu a pfislusny
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fotoreceptor provadi odliSnou chemickou reakci. Mohou obsahovat i1 vice nez jeden

chromofor (Moglich et al., 2010).

2.1.2.1 Fytochromy

Fytochrom je rostlinny senzor, ktery zaznamenava svétlo ¢erveného a infra¢erveného
spektra. Ma 5 podskupin — PhyA az PhyE. VSechny tyto fytochromy maji stejny
chromofor — fytochromobilin, ktery pfijma svételné signaly (Lamparter, 2004).
Fytochromy maji dvé spektralné¢ odlisné konformace (tzv. Pr a Pfr) se dvéma
maximalnimi absorpcnimi vinovymi délkami (660nm a 730nm), které jsou
fotokonvertibilni. Konformace s Amax = 730 je aktivni pfi kliceni semen (Rockwell et
al., 2006). Exprese fytochromti v kofenech je druhoveé zavisla, ve vétsiné piipadi jsou
exprimovany v kofenové ¢epicce a meristému (Mo et al., 2015). Po stimulaci svétlem
jsou fytochromy translokovany do jadra, kde spoustéji expresi genu (Li et al., 2011).
Jejich role fotoreceptorti neni limitovana jenom na tuto jadernou funkci (Hughes,
2013). Phytochrom A také muize fyzicky interagovat s Fototropinem 1 na plasmatické
membrané v huseni¢ku (Neoptolemos et al., 2010). Fytochrom-fototropinové hybridni

fotoreceptory se nazyvaji neochromy.

Fytochromy zprosttedkovavaji rizné fyziologické procesy v rostlinach husenicku,
jako je rust primarniho i postrannich kotfend (Takano et al., 2001). Bylo zjisténo, ze
PhyA v kofenech husenicku inhibuje negativni fototropizmus indukovany modrym
svétlem (Kiss et al., 2003) a Ze oba fotoreceptory, PhyA i PhyB, hraji vyznamné role

Vv prodluzovani kotene stimulované svétlem (Correll and Kiss, 2005).

Fytochrom B je zodpovédny za expresi transkripéniho faktoru ELONGATED
HYPOCOTYL 5 (HY5) smérem z nadzemni ¢astli rostliny do kotfend. Akumulace
HY5 proteinu v kofeni aktivuje jeho rust. Tento mechanismus pfimo potvrzuje
zavislost rustu kofene na osvétleni nadzemni casti rostliny (Lee et al., 2016).
Fytochromy interaguji a fosforyluyji PHYTOCHROME KINASE SUBSTRATEI1
(PKS1) pticemz PKS1 pozitivné ovliviiuje pozitivni fototropizmus (Boccalandro et
al., 2008). Fytochromy také interaguji a reguluji s PIRF (phytochrome-interacting
ROP guanine-nucleotide exchange factor - RopGEF 1), coz je protein - aktivator
malych ROP (Rho of Plants) GTP4z. Pr konformace fytochromt stimuluje GTP
aktivacni funkci PIRF a Prf konformace ji inhibuje. Naopak, PIRF negativné reguluje
vliv fytochromti na vyvoj kofene (Shin et al., 2010).
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2.1.2.2 Kryptochromy

Kryptochromy jsou fotoreceptory modrého svétla. Obecné jsou kryptochromy
flavoproteiny a nachazi téméf ve vSech organismech (Chaves et al., 2011).
V husenicku byly identifikovany tfi zastupci této skupiny, a to CRY1, CRY2 a CRY3
(Liu et al., 2011). Maji vliv na fotomorfogenezi, prodluzovani hypokotylu, rust
déloznich listi a kofene (Wu and Spalding, 2007). Zprosttedkovavaji negativni vliv
modrého svétla na nodulaci u Lotus japonicus (Shimomura et al., 2016) a také na
prodluzovani hypokotylu u huseni¢ku (Li and Yang, 2007). Exprese kryptochromi
probiha na dvou mistech — v cytoplazmé a v jadie. Exprese geneticky modifikovaného
CRY1 bez jaderné lokaliza¢ni signélni sekvence u huseni¢ku vedla ke stimulaci rastu
primarniho kofene a déloznich listli, pficemz exprese jenom jaderného CRY1 tyto
funkce inhibovala. Jaderna exprese také zpusobila zvySenou produkci antokyant

Vv piitomnosti modrého svétla (Wu and Spalding, 2007).

Aktivace CRY gent spociva v reakci na fotony. Ve tmé je C-konec CRY proteinu
sloZzen takovym zplsobem, Ze nemulze interagovat s jinymi proteiny a tudiz je
inaktivni. Pfi pfistupu svétla je foton absorbovan N-koncem na flavin vazajici doménu.
Zpisobuje chemickou reakci, kterd spusti zménu konformace a protein se stava
aktivnim (Zuo et al., 2012; Engelhard et al., 2014). Aktivaci kryptochrom® dochazi
také k jejich autofosforylaci, coz umoznuje jeho vazbu s dal$imi proteiny: CIB1
(CRYPTOCHROME — INTERACTING bHLH1), COP1 a SPA (SUPPRESSOR OF
PHYA), ¢imz jsou spustény signalizacni drahy kryptochromu. (Yu et al., 2010).

Pfi pozorovani exprese gentt CRY1 a CRY2 zjisténo, ze interakce CIB1-CRY2, zavisla
na modrém zafeni, predstavuje dlleZity mechanismus transdukce signalu
kryptochromu. Stale zistava nékolik otazek ohledné piimé interakce mezi
kryptochromem a CIB1 transkripénim faktorem (Yu et al., 2010). Z tohoto zji$téni
muzeme odvodit, Ze CRY signaliza¢ni drahy ovliviiuji riist kofent nepfimou regulaci
(Yu et al., 2010, Mo et al., 2015). Nepiima regulace je takova, kdy receptor signalu

potiebuje k regulaci genové exprese minimalné jednu dalsi biochemickou reakci.

2.1.2.3 Fototropiny

Fototropiny jsou receptory modrého svétla zprostiedkovavajici dynamické procesy ve
vyvoji rostliny. Mezi jejich funkce patii indukce fototropizmu kotene i stonku rostliny,

pohyby chloroplastii, otvirani a zavirani stomat a rist déloznich listti (Christie, 2007).
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Také zvySuji efektivitu fotosyntézy (Sullivan et al., 2008) regulaci a optimalizaci
procest zavislych na svétlu — migrace chloroplastii, otevirani pruduchii (Briggs and
Christie, 2002). Fototropiny jsou kodovany u husenicku dvéma geny PHOT1 a
PHOTZ2. V koienech dospélych rostlin husenicku najdeme vyrazné vétsi zastoupeni
Photl nez v nadzemni ¢isti. PHOTL je nejvic exprimovan v pfechodné zoné kofene,
neni exprimovan v kofenové ¢epicce a meristematické zon¢ (Sakamoto a Briggs 2002,
Wan et al., 2008). V ptechodné zoné kofene je PHOTL piitomen v kortexu (ale ne
Vv rizoderm¢), kde byla pozorovana jeho polarni lokalizace (Mo et al., 2015). Pfi studiu
fototropinu ve fazi s GFP (PHOT1::GFP) fluorescenénim proteinem doslo k objevu
distribuce Photl po osviceni modrym svétlem. Photl je zpocatku rovnomeérné
distribuovan v plazmatické membrané, po osviceni je vSak zietelnd mozaika s vyrazné
ozna¢enymi bodovymi oblastmi. Tento jev je nejvyraznéjsi v kortikalnich buiikach
prodluzovaci ¢asti hypokotylu. Béhem reorganizace se PHOT1::GFP pohybuje do
cytoplazmy, s vyjimkou vedlejisich bunék praducht. Tento jev vymizi po né€kolika
hodinach ve tmé (Wang et al., 2008). Soucasti fototropinti je doména LOV1 a LOV2
— svétlo snimajici protein navazany na N-konec fototropinu. K aktivaci dochazi pies
kinazovou doménu C-konce LOV domény fotoexcitaci a dale autofosforylaci.
Fototropiny jsou kinazy, znamena to, ze mohou byt fosforylovné (Sullivan et al., 2008)
a také mohou fosforylovat jiné substraty. Jednim z técho substrati je Phytochrome
Kinase Substrate 4 (PKS4), ktery je fosforylovany pouze Photl. Silna exprese PKS4 i
PHOT1 je v prodluzovaci ¢asti hypokotylu. PKS4 ma skrze Photl-zavislé fosforylace
silny vliv na fototropismus (Schepens et al., 2008; Demarsy et al., 2012). Dalsim
fosforylovanym substratem Photl je BLUS1 (BLUE LIGHT SIGNALING 1). Je to
zprosttedkovatel pro Photl a jeho funkce ve vedlejSich bunkach praduch. Mutantni
rostliny blusl ztratily funkci v otvirani praducht zavislé na modrém svétle (Takemiya
etal., 2013).

2.1.2.4 Dilezité regulac¢ni bilkoviny
E3 ubiquitin ligaza COP1 (CONSTITUTIVELY PHOTOMORPHOGENIC 1) je

dilezitym proteinem negativné regulujicim fotomorfogenezi u rostlin (Kim et al.,
2017). COP1 zptsobuje ubikvitinizaci a proteazomalni degradaci fotoreceptort jako
fytochromy, kryptochromy a jejich interagujicich proteinii. Na druhé¢ strané€ je znamo,
ze fotoreceptory negativné ovliviiuji expresi a aktivitu COP1 (Kim et al., 2017). Bylo

zjisténo, ze negativni regulace COP1 pomoci receptorii za plisobeni svétla vede k
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inhibici degradace ARP2/3-SCAR proteinového komplexu (Dyachok et al., 2011).
ARP2/3-SCAR komplex je zodpovédny za nukleaci a organizaci aktinu (Deeks and
Hussey, 2005). Aktivni ARP2/3-SCAR Vv podminkach svétla zachovava podélnou
organizaci F-aktinu v kofeni, coz vede k elongaci kofene v podminkach svétla
(Dyachok et al., 2011).

Jinym dalezitym regulatorem vnimani svétla kofeny muze byt signdlni draha
kntrolovana TOR (Target of Rapamycin) kinazou (Yokawa and Baluska, 2016). Tato
Kinaza ma vliv na rovnovahu mezi ristem a starnutim bunék. Také bylo zjisténo, Ze
TOR kinaza se podili na negativnim fototropizmu kofenové $pic¢ky a je aktivovana
auxinem (Schepetilnikov et al., 2013, Bogre et al., 2013). Pfesny mechanizmus
aktivace zatim neni znam a je potieba dal§iho vyzkumu. Reaktivni kyslikové radikaly
slouzi jako signdlni molekuly i pro TOR kindzy. RKR spole¢né¢ s TOR kindzou
kontroluji fototropizmus kotfene. ROS molekuly utlmuji signalizaci TOR kinaz, coz
vede K aktivaci autofagie (rozklad proteint lysozomy, sloZi k regulaci homeostazy).
TOR reguluje rist kofenli regulaci autofagie prostfednictvim signalizace TOR.
Arabidopsis TOR signalizace miize byt chapana jako hlavni slozka ovladajici rist a

chovani kofenti (Yokawa and Baluska, 2016; Trewavas 2009).

Osvétleni kofent ma veliky dopad na transkriptom kotene (Qu et al., 2017). Byla
provedena transkriptomicka analyza kotent zcela osvétlenych a se zcela zastinénymi
kofeny. Vysledky ukazaly 141 odlin¢ exprimovanych gent. Nejvétsi rozdily byly
pozorovany v biosyntéze flavonoidl, coz jsou latky s antioxidacnimi ucinky. V
kotenech mély geny pro kryptochromy v ptipad€ osvétleni zvySenou expresi. Exprese
fototropini byla pifi plném osvétleni sniZzend, na expresi fytochromu A nemélo
osvétleni vliv a fytochrom B reagoval na svétlo sniZzenou expresi, s vyjimkou kotfenové

Spicky, kde byla exprese vyssi na svétle.

V souladu s transkriptomickou studii, nedavna publikace potvrdila citlivost flavonoidi
na osvétleni kofend. Osvétleni kofenii vyvolava v husenicku akumulaci flavonoli
(podskupina flavonoidi) Vv kofenech. Flavonoly se rychle hromadi v prodluzovaci
zOn¢ kotene, blize ke strané pfimého dopadu svétla. Tato akumulace podporuje
asymetrické prodlouzeni bunky a zptsobuje rozdil riistu mezi obéma stranami, coz

vede k ohnuti kofene (Silva-Navas et al., 2016).
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2.2 Mitogenem aktivované protein kinazy u rostlin

2.2.1 MAPK signalizace a jeji aktivace béhem stresové odpovédi
rostlin

MAPK (mitogenem aktivované protein kindzy) tvoii signaliza¢ni kaskady, které jsou
soucasti vétSiny eukaryot. Pienos signalu pomoci téchto kaskad je jeden ze zptsobu,
jak rostliny reaguji na environmentalni zmény, kterym na rozdil od pohybujicich se
organizmu, nemohou uniknout. MAPK ovliviiuji odpovéd’ na stres, bunécnou smrt,
vyvoj a rust rostlin diky schopnosti modifikace genové exprese a regulace enzymi

(Colcombet and Hirt, 2008; Komis et al., 2018).

Ptiblizné 10 % vSech kinaz u rostlin jsou MAPK. Kinazy jsou proteiny zodpovédné za
transfer fosfatové skupiny z ATP na cilovy protein, ¢imzZ zpusobuji jejich fosforylaci.

Fosforylace je nejcastéjsi posttranslacni modifikace proteind (Stone et al., 1995).

MAPK kaskada se sklada z tfech kinaz: MAPKKK (mitogen aktivovana protein kinaza
kinaza kinaza), MAPKK (mitogen aktivovana protein kinaza kinaza), MAPK (mitogen
aktivovana protein kinaza). V kompletné osekvenovaném genomu huseni¢ku rolniho
bylo objeveno 80 gend kodujicich MAPKKK, které jsou oproti 20 MAPK a 10
MAPKK vice heterogenni (Colcombet and Hirt, 2008; MAPK group, 2002).
MAPKKK jsou serin - threonin kinazy, které fosforyluji (aktivuji) MAPKK a dale
dochazi k fosforylaci a aktivacit MAPK na threoninu a tyrosinu. MAPK jsou schopné
fosforylovat velké mnozstvi substratii, véetn¢ jinych kindz, transkripénich faktort
anebo vyvojoveé dilezitych proteini (Colcombet and Hirt, 2008). Aktivace MAPK
signalnich kaskad vede k aktivaci nebo inaktivaci obrannych gend, coz vede

k rezistenci nebo senzitivité rostlin k stresovym faktortim.
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MAPK signaliza¢ni dréahy jsou aktivovany v odpovédi na zmény vnéjSich podminek
prostiedi, napiiklad pfi sniZzené teploté a zasoleni (Teige et al., 2004), suchu (Li et al.,
2017), osmotickém stresu (Zhang et al., 2014), oxida¢nim stresu (Lumbreras et al.,
2010), ale také biotickém stresu (Lang et al., 2017). Jednim z mechanizmu indukce
MAPK signalizace b&hem biotického stresu je uvolnéni bakterialniho peptidu
flagelinu flg22 do apoplastu. Flg22 je peptid, derivat flagelinu, skladajici se z 22
aminokyselin (Overmyer et al., 2003). Flg22 je nejznaméjsim piikladem signalni
strukturni molekuly patogent (tzv. PAMP = pathogen associated molecular pattern).
PAMP jsou malé molekuly, obvykle strukturni soucasti patogent (Glazebrook, 2005),
které jsou rozpoznany receptorovyni kanazami rostlin a tak je spusténa obranna reakce
rostlinné bunky. V husenic¢ku jsou specifické signalni receptory pro flg22 umistény
Vv cytoplazmé. Skladaji se ze 2 proteint - FLS2 (FLAGELLIN SENSING 2) a BAK1
(BRI1-ASSOCIATED KINASE 1; Heese et al., 2007; Chinchilla et al., 2007; Gomez-
Gomez and Boller, 2000). V pripadé detekce flg22 timto receptorem, dojde k aktivaci
MAPK kaskady (Obrazek ¢. 1 — a; Colcombet and Hirt, 2008).

FLS2/BAK1 _
; __ oxi1 < , .
MEKK1/? MEKK 1 ? 77> ANP1 MEKK1 ?
NDPK2
MPK3/MPK86 MPK4 MPK3/MPK6 MPK4 MPK7
VIP1  ACS6 MKS1/WRKY33 ? ? ?
gene  Ethylene gene Gene regulation

regulation synthesis regulation

Obrazek €. 1 — MAPK signaliza¢ni drahy aktivované flagelinem a peroxidem vodiku

(Colcombet and Hirt, 2008).

K aktivaci MAPK béhem abiotického stresu dochazi vlivem druhych posli, jako
napiiklad reaktivni kyslikové radikély, vapnik (Ca?*) anebo kyselina fosfatidova (PA;
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Smékalova et al., 2014). PA reguluje MAPK kaskady vazbou na jejich komponenty.
Bylo dokazano, ze MPK6 se béhem solného stresu vaze na PA, coz vyvolava jeji
aktivaci (Yu et al., 2010). RKR jsou molekuly, které narusuji redoxni rovnovahu
signalnich molekul. In vitro experimenty ukazaly, ze aktivace MPK3 a MPKG6 u ryze
béhem oxida¢niho stresu je zavisla na oxida¢nim stavu specifického cysteinového
zbytku (Xie et al., 2014). To muze byt mechanizmus, kterym RKR aktivuji MAPK
kaskady. Vapnik vyznamné ovliviiuje MAPK signalizaci pies konvergenci vapnikové

signalizace s MAPK signalizaci (Liu et al., 2017).

2.2.2 MAPK a oxidacéni stres

Bylo prokazano, ze MAPK jsou aktivovany bé¢hem oxidac¢niho stresu a genetické
modifikace. MAPK dokazou zménit odolnost rostlin vi¢i tomuto stresu
(Pitzschke et al., 2009). MAPK i RKR jsou tak na sebe tuzce vazané, RKR dokazou
spustit MAPK kaskadu ale i MAPK kaskada dokaze ovlivnit tvorbu RKR (Liua and
Heb, 2016). Diky tomu, Zze H,0, ma schopnost prochazet pfes membrany, stal se
jednim  z nejdulezitéjsich prvki rostlinné signalizace (Xingetal.,, 2008).
V soucasnosti jsou znamy 2 MAPK kaskady které jsou aktivovany H,0, v (Kovtun et
al., 2000; Nakagami et al., 2006). V jedné z nich jsou fosforylovany MPK6 a MPK3,
jako MAPK pomoci ANP proteint (MAPKKK) a MKK5 (MAPKK; Kovtun et al.,
2000). Soucasti druhé signalni drahy aktivované pomoci H,0, je MPK4 (Nakagami
et al., 2006), ktera je fosforylovana MEKK1. Vysledkem téchto fosforylaci je genova
regulace (Obrazek ¢. 1). Je znamo, ze MAPK dokazou také regulovat aktivitu
antioxidacnich enzymi. MKKS — mitogenem aktivovand protein kinaza kinaza
zprostiedkovava expresi Cu-ZnSOD1 a Cu-ZnSOD2 v podminkach vysoké intenzity
osvétleni. (Xing et al., 2008). Exprese genu katalazy je zprostiedkovna genem
AtMKK1 v ptitomnosti kyseliny abscisové a pod vlivem stresovych faktori (Xing et
al., 2008).

Genetické modifikace nékterych MAPK vyznamné€ méni odolnost rostlin viici
oxida¢nimu stresu. Typickym piikladem je skupina ANP gent (ANP1, ANP2 a
ANP3), které patii do MAPKKK. (Takac et al., 2014). Tyto geny maji vliv na
cytokinezi a organizaci mikrotubuld v rostliné (Krysan et al., 2002, Beck et al., 2010).
Proteomické a biochemicka analyza odhalila konstitutivné aktivovanou antioxida¢ni
obranu u dvojittho mutanta anp2anp3, coz vede k jeho zvySené toleranci viici

oxidativnimu stresu vyvolaného paraquatem (Takac et al., 2014).
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2.2.3 MPK3

MPK3 je MAPK, ktera ma dulezitou signalizaéni a regulaéni roli v odpovédi rostlin
na bioticky i abioticky stres. (Pitzschke et al., 2009; Andreasson and Ellis, 2010).

MPK3 proteiny jsou lokalizovany v cytoplzmé a jadru bunky (Brock et al., 2010;
Persak and Pitzschke, 2013), coz bylo dokazano na rostlinach Tropaeolum majus a
Nicotiana benthamiana, pfi expreminentech s tranzientni expresi MPK3-YFP
znaCenim (promotor CaMV35S::MPK3-YFP). Mal¢ mnozstvi MPK3-YFP bylo

lokalizovano v membranach rostlin Tropaeolum majus (Pitzschke et al., 2013).

Dva proteiny, MPK3 a MPK6, vykazuji mnoho podobnosti ve struktufe i funkci. K
jejich aktivaci dochazi ptes upstream regulaci MAPK, konkrétné MKK4 a MKKS5
(Asai et al., 2002). MPK3 hraje klicovou roli pii adaptaci na neptiznivé podminky
zpusobené zvysenym teplem, osmotickym a UV stresem (Besteiro et al., 2011; Perez-
Salamo et al., 2014; Persak and Pitzschke, 2014). UV-B zafeni aktivuje v rostlinach
huseni¢ku mitogen aktivované protein kinazy, konkrétné MPK3. MPK1 husenic¢ku je
dulezitym regulatorem MPK3. V praci Besteiro a Ulm, (2013) s mpkl knock out
mutantnimi rostlinami husenicku, byly tyto rostliny hypersenzitivni na UV-B zafeni,
coz bylo zplsobeno neaktivnim MPK3. U rostlin, které nemély schopnost opravit
Skody zpisobené UV-B zarenim, byla zjisténa vysoké aktivita MPK3. Toto zjisténi
naznacuje, ze poSkozeni DNA zplsobené UV zafenim by mohlo byt spoustéc¢em

MAPK kaskady (Besteiro and Ulm, 2013).

Jednoducha knock out mutace MPK3 nema zasadni vliv na vyvoj rostlin - dochazi ke
zkracovani $esuli a mutace praducht a kontroluje rist postrannich kotent. Fenotyp
kofene nebyl detailné studovany (Cho et al., 2008). MPK3 ma sviij vyznam ve vyvoji
vajicek rostlin (Wang et al., 2008). Bez spravné fungujici MPK3 nemtize dojit k
vytvoreni rostlinnych rozmnoZzovacich organti. V rostlinach, kde MPK3 neplni svou
funkcei, dochazi k sterilité nebo vzniku defektnich embyi (Carey et al., 2008; Wang et
al., 2008). Gudesblat et al., 2007 prokazali, ze sSe MPK3 poddili na regulaci otevirani
a zavirani stomat v odpovédi na ABA a H,0,. Kaskada MKK7-MPK3 také reguluje
morfologii listd u husenicku (Jia et al., 2016). Ztrata funkce MPK3 i MPKG6 je pro
embryo husenicku nepfekonatelnou pirekazkou a rostlina hyne. Pro zachranu téchto
dvojitych mutantti a zjisténi funkce MPK3 pouzili Wang et al., (2007) RNA

interferentni MPK3 a vlozili tento konstrukt do mpk6 deficientnich rostlin. Vznikl
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nenulovy dvijity mutant mpk3mpk6. Vysledné rostliny maji defektni praduchy, které
se objevuji ve shlucich a misty viilbec nedochazi k vzniku vedlejSich (pomocnych)
bunék pruduchti (Wang et al., 2007). Spojenim aktivity MAPK a transkripéniho
faktoru SPEECHLESS (SPCH), patiici do skupiny basic helix-loop-helix (bHLH;
Komis et al., 2018) vznika specificky typ bunky, ktery umoziuje integraci vice
vyvojovych a environmentalnich signalti vzniku a rozmisténi praduchd. SPCH je
regulator priduchd, ktery obsahuje unikatni MAPK fosforylacni cilovou doménu.
bHLH transkripéni faktor je cilem MPK3 (Lampard et al., 2008).

Dalsi dalezitou roli hraji MAPK v udrzeni redoxni homeostdzy (stdlost vnitiniho
prostiedi) v rostliné¢ huseni¢ku. V rostlinach s chybéjicim genem MEKK1 dochazi
k chybné regulaci exprese nékolika genl zapojenych v redoxni kontrole bunék a
akumuluji se zde reaktivni kyslikové radikaly (Nakagami et al., 2006). Studie
dokazuji, ze MEKKI1 signaliza¢ni draha, se zapojuje do reakci na bioticky i abioticky
stres (Mizoguchi et al., 1996) a je regulovana pfitomnosti H,0,. MEKK1 deficientni
rostliny huseni¢ku vykazuji vyrazné fenotypové odchylky od kontrolnich rostlin, jako
trpasli¢i vzrist a méné kofenovych vlaska i postrannich kofend (Nakagami et al.,
2006). Akumulace H,0, muze byt zpusobena vystaveni rostliny ozonu. Odpovéd’
rostliny na tento druh stresu je stejna jako pii vystaveni rostliny H,0, (Rodriguez
etal., 2010). V ptipadé mpk3 a mpk6 delece, jsou rostliny na piitomnost ozénu
hyperenzitivni a je naruSena homeostaza rostliny, coz dokazuje vyznamnou roli MPK3

Vv zachovani redoxniho prostiedi huseni¢ku (Miles et al., 2005).

mpk3 mutant je hypersenzitivni na solny stres (Pitzschke et al., 2014), role MPK3
v odpovédi na stres je z Casti zprostfedkovana pomoci fosforylace lipid transfer
proteinu AZI1 (Pitzschke et al., 2014).

Pti praci s mpk3 mutanty huseni¢ku bylo experimentalné potvrzeno, ze MPK3 kinazy
jsou zodpoveédné za spusténi LOX genu, tzn. transkripci LOX2, LOX3 a LOX4 enzymi.
Tyto lipoxygenazy (LOX) se aktivuji pod vlivem riznych stresii a jejich transkripce
se zvySuje v piipadé ozafeni rostliny vinovou délkou spadajici do cervené casti
svételného spektra. Pfi napadeni rostliny patogeny, byla aktivita MPK3 pfi ozéafeni
Cervenym svétlem vyssi, coz dokazuje spojitost mezi MAPK a LOX (Zhao et al.,
2014).
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Krom¢ abiotickych stresti reaguje MPK3 také na bioticky stres — infekce zptisobené
houbami. Do obrany je vtomto ptipadé zakomponovany i transkripéni faktor
WRKY33 (Mao et al., 2011). MPK3 fosforyluji velké mnozstvi substratti - riiznorodé
enzymy (syntazy, hydrolazy, oxidoreduktazy...; Han et al., 2010; Park et al., 2011,
Wang et al., 2010) i transkrip¢ni faktory (WRKY, bHLH, MYB bZIP, Hsf...; Lampard
et al., 2008; Bethke et al., 2009; Evrard et al., 2013; Nguyen et al., 2012; Yoo et al.,
2008). Fosforylace zvySuje aktivitu enzyma a stabilitu proteint (Wang et al., 2010).
MPK3 spousti obranné mechanizmy vici patogenim (Lang et al., 2017; Genot et al.,
2017). Také je schopna interferovat s pozitivnimi G¢inky autoimunni reakce mpk4
mutanta (Genot et al., 2017). Fosforylace E3 ubiquitin ligase PUB22 pomoci MPK3
zpusobuje jeho stabilizaci a utlmeni imunitni odpovédi u husenic¢ku (Furlan et al.,

2017).

2.3 Oxidaéni stres a reaktivni kyslikové radikaly

S vyvojem aerobnich drah metabolismu, jako je naptiklad fotosyntéza a dychani, doslo
ke vzniku reaktivnich kyslikovych radikali. Velka S$kala environmentalnich
stresovych faktort (vysoka nebo nizka teplota, sucho, UV zéfeni, zasoleni atd.) mlze
zpusobit nadmérnou tvorbu RKR, ktera vyvolava poskozeni DNA, lipida a proteinti.
Stav, pii kterém je zptisobovano poskozeni nadmérnou produkci RKR, je oznacovan
jako oxidac¢ny stres (Gill and Tuteja, 2010). Role RKR neni jen negativni, RKR také
funguji jako signaliza¢ni molekuly a v rostlinach ¢aste¢né reguluji vyvoj a odpovédi
na obranu proti abiotickym a biotickym stresim (Apel and Hirt, 2004). Koncentrace
RKR je udrzovana antioxida¢ni obranou. V podminkach, kdy dochazi k oxida¢nimu
stresu, neni U¢innost antioxidacni obrany dostatecnd a RKR maji na rostlinu negativni
vliv. Indukce bunééné smrti v disledku oxida¢niho stresu neni vzdy pro rostlinu
neprospésna a to napiiklad v piipadé hypersenzitivni odpovédi rostlin (Apel and Hirt,
2004).

2.3.1 Vznik reaktivnich kyslikovych radikald

Fyzikaln¢ chemické vlastnosti predurcuji kyslik K tomu, Ze pfi absorpci energie se
meéni na vysokoreaktivni formy. Kyslik je v elektron-transportnich fetézcich

redukovan na vodu. Za zmény vnéjsiho prosttedi mize dojit k netuplné redukei kysliku,
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coz vede ke vzniku RKR. RKR maji riiznou Zivotnost a role v signalizaci (Breusegem
etal., 2001).

K redukci molekularniho kysliku (O,) na vodu dochazi ptes rizné formy RKR

(Obrazek ¢. 2).

, Superoxide Peroxide Oxene Oxide
Dioxygen radical ion ion ion ion
e .- e 2- _ € 3- - e 2-
0, — 0, —/ 0, —/ 0 0O — 0O
1 [ a | ar
'0, HO, H20, HO  OH’ H,0
Singlet Perhydroxyl Hydrogen Water Hydroxyl Water
oxygen radical peroxide radical

Obrazek ¢. 2 — Monovalentni redukce kysliku na RKR (Apel and Hirt, 2004)

Prvnim krokem pifemény kysliku na vodu je jeho redukce a tvorba
hydroperoxylového (HO3™) a (037) radikdlu. Tyto formy RKR maji velmi maly
polocas rozpadu (zhruba 2-4 ps). Pii nadmérné produkci 05~ dochazi k poskozeni
(oxidaci) aminokyselin, konkrétn¢ histidinu, tryptofanu a metioninu (Knox and
Dodge, 1985; Sutherland, 1991). 05 také zptsobuje peroxidaci lipidi, tim dochazi
k poskozeni bunéénych membran (Halliwell and Gutteridge, 1989).

Pii pokracovani redukce kysliku dochazi k pteméné hydroperoxylového (HO35™) a
superoxidového (0357) radikalu na peroxid vodiku (H,0,). Oproti HO;™ a 05~ ma
H,0, polocas rozpadu pfiblizn¢ 1 ms, ma vétsi schopnost difundovat z mista vzniku
do okoli a oxiduje thioly (SH skupiny; Levine et al., 1994). K dalsi oxidaci H,0, na
hydroxylovy radikal (OH¢) doch4zi za pomoci ptechodnych kovti (Fe?*, Fe3+) Fenton
a Harber-Weiss reakci (Obrazek ¢. 3; Breusegem et al., 2001).

0_1-. —FE'T" _'FE2+ _0_1-

H,O, + Fe** - Fe** + OH~- + OH"

Overall: H,O, +0," -=OH~ + OH" + O,

Obrazek ¢. 3 — Fenton a Harber-Weiss reakce (Breusegem et al., 2001)
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Poslednim krokem k redukci kysliku na vodu, je pfeména hydroxylového radikalu

(OHe). Jeho polocas rozpadu je vice nez 1 us (Levine et al., 1994).

2.3.2 Tvorba reaktivnich kyslikovych radikali béhem abiotického
stresu

RKR jsou v rostlinach obvykle produkovany v chloroplastech, mitochondriich,

peroxizomech a v apoplastu (Apel and Hirt, 2004).

Reak¢ni centra fotosystému [ a IT (PS Ta PS II) v thylakoidech chloroplastt jsou jedny
Z hlavnich generatord RKR. Existuji dva primdrni procesy vzniku RKR Vv prib¢hu
fotosyntézy. Prvnim je pfima fotoredukce kysliku na 05 radikal (Foyer and Noctor,
2005). Ktéto redukci mize dojit diky linearnimu elektronovému transportu
Vv chloroplastech, které vytvari v souvislosti sPS 1 slouceniny S redukénimi
vlastnostmi (Badger et al., 2000). Druhym zpusobem vzniku RKR Vv souvislosti
s fotosyntézou, jsou reakce fotorespiracniho cyklu, ktery je aktivovan oxygenacni
aktivitou Rubisca v chloroplastech a nasledni translokaci glykolatu do peroxizomu,
kde dochazi k jeho oxidaci na glyoxalat, pficemz se tvori H,0, (Apel and Hirt, 2004).
Mitochondrie savct jsou dilezitym zdrojem RKR, kdezto v mitochondriich rostlin je
obsah RKR vyrazné¢ niz$i (Purvis, 1997). Niz§i vyskyt reaktivnich kyslikovych
radikalti v mitochondriich rostlin je zptisobeny alternativni oxiddzou (AOX), ktera
s koenzymem Q10 katalyzuje tetravalentni redukci kysliku (0,). Koenzym Q10, téz
znamy jako ubichinon, funguje v mitochondriich jako antioxidant (Apel and Hirt,
2004; Wagner, 1995).

2.3.3 Tvorba reaktivnich kyslikovych radikali béhem biotického
stresu

RKR mohou byt timysIné syntetizovany butikou pomoci enzymatického komplexu
NADPH oxidéazy, znamé téZ jako RBOH (podle anglického nazvu respiratory burst
oxidase homologues). RBOH jsou proteiny lokalizované v plazmatické membrang,
skladajici se z 6 transmembranovych domén a 2 hemovych skupin. Aktivitou NADPH
oxidazy je v apoplasté produkovan O3, ktery je nasledné odbouravan na H,O0,.
Produkce RKR pomoci RBOH hraje zasadni roli v obran¢ proti patogentim. Pfi snizeni
exprese RBOH dochazi k nizké produkci RKR a rostlina musi k obrané proti
patogentim vyuzit alternativni obranné mechanizmy (Marino et al., 2011). RKR plni

béhem obrannych mechanizmu dilezitou roli, protoZe se podili na aktivaci signalnich
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drah (napi. MAPK), ale také je dilezitou slozkou programované bunééné smrti béhem

hypersenzitivni odpovédi (Zurbriggen et al., 2010).

2.3.4 Mechanizmy regulace hladiny RKR

RKR jsou Vv rostlinach pfitomny nejen v ménicich se vnéjsich podminkach. V ptipad¢,
kdy je rostlina vystavena stresu, dochazi k zvyseni tvorby RKR, coz aktivuje rtizné
mechanizmy jejich odbouravani. U rostlin se vyvinuli enzymatické a neenzymatické
zpusoby kontroly hladiny RKR. Nejefektivnéjsim zptisobem obrany rostlin proti
nadbytku reaktivnich kyslikovych radikalt je pomoci enzymii. Mezi tyto enzymy patii
superoxiddismutasa (SOD), katalaza (CAT) a peroxidazy (askorbat peroxidaza APX,
glutation peroxidaza GPX; Foyer and Noctor, 2005).

2.3.4.1 Enzymatické odbouravani RKR u rostlin

Superoxiddismutasa

Jeden z hlavnich antioxida¢nich enzymi je superoxiddismutasa (SOD). SOD je
prvotfady antioxida¢ni enzym a redukuje O35, ktery je nejcastéji lokalizovan na
stejnych mistech jako elektronové transportni fetézce (mitochondrie, chloroplasty)

(Alscher et al., 2002).

SOD d¢lime podle centralniho atomu kovu na izoformy FeSOD, MnSOD a
Cu-ZnSOD. lzoformy SOD jsou v buinice G¢inné kompartmentalizovany. FeSOD se
nachazi v chloroplastech a cytosolu, MnSOD v mitochondriich a peroxizomech a
Cu-ZnSOD v chloroplastech a cytosolu (Kliebenstein et al., 1998). Kovy ptitomné
v aktivnich centrech proteinu maji funkci donoru elektronti pfimo radikalu O3, ktery

nasledné reaguje s protonem a tvoii H,0, (viz Obrazek ¢. 4; Bowler et al., 1994).

Superoxide Dismutase:
0, SOR g o,

Obrazek ¢. 4 — Preména superoxidu O35~ na peroxid vodiku (H,0,) pomoci SOD

(Apel and Hirt, 2004)

V rostlinach husenicku se nachazeji tii izoformy FeSOD a to FeSOD1, FeSOD2 a
FeSOD3, pticemz FeSODI1 se nachazi v cytosolu a FeSOD2 a FeSOD3 jsou plastidové
(Kliebenstein et al., 1998). Diky absence FeSOD u zivoc¢ichl bylo prokazano, ze

26



puvodné byly geny kodujici FeSOD umistény v plastidech a v pribéhu evoluce se
zaclenily do jaderného genomu (Bowler et al., 1994). FeSOD vyssich rostlin se sklada
ze Ctyf identickych jednotek, tvoricich tetramer, kdy kazdd z téchto jednotek ma
velikost 80-90 kDa a atomy Zeleza se nachazeji v aktivnich mistech (Alscher et al.,
2002).

Za evolucné nejstarsi SOD je povazovana FeSOD. Vlivem zmény geologickych
podminek doslo k vyuziti vice dostupného kovu — manganu. Proto se MnSOD
povazuje za evoluéné¢ druhou nejstarSi SOD. Z hlediska struktury (primarni,
sekundarni i tercialni) jsou si tyto dvé izoformy SOD velmi podobné, také se objevuji

ve form¢ homodimeru nebo homotetrameru (Alscher et al., 2002).

Po ustaleni koncentrace kysliku v atmosféfe a pfeméné nerozpustného Cu (I) na
Cu (II), doslo k dalsimu evolu¢nimu vyvoji SOD a jako dalsi centralni atom se zacala
vyuzivat méd’. Vzhledem k tomu, Ze kovy Fe a Mn jsou si strukturné podobné, nedoslo
u téchto dvou typit SOD (FeSOD a MnSOD) k vyrazné zméné Vv proteinové strukture.
Cu a Zn maji vyrazngji odlisné elektrochemické vlastnosti a tak se musela zménit i
struktura proteinu Cu-ZnSOD (Bannister et al., 1991). Cu-ZnSOD se V rostlinnych
buiik4dch objevuje ve dvou formach. Prvni forma je strukturou homodimer a nachézi
se Vcytoplazmé a periplazmé. Druha forma Cu-ZnSOD je homotetramer a je
lokalizovana ptevazné v chloroplastech a extracelularnich prostorech. Ve struktufe
proteinu je zabudovéano aktivni misto pro kazdy kov (Cu i Zn) nezavisle na sobé&

(Bordo et al., 1994).
Regulace SOD na molekularni arovni

Méd’ (Cu) je nezbytnym mikronutrientem pro vétSinu Zivych organizmi. Je soucasti
kofatorti proteind, véetné Cu-ZnSOD (Pilon et al., 2006). Pti nedostatku Cu dochazi
v rostliné k expresi miR398, ktera je zapojena v degradaci mRNA, podilejici se na
expresi Cu-ZnSOD v huseni¢ku. Podminkou pro funkéni odpovéd miR398 je
promotor SPL7 (Squamosa promoter binding protein-like 7). SPL7 je také nezbytnou
soucasti exprese ne¢kolika dalSich miRNA (miR397, miR408 a miR857) zapojenych
v regulaci homeostazy médi a gent kodujicich transport médi. Z téchto poznatki 1ze
usoudit, Ze SPL7 hraje kli¢ovou roli v odpovédi na nedostatek médi (Yamasaki et al.,

2009).
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Homeostaza Cu Vv buiice je Uzce spojena s vyskytem sacharézy (C;,H,,041). Spole¢né
hraji dtlezitou roli v rlstu a vyvoji rostlin. Sachardza vyvolava expresi miR398, kterou
reguluje SPL7 (Ren and Tang, 2012). Sachréza je spotiebovavana v prib¢hu
fotosyntézy, kdy se zaroven tvoii RKR. Ty jsou regulovany SOD obsahujici méd’ a
zinek, jejiz exprese je regulovana miR398. V piipadé nedostatku médi muze funkci

Cu-ZnSOD vykonavat FeSOD, ktera neni regulovana miRNA (Dugas et al., 2008).
Katalaza

Kataldza (CAT) je prvni objeveny charakterizovany antioxida¢ni enzym. K tomuto
objevu doslo v roce 1900 a jeho objevitelem se stal Oscar Leow (Mhamdi et al., 2010).
Jeho funkce spociva v pfeméné H,0, na vodu a kyslik (Obrazek ¢. 5). Pfi této reakci
dochéazi k dvéma reakcim, pfi¢emz prvni je oxidace H,0, a vzniku vody a druha
spociva v redukci H,0, a vzniku kysliku (Zamocky et al., 2008). Tuto formu katalazy
nazyvame monofunk¢i a nachdazi se primarné u vyssich rostlin. Velikost monomérni
jednotky katalazy se pohybuje kolem 55 kDa. Katalaza u vyssich rostlin se vyskytuje

ve formé tetrameru (Corpas et al., 1999).

Catalase:
H,0, CAT. H,0 + % 0,

Obrazek ¢. 5 — Preména peroxidu vodiku (H,0,) na vodu a kyslik pomoci katalazy

(CAT; Apel and Hirt, 2004)

V rostlinach huseni¢ku byly identifikovany tii geny pro katalazu — CAT1, CAT2 a
CAT3. Funkce vsech izoforem spociva v kontrole homeostazy reaktivnich kyslikovych
radikalid. Izoformy kataldzy se 1i8i nejen ve zplsobu aktivace ale i lokalizaci. CAT1 a
CAT2 izoforma se nachazi prevazné v déloznich listech, rizici rostliny a v SeSulich.
Nizka exprese CAT1 je typicka pro pravé listy a koteny. Pro CATS3 je typicka exprese
ve stonku a kofenech. Hlavni funkce izoformy CAT] je odstranéni RKR vytvofenych
vlivem riznych enviromentdlnich stresi. CAT2 izoforma je aktivovdna stresem
vyvolanym ze sucha nebo nizké teploty a aktivita CAT3 stoupa ve spojeni nejen
se zvySenou koncetraci RKR, zpiisobenou starnutim rostliny, ale také s pfitomnosti

kyseliny abscisové (Du et al., 2008).
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Askorbat glutationovy cyklus

Vyznamnym mechanizmem odbouravani H,0, je tzv. askorbat glutationovy cyklus.
Jeho hlavnimi slozkami jsou neenzymatické komponenty jako askorbat a glutation, ale
také enzymy jako askorbat peroxidaza (APX) a glutation peroxidaza (GPX) (Apel and
Hirt, 2004).

Askorbat-glutathionovy cyklus je sled reakci, ve kterych dochazi k regeneraci
askorbatu a glutathionu, které maji vliv na udrzeni redoxni homeostazy bunék rostlin
(Gara et al., 2003). Prvnim enzymem této drahy je APX, ktera odbourava H,0,
oxidaci askorbatu na monodehydroaskorbat. Monodehydroaskorbat je pomoci
NADPH (ptfes monodehydroaskorbat reduktazu) redukovan na askorbat. K obnové
monodehydroaskorbatu na monodehydroaskorbat reduktazu dochazi diky redukéni
energii z NADPH. Dehydroaskorbat je redukovan pies glutation na askorbat, reduk¢ni
energie pochazi z enzymu dehydroaskorbat reduktaza. Nakonec je glutation obnoveny
z oxidovaného glutathionu (GSSR) pfes glutation reduktdzu, kterda je aktivovana
NADPH (Noctor and Foyer, 1998; Obrazek ¢. 6). Enzymy askorbat-glutathionového

cyklu hraji roli také v kli¢eni semen, ristu i vyvoji rostlin (Suzuki et al., 2013).
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ASC

H,0, \/ GSSG NADPH
APX GR
MDHAR :
H,O /L ; ; GSH ‘—/\ NADP*
MDHA " NaDP)H
DHA

Obrazek €. 6 — Schéma pfemény H,0, na H,O askorbat-glutathionovym cyklem
(Locato et al., 2013). Vyznam zkratek: APX - Askorbat peroxidaza, ASC — Askorbat,
MDHA — Monodehydroaskorbat, NADPH - Nicotinamid adenin dinukleotid fosfat,
MDHAR - Monodehydroaskorbat reduktaza, DHA - Dehydroaskorbat, GSH —
Glutathion, DHAR - Dehydroaskorbat reduktaza GSSG - Glutathion disulfid, GR -
Glutathion reduktaza

Pro spravnou funkci APX musi byt kyselina L-askorbova Vv organismu bézné
dostupnd. APX hraje kli¢ovou roli v signaliza¢nich drdhach odpovidajici na abioticky

stres (Suzuki et al., 2013).
Glutathion peroxidaza

V rostlinach husenic¢ku se nachazi 8 GPX gent (Passaia et al., 2014). K expresi GPX
gentt dochazi v ptitomnosti oxida¢niho i environmentalniho (zasoleni, sucho, chlad)
stresu (Gao et al., 2014). Tyto geny koduji mnoho izoenzymi s ruznymi
subcelularnimi lokacemi. Pfitomnost glutationu je nezbytnd pro jeho redukéni
vlastnosti. V rostlinach byvaji glutation peroxidazy zavislé na aktivaci glutation
transferazou. GPX ma v bunikach roli pfemény H,0, i ostatnich RKR na vodu a
detoxifikace hydroperoxidi vazanych na lipidy (poSkozeni membran; Edwards a
Dixon, 2009). GPX maji vliv na mnoho fyziologickych procesu rostlin. Funguji jako
soucast obrany proti patogentim i abiotickému stresu a kontroluji bunécny rist (Csiszar

et al., 2012). Vétsina rostlinnych GPX jsou monomérni (Navrot et al., 2006).
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Thioredoxiny a peroxiredoxiny

Peroxidazy mizeme d¢lit do riznych skupin podle toho, jestli maji v aktivnim misté
navazany hem kofaktor (Koua et al., 2009). Mezi peroxidazy bez hemového kofaktoru
se fadi thioredoxiny, peroxiredoxiny i GPX. Tyto skupiny pouzivaji jako donor
elektronu thioly (Kim et al., 1988). Peroxiredoxiny jsou peroxid reduktazy zavislé na
cysteinu (Poole and Nelson, 2016) a tvoti zhruba 1 % vSech proteint v chloroplastech.
Mnoho enzymi v plastidech jsou aktivovany a deaktivovany thioredoxinovym
systétmem. Mezi thioredoxiny se fadi skupina deviti proteinii, seskupenych do Ctyt
klastrii. Mohou interagovat s vice nez 50 proteiny, priduchy, chloroplasty, a zastavaji
nejruznéjsi funkce. V chloroplastech bylo identifikovano 14 proteind, zapojenych

v odpoveédi na oxidac¢ni strses (Peltier et al, 2006).

2.3.4.2 Nenzymatické odbouravani RKR u rostlin

Kyselina askorbova (Vitamin C)

Kyselina askorbova je molekula bézné dostupna Vv riznych tkanich a pletivech a tudiz
je to nejhojnéj$i zplsob neenzymatického odbourani RKR. Vyssi koncentrace
k. askorbové jsou k nalezeni ve fotosyntetizujicich bunkach a meristematickych tkani.
Jeji funkce v chloroplastech spociva v piekonani fotoinhibice, zplsobena silnym
svétlem. Askorbat je nejen vytvafen, ale i regenerovan z oxidovanych forem
v mitochondriich a do chloroplastii je transportovan (Szarka A. et al., 2007).

Transportnim proteinem askorbatu u husenicku je AtPHT4;4 (Miyaji et al., 2014).

Askorbat patfi mezi hlavni redoxni molekuly, je antioxidantem a koenzymem se
stézejni roli pro funkci nékterych metabolickych drah. ASC je povazovan za velmi
dulezitou latku pti odbouravani RKR, a to pro jeji schopnost darovat elektrony
velkému mnozstvi enzymatickych i neenzymatickych reakci (Gill and Tuteja, 2010).
ASC regeneruje ostatni metabolity, souvisejici s oxidaénim stresem, a chrani
katalytickd mista riznych enzymt (hydroxylazy) pfed nevratnym oxida¢nim

poskozenim zptisobenym RKR (Locato et al., 2013).
Glutathion (GSH)

Tripeptid glutathion - yglu-cys-gly je lokalizovany v buné¢nych organelach rostlin
jako endoplazmatické retikulum, cytosol, vakuola, mitochondrie, chloroplasty,

peroxizomy i apoplast (Jimenez et al., 1998). Jeho funkce spociva v regulaci
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transportu sulfatt, detoxifikaci xenobiotik a expresi genti zodpoveédnych za stresové
odpovédi (Mullineaux a Rausch, 2005). K udrzeni redoxni homeostazy bunky je
dilezita rovnovaha mezi GSH a GSSG (Foyer and Noctor, 2005). Glutathion je
V bunice potifebny pro udrzeni jejiho redukovaného stavu a tim reagovat na efekty

indukované RKR (Meyer, 2008).
Prolin

Prolin, kdysi znamy pouze jako osmolyt, je nyni povazovan i za jeden z antioxidantu,
jehoz hlavni funkce je inhibice programované bunééné smrti. Déle prolin stabilizuje
proteiny, je inhbitorem peroxidace lipidt a redukuje hydroxylovy radikal (Trovato et
al., 2008). Bylo zjisténo, ze zvySena akumulace prolinu souvisi se zvySenou toleranci
na rizné abiotické stresy, hlavné zasoleni a stres zpuisobeny suchem (Hare and Cress,
1997). Z téchto poznatki 1ze usoudit, Ze prolin neni jen redoxni signaliza¢ni molekula,

ale také redukuje RKR.
a-tokoferol (Vitamin E)

Tokoferoly jsou povazovany za hlavni antioxidanty v biomembranach. Jsou to
Vtucich rozpustné antioxidanty odstraiujici RKR a lipidové radikdly
(Hollander-Czytko, 2005). V rostlinach jsou lokalizovany v tylakoidnich membranach
chloroplastii. Tokoferoly maji 4 izoformy (-, B-, A-, 8-), Z nichz ma a izoforma
nejvyssi antioxidaéni aktivitu a to diky pfitomnosti tfi metylovanych skupin ve

struktute molekuly (Kamal-Eldin and Appelqgvist, 1996).
Karotenoidy

Karotenoidy jsou pigmenty nachazejici se v rostlinach i mikroorganismech. V ptirodé
se nachazi vice nez 600 izoforem karotenoidi. Jsou to latky rozpustné v tucich a
v rostlinach maji monoho funkei, véetné zvysSeni tolerance oxidac¢niho stresu (Gill and
Tuteja, 2010). Rostliny maji n€kolik mechanizmt jak se vypofadat s prebytkem
energie ve fotosyntetickych membranach. Ve vSech fotosyntetizujicich organismech,
karotenoidy, zeaxantin a tokoferol maji fotoprotektivni roli. Zplsobuji rozptyleni a
pfeménu piebytecné energie na teplo nebo odstranéni vzniklych RKR a potlaceni

peroxidace lipida (Sieferman-Harms, 1987).
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Material

3.1.1 Biologicky material

Jako rostlinny material byly pouZity rostliny husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana)
ekotyp Col-0 a mutantni rostliny mpk3-1. Jedna se o T-DNA inzer¢niho mutanta
z kolekce SALK (SALK _151594; Carey et al., 2008), pficemz inzerce se nachazi na

patém exonu (ze Sesti).

3.1.2 Chemikalie

Tabulka €. 1: Seznam pouzitych chemikalii

Nazev chemikalie Dodavatel
2-merkaptoethanol Sigma Aldrich
40% akrylamid/bis-akrylamid, 37,5:1?? Bio-Rad
kyselina askorbova Sigma Aldrich
Tris Sigma Aldrich
Blotting-grade blocker (odtu¢néné mléko) Bio-Rad
Clarity ECL Western Blotting substrate Bio-Rad
Coomassie protein assay reagent Sigma Aldrich
Coomasie Brilliant Blue g250 Sigma Aldrich
dithiothreitol (DTT) Sigma Aldrich
dodecyl sulfat sodny (SDS) Sigma Aldrich
ethanol Sigma Aldrich
ferykianid (K5[Fe(CN)4]) Sigma Aldrich
ferchlorid (FeCls). Sigma Aldrich
glycin Sigma Aldrich
hovézi sérovy albumin (BSA) Sigma Aldrich
kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) Sigma Aldrich
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Laemmli pufr Bio-Rad
methanol Sigma Aldrich
Murashige & Skoog medium bez vitamint Duchefa
Nitroblue tetrazolium chlorid (NBT) Sigma Aldrich
peroxid vodiku Sigma Aldrich
paraquat (methyl viologen) Sigma Aldrich
Peroxysiran amonny (APS) Sigma Aldrich
phytagel Sigma Aldrich
Ponceau S Sigma Aldrich
riboflavin Applichem
sacharosa Sigma Aldrich
tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma Aldrich
Tris HCI Sigma Aldrich
Tween-20 Sigma Aldrich
3.1.3 Pristroje
Tabulka ¢&. 2: Seznam pouzitych piistroju
Nazev pristroje Dodavatel
Aparatura pro SDS PAGE Mini Protean Tetra Bio-Rad
Cell
ChemiDoc MP - Imaging system Bio-Rad
MR-12 Rocker-Shaker Biosan

pH elektroda (PC 2700)

Eutech Instruments

Analytické vahy (XA 110/2X) Radwaag

Digestot, flowbox Merci

Fluorescencni binokuldrni stereomikroskop .
Leica

(Leica M165FC)

Centrifuga (Allegra 64R)

Beckman Coulter

Spektrofotometr (DU 730 lifescience)

Beckman Coulter

Imagescanner 111

GE Healthcare
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3.2 Metody

3.2.1 Priprava rostlinného materialu

Semena rostlin husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana) ekotyp Columbia-0 (Col-0)
a mutanta mpk3-1 byla vysterilizovana ethanolem ve sterilnim prostiedi (sterilni box)
podle nasledujiciho protokolu: semena byla 5 minut promyvana v roztoku
70% ethanolu, nasledné 3 minuty vV 96% ethanolu a 5 krat promyta sterilni vodou.
Sterilni semena byla vysusena V sterilnim boxu na sterilnim filtraénim papiru a sucha
sterilni semena byla skladovana v Petriho misce zabezpecené parafilmem pii 4 °C. Pro
kultivaci sterilnich semen a vyzivu néslednych rostlin bylo pouzito tuhé 2 MS

(Murashige a Skoog, 1962) médium (pH 5,8; Tabulka ¢. 3).

Vsechny analyzy byly provedeny ve tfech biologickych replikach. Rozdily mezi
rostlinami (vzroky) byly vyhodnoceny statisticky pomoci Studentova t testu, pii

hlading vyznamnosti p je mensi jako 0,05.

Tabulka ¢ 3. : Slozeni 2 MS média (Murashige a Skoog, 1962).

Sachar6za 10 g.It
MS médium bez

o 2,15 g.I'
vitamind
Phytagel 8g.lt

Médium bylo sterilizovano autoklavovanim. Sterilni médium bylo v sterilnim boxu
rozlito do sterilnich ¢tvercovych Petriho misek (pfiblizné 50-60 ml média na jednu
misku). Na jednu Petriho misku s tuhym médiem bylo nasazeno pomoci sterilniho
paratka do jedné fady 20 semen, pfiblizn€ 2 cm od horniho okraje. Vysazena semena
byla inkubovana minimalné 24 hodin pii 4 °C pro stratifikaci. Nasledovné byla semena
vertikaln¢ inkubovana ve fytotronu, 13 dni pfi fotoperiodé 16/8, 70% vlhkosti a
intenzité svétla 62,6 uM.m2.s. Osvétleni bylo zapezpeéeno pomoci fluorescenénich
trubicovych zativek Philips master TL-D 36W/840. Svételné spektrum emitované

témito zatfivkami je zndzornéno na Obrazku €. 7.
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Obrazek €. 7 — svételné spektrum emitované zafivkami osvétlujici rostliny husenicku
v pribéhu kultivace  (https://www.lampbelgie.be/en/philips-master-tl-d-36w-840-
97cm.html)

Pfi inkubaci rostlin ve fytotronu byly praktikovany 2 zptsoby péstovani — kultivace
s uplnym osvétlenim kotent a se zastinénymi kotfeny. V systému s osvétlenymi kofeny
byly celé rostliny, véetné kotenti, na Petriho misce postavené vertikdlné vystaveny
svétlu z vrchu. V systému se zastinénymi kotfeny byla Petriho miska vlozena do
¢erného obalu tak, aby zlstaly nadzemni organy zvrchu osvétlené. Diky tomu bylo

castecné zabranéno osvétleni kotent a tak doslo k simulaci pfirozenych podminek.

Selekce pozitivnich mutantnich rostlin probihala ve 2 krocich na zéklad€ fenotypii
pomoci binokularnho mikroskopu. Po 4-5 dnech kultivace je mozné pod binokularnim
mikroskopem pozorovat odlisny fenotyp kofen mutantnich rostlin: mpk3-1 mutantni
rostliny maji oproti rostliné ekotypu Col-0 ektopické kofenové vlasky a mensi
vzdalenost kotenové Spicky od prvniho vyvijejiciho se kotenovho vlasku. Pozdéji, na
plné vyvinutych pravych listech, je mozné pozorovat odlisny fenotyp trichomu - u
mutantnich rostlin se vyskytuji trichomy s vice nez tfemi vétvemi (Zapletalova et al,

nepublikované data). Negativni rostliny nebyly zahrnuty do analyz.

Rostliny ve véku 13 dni byly odebrany pro biochemické analyzy. Pro fenotypovou
analyzu byly rostliny dokumentovany vzdy 1x denné po dobu 10 dni, od 3. do 13. dne
od vysazeni semen. Pozorovali jsme délku primarniho kofene a pocet postrannich
kotenil s délkou v rozmezi 1-5 mm, 6-10 mm, 11-15 mm a vic nez 15 mm. Tyto
pozorovani byly provedeny pies piistoj a software Imagescanner Il firmy GE

Healthcare. Pro vyhodnocovani ziskanych dat byl pouzit program Imagel.
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3.2.2 Extrakce proteini pro nativni elektroforézu
Pro biochemické analyzy byly pouzity celé rostliny, které byly okamzité
homogenizovany tekutym dusikem v tfeci misce na jemny homogenat. Homogenat byl

skladovan pii -80 °C az do zpracovani.

K 8 homogenizovanym rostlinam (do jedné mikrozkumavky) bylo pfiddno ptiblizné
300 pl Na-fosfatového extrakéniho pufru (50 mmoll™t, pH 7,8) sobsahem
2 mmol.I"! kyseliny askorbové, 2 mmol.I"* EDTA a 10 % glycerolu.

Se vSemi vzorky bylo manipulovano tak, aby jejich teplota nepiekrocila 4 °C - pro
zabranéni denaturace. Po kratké inkubaci (15 minut) a pribézném vortexovani
homogenizovanych rostlin s extrakénim roztokem byly vzorky zcentrifugovany 20
minut pii 4 °C a 13000 g. Supernatant byl ptepipetovan do ¢isté mikrozkumavky a byl

pouzit pro biochemické analyzy.

3.2.3 Méreni obsahu bilkovin

Pro méfeni obsahu bilkovin v extraktech byla pouzita metoda podle Bradforda
(Bradford, 1967). Reak¢ni smés byla piipravena z 89 pl destlilované vody, 10 pl
desetinasobné koncentrovaného Bradfordova cinidla (Coomassie protein assay
reagent; Sigma Aldrich) a 1 ul extraktu. Pro eliminaci nespecifického signalu byl
spektrofotometr vynulovdn méfenim stejné reakéni smési, pficemz byl vzorek
nahrazen extrakénim roztokem. Absorbance byla po 10 minutové inkubaci pfi
laboratorni teplot¢ méfena pii 595 nm a obsah bilkovin byl vypocitan pomoci

kalibra¢ni kfivky zhotovené na zaklad¢ hovéziho sérového albuminu jako standardu.

3.2.4 Nativni polyakrylamidova elektroforéza

Pii nativni elektroforéze dochdzi k separaci proteini podle molekulové hmotnosti a
naboje V nativnim stavu. Byl pfipraven 10 % d¢lici nativni polyakrylamidovy gel
(Tabulka ¢. 4) s rozméry 90 mm (d) x 70 mm (v) X 1 mm (h), na ktery byl nanesen 4%
nativni zaostfovaci gel (Tabulka ¢. 5). Elektroforéza probihala pfiblizné 2 hodiny
v 800 ml elektroforetickém pufru pro nativni elektroforézu (Tabulka €. 6) pti 4 °C pii

konstantnich 10 mA/gel.
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Tabulka €. 4: Chemické slozeni 10% nativniho separa¢niho gelu

Slozka Objem
Destilovana voda 4 950 pl
1,5mol.17* Tris-HCI, pH 8,8 2500 pl
40% akrylamid/bis-akrylamid 2500 ul
10% APS 50 pl
TEMED (0,3%) 5 ul
Celkovy objem (2 gely) 10,005 ml

Tabulka €. 5: Chemicé slozeni 4% zaostfovaciho gelu

Slozka Objem

Destilovana voda 3230 ul
0,5mmol.1"! Tris-HCI, pH 6,8 1260 pul
40% akrylamid/bis-akrylamid 500 ul

10% APS 25 ul
TEMED (0,3%) 5ul
Celkové mnozZstvi (2 gely) 5,02 ml

Tabulka ¢. 6: Elektroforeticky pufr

Slozka Navazka
Tris (25mmol.1"1) 3,03¢g
Glycin (192mmol.I"?1) 14,419
Celkové mnozstvi chemikalii Objem-11

3.2.4.1 Specifické barveni aktivity katalazy na nativnich
polyakrylamidovych gelech

V ramci jednoho vzorku bylo naneseno 10 pg proteini na gel. Po ukonceni
elektroforézy byl gel promyty tiikrat po 5 minutach v destilovné vod¢ a nasledné
inkubovan v 0,006% roztoku H,0, Vv destilované vodé. Po 10 minutach v roztoku

H,0, byl gel promyt v destilované vod¢ a inkubovan v roztoku 2% ferikyanidu
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(K3[Fe(CN)4]) a 2% ferichloridu (FeCls). Inkubace probihala ptiblizné 10 minut, dokud
se na gelu neobjevil svétly signal na tmavém pozadi. Dokumentace probihala na zafizeni

Chemidoc (Bio-Rad).

3.2.4.2 Specifické barveni aktivity aktivity superoxiddismutasy

Na gel bylo naneseno 30 pg proteint na vzorek. Po ukonceni elektroforézy byl gel
inkubovan 15 minut v 50 mmol.l"Na fosfatovém pufru (pH 7,8). Po inkubaci byl gel
vlozen na 20 minut do 50 mmol.I"! Na-fosfatového pufru (pH 7,8) s ptidavkem 0,5
mmol.l™1 NBT (nitroblue tetrazolium chlorid). Inkubace probihala bez pfistupu
svétla. Nasledna inkubace probéhla 20 minut ve tmé, V roztoku skladajiciho se z
50mM Na-fosfatového pufru (pH 7,8), riboflavinu (8 mmol.1™1, rozpustén v 96%
ethanolu), 0,3% TEMED (tetramehylethylendiamin) a 5 mmol.l=1 EDTA (kyselina
ethylendiamintetraoctovod). Poté byl gel vystaven svétlu nejméné na 15 minut, a

svétly signal na tmavém pozadi byl dokumentovan na zatizeni Chemidoc (Bio-Rad).

3.2.5 Kontrola mnozZstvi proteinii nanesenych na gel

Pro spravné porovnani enzymatické aktivity ve vzorcich je nutné zabezpecit, aby bylo
na gel naneseno stejné mnozstvi bilkovin pro kazdy vzorek. Pro kontrolu mnozstvi
proteinii nanesenych na gel jsme extrakty denaturovali pfidanim 4 nasobné
koncentrovaného Laemmliho pufru (v objemu odpovidajicimu 1/3 objemu vzorku;
Slozeni je uvedeno v tabulce ¢. 8) a 2-merkaptoethanol ve finalni koncentraci 5%
(VIV). Vzorky byly povafeny 5 minut pti 95 °C a nasledné centrifugovany 10 minut,
pii 15 °C a 13 000 g. Na gel byly naneseny supernatanty s obsahem 10 pg proteind
(podle vysledkd méteni metodou podle Bradforda v ¢asti 3.2.3). Separace probihala
na 12% délicim denaturujicim polaykrylamidovém gelu (Slozeni je uvedeno Vv tabulce
¢. 7) a 4% zaostfovacim gelu (sloZeni je uvedeno v tabulce ¢. 5). Elektroforéza
probihala v elektroforetickém pufru (tabulka ¢. 6) spiidavkem 1% SDS, pfi
konstantnich 180 V pii laboratorni teploté. Gely byly barveny barvivem Colloidal

Coomassie Blue (Bio-Rad). Dokumentace probihala na zatizeni Chemidoc (Bio-Rad).
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Tabulka €. 7: Chemické slozeni 12% nativniho separa¢niho gelu

Slozka Objem
Destilovana voda 4450 pl
1,5mol.171 Tris-HCI, pH 8,8 2500 pl
40% akrylamid/bis-akrylamid 3000 pl
10% APS 50 pl
TEMED (0,3%) 5 ul
Celkovy objem (2 gely) 10,005 ml

Tabulka €. 8: Slozeni ¢tyfnasobné koncentrovanélo Laemmli pufru

Slozka Objem/Navazka
250 mol.1"1 Tris pH 6.8 2.4 ml

SDS (finélni koncentrace 8 % 089

(Wiv))

10% glycerol 4 ml
bromofenolova modf (finalni

koncentrace 0,4 % (w/v)) 4mo
2-mercaptoethanol 0,5ml

MilliQ destilované vody 3,1ml

Celkovy objem 10 ml
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4 VYSLEDKY

4.1 Fenotypova analyza mutanta husenicku mpk3-1 v raznych
podminkach osvétleni korent

Jednim z cili této bakalarské prace bylo zjistit vliv deficience MPKS3 na rust kofene
ve dvou odlisnych podminkach osvétleni kofenti. K tomuto experimentu byly pouzity

rostliny mutanta husenicku mpk3-1 a rostliny divokého typu Col-0.

4.1.1 Délka primarniho korene

Zjistili jsme, ze primarni kofeny mutanti mpk3-1 maji v obou kultiva¢nich
podminkach krat$i primarni kofeny v porovnani s divokym typem (Obrazek ¢&. 8).
Zastinéni kofenu ma vliv na prodluzovani primarniho kofene u obou linii (Obrazek ¢.
8). Rostliny vystavené osvétleni maji kratsi primarni kofen nez ty, které rostly s koteny
zastinénymi, pficemz inhibice ristu vyvolané osvétlenim kotenti bylo vétsi u divokého
typu v porovnani s mutantem. Rozdily mezi liniemi se nejvice projevovaly po sedmém

dni kultivace, pfi¢emz nejvyraznéjsi byly ve 13. den kultivace (Graf ¢. 1).

Statisticka analyza byla provedena pomoci Studentova t testu pti hladiné vyznamnosti
0.05 (n=3) a prokazala statisticky vyznamné rozdily mezi délkou primarnich kofend
osvétlenych a zastinenych rostlin u obou linii. Pro tuto analyzu byla pouzita data z 3.
az 13. dne kultivace, abychom zjistili hodnotu prodlouZeni kotene za 10 dni. Rozdily
byly statisticky vyznamné taky pro porovnani osvétlenych kotenti divokého typu

s mutantem. Stejné tomu bylo taky pfi zastinénych kotenech (Tabulka ¢. 9).
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Graf ¢ 1: Délky primarnich kofend husenicku ekotyp Col-0 a mpk3-1 mutanta

Vsystému se zastinénymi a osvétlenymi kofeny. Chybové usecky piedstavuji

standardni odchylky (n=3).

Tabulka €. 9: Statistické porovnani délky primarnich kofenti 13 dennich rostlin

divokého typu Col-0 a mutanti mpk3-1 rostoucich se zastinénymi a osvétlenymi

koteny. Hodnoty v tabulce pfedstavuji hodnoty P Studentova t testu (n=3) pii hladiné

vyznamnosti p <0,05. Za statisticky vyznamny je rozdil povazovan pii hodnoté

P<0.05. Zastin. k. = zastinéné koteny; Osvétl. k. = osvétlené koteny.

Col 0 Osvétl. k. |Col 0 Zastin. k.

mpk3-1 Osvétl. k.

mpk3-1 Zastin. k.

0,0332

0,0646

Col 0 Osvétl. k.
Col 0 Zastin. k.
mpk3-1 Osvétl. k. 0,0332 0,0276
mpk3-1 Zastin. k. 0,0646 0,0096

0,0276

0,0096
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Col 0 mpk3-1

Osvétlené k. Zastinéné k. Osvétlené k. Zastinéné k.

Obriazek ¢. 8: Reprezentativni obrazky rostlin divokého typu (Col-0) a mutanta
mpk3-1 rostoucich pii ruznych zpusobech osvétleni kotfene. Obrazky byly

dokumentovany ve 13. den kultivace. (k= kofeny). Méfitko piedstavuje 1 cm.

4.1.2 Délka postrannich kofenii

Pozorovali jsme také vliv osvétleni kofend na délku postrannich kofenti rostlin
divokého typu Col-0 a mutanta mpk3-1. Vyhodnoceni byla vzdy provedena ve 13. den
rastu rostlin. Ve 13. den kultivace jsme kvantitativné vyhodnocovali pocet postrannich
kofent s délkou v rozmezi 1-5 mm, 6-10 mm, 11-15 mm a vic nez 15 mm. Zjistili
jsme, ze mutantni rostliny mpk3-1 maji mén¢ postrannich kofent o kratSich délkach
(1-5 mm a 6-10 mm) nez kontrolni rostliny Col-0 (Graf ¢. 2). V mpk3-1 rostlinach
dochazi k ¢astecné inhibici tvorby postrannich kofentl, v porovnani s Col-0. V piipadé
delSich postrannich koteni (11-15 mm a vic nez 15 mm) se tato odliSnost neprojevila
a pocet kotentli se vyznamné nelisil. Pfi porovnani systému kultivace, jsme zjistili, Ze
rostliny obou linii kultivovanych v systému s plné zastinenymi koteny (Graf €. 2 - B),
maji pocet postrannich kofenli mirn€ zvySeny, V porovnani kultivace rostlin s plné

osvétlenymi koteny (Graf ¢. 2 - A).

43



Osvétlené kofeny

30

2 25
>8
2 20
S
= 15
C
S 10 {
5
2 I
2 5
3 m!  m
i<
a 0 -

s 1-5mm 6-10 mm 11-15 mm 15+ mm

HCol0 m mpk3-1
Zastinéné koreny

30
a3 25
c
)E
S 20
S
= 15 }
c
©
% 10 I
Q
: i &
-
a
0
g, 1 L

1-5mm 6-10 mm 1i15 mm f5+ mm

B Col0 ®mmpk3-1

Graf ¢ 2: Vyhodnoceni délky postrannich kofend u rostlin kultivovanych
S osvétlenymi a zastinénymi kofeny. A — pocet postrannich kofenti, méfenych ve 13.
den kultivace, divokého typu Col-0 a mutanta mpk3-1 v systému s osvétlenymi
koteny; B - pocet postrannich kotentli, méfenych ve 13. den kultivace divokého typu

Col-0 a mutanta mpk3-1 kultivovanych v systému se zastinénymi kofeny
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42 VIiv raznych Kkultivaénich podminek na  aktivitu

superoxiddismutasy a katalazy u Col-0 a mutanta mpk3-1

4.2.1 Superoxiddismutasa

Specifické barveni aktivity SOD na nativnich gelech umoziuje rozliSit aktivitu
MnSOD, FeSOD a Cu-ZnSOD (Obrazek ¢. 9) v podob¢ jednoho pasu pro MnSOD,
jednoho pésu pro FeSOD (zahriuje 3 izoformy FeSODI1, FeSOD2 a FeSOD3) a dvou
past pro Cu-ZnSOD (Cu-ZnSOD1 a Cu-ZnSOD2; Takac et al., 2014).

Pfi pozorovani aktivity SOD, jsme zjstili, ze celkova aktivita SOD (celkova denzita
bandt v draze na gelu) je v celych rostlinach siln¢ zavisla na svételnych podminkach
kofeni u obou linii. Jak MnSOD a FeSOD, tak i CuZnSOD maji v systému s plné
osvétlenymi kofeny vyssi aktivitu nez pii zastinénych kotenech (Obrazek ¢. 9). Mutant
mpk3-1 vykazuje zvySenou aktivitu vSech izoforem pii kultivaci se zastinénymi
kofeny, pficemz nejvice je zvysena aktivita Cu-ZnSOD. Pfi plném osvétleni kofent
jsme mezi divokym typem a mpk3-1 mutantem zaznamenali mirny pokles v aktivité
vsech izoforem SOD (Obrazek €. 9).
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vzorky pochazejicich z rostlin divokého typu Col-0 a mutanta mpk3-1 kultivovanych
s osvétlenymi a zastinénymi kofeny. A — aktivita SOD v nativnim polyakrylamidovém
gelu; B — graf (pramér ze dvou nativnich gell jedné biologické repliky) znazoriujici
pramérnou denzitu prouzkt odpovidajici izoformam SOD; C — vizualizace proteinti
(ze vzorkd pouzitych pro aktivitu SOD) na polykrylamidovém gelu - kontrola
mnozstvi proteinil ve vzorcich. (Zast. k. = zastinéné koteny; Osvétl. k. = osvétlené

koteny; Rm = vysledny reten¢ni faktor)

4.2.2 Katalaza

Pomoci nativni polykrylamidové elektroforézy jsme detekovali jeden izozym katalazy
s Rm-0.08 (Obrazek ¢. 10), ktery zahrnuje vSechny tii jeji izoformy (Takac et al.,
2016). Zjistili jsme jenom velmi malé rozdily (Obrazek ¢. 10, B) mezi rostlinami se
zastinemymi a osvétlenymi kofeny. Aktivita katalazy byla mirné zvySena v mpk3-1

mutantu v porovnani s Col-0 v obou podminkach kultivace (Obrazek ¢. 10).
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Obrazek €. 10: Specifické barveni aktivity CAT na nativnich gelech se vzorky
pochazejicich z rostlin divokého typu Col-0 a mutanta mpk3-1 kultivovanych s
osvétlenymi a zastinénymi kofeny. A — aktivita katalazy V nativnim
polyakrylamidovém gelu; B — graf, znazornujici primérnou denzitu prouzki
odpovidajici izoformam katalazy; C — vizualizace proteinti (ze vzorkt pouzitych pro
aktivitu katalazy) na polykrylamidovém gelu - kontrola mnozstvi proteini ve vzorcich.
(Zast. k. = zastinéné kotfeny; Osvétl. k. = osvétlené kofeny; Rm = vysledny retencni
faktor).

4.3 Predikce fosforylace Photl a Phot?2

Pro navrh mozného mechanizmu MAPK zévislé regulace riistu kofenti v odpovédi na
zastinéni jsme se rozhodli zjistit, jestli mohou byt Photl (AT3G45780) nebo Phot2
(AT5G58140) fosforylované MAPK. Predikci fosforylace jsme provadéli pomoci
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programu GPS 3.0 (http://gps.biocuckoo.org/index.php) a databaze PhosPhAt 4.0

(http://phosphat.uni-hohenheim.de/). Vysledky ukazaly, ze Photl a Phot2 obsahuji ve

své aminokyselinové sekvenci aminokyseliny, které mohou byt fosforylované
(Obrazek ¢. 11, 12). V nékolika piipadech byla tato fosforylace také experimentalné
dokazana. Predikce pravdépodobné kinazy pro fosforylaci Photl pomoci GSP3.0
vedla k zjisténi, ze MAPK jsou vysoce pravdépodobnymi kinazami (na zakladé skore)
pro jeji fosforylaci na tfech tyrozinech (Tabulka ¢. 10 a 11). Fosforylace piislusnych
fosfopeptidii nebyla doposud experimentalné dokazana (PhosPhat). MAPK jsou
kandidatnimi MAPK také pro fosforylaci Phot2 (Tabulka ¢. 11), a to na tiech
tyrozinech a jednom serinu. Fosforylace serinu na pozici 9 byla experimentalné
dokazana po vystaveni rostlin pisobeni ABA (k. abscisova) a Photl slouzi jako
substrat pro Sacharézu nefermentujici protein kindzu 2s (SnRK2s), coz je hlavni
komponent pro signani drahu abscisové kyseliny (Wang et al., 2013). Fosforlace na
S9 byla také potvrzena pii zkoumani fosfoproteomu chloroplastd (Reiland et al.,
2009). Experimentalni dtikazy také existuji pro fosforylaci tyrozinu na pozicich 303 a

305 v husenicku (Roitinger et al., 2015).
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Arabidopsis thaliana

AT3G45780.1

PHOT1, NPH1, JK224, RPT1; phototropin 1
30.30.1.1 signaling.kinase.cytoplasmatic kinase.AGC

AT3G45780.1 - PHOT1, NPH1, 1K224, RPT1; phototropin 1
AT5G58140.1 - PHOT2, NPL1; phototropin 2

22324 2526 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50

Obrazek €. 11: Aminokyselinova sekvence Fototropinu 1 s vyznaCenymi misty

pravdépodobné  fosforylace, provedena v programu PhosPhAt 4.0 -
http://phosphat.uni-hohenheim.de

Arabidopsis thaliana

AT5G58140.1

PHOT2, NPL1; phototropin 2

30.30.1.1 signaling.kinase.cytoplasmatic kinase. AGC

AT1G25490.1 - RCN1, REGA, ATB BETA BETA, EER1; ARM repeat superfamily protein
AT3G45780.1 - PHOT1, NPH1, JK224, RPT1; phototropin 1
ATSGR8140 1 - PHOT? NP1 1- nhntntronin 2

Obrazek ¢. 12: Aminokyselinova sekvence Fototropinu 2 s vyznaCenymi misty
pravdépodobné  fosforylace, provedenda v programu PhosPhAt 4.0 -
http://phosphat.uni-hohenheim.de
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Tabulka ¢. 10: Predikce pravdépodobné kinazy pro fosforylaci Fototropinu 1

s fosforylaci na serinu (S) nebo tyrosinu (T), ktera byla provedena pomoci GPS 3.0

(http://gps.biocuckoo.org/index.php)

Pozice
851
851
621
970
838
851
410
287

Kod

w unu unu| 4 4|4 un @ un

Kinaza
Atypical/PDHK
AGC/PDK1
CMGC/MAPK
CMGC/MAPK
CMGC/MAPK
STE
CAMK/CAMKL
Other/PEK

Peptid
EPMRASNSFVGTEEY
EPMRASNSFVGTEEY

ELPDANMTPEDLWAN
TNPPELETPIFSGEA
KQQKSQQTPIFMAEP
EPMRASNSFVGTEEY
EKKSRKSSLSFMGIK
IAPIKDESGKVLKFI

Skore
56.833
45.463
39.111

36.48
35.802
20.855
19.756

15

Prah
3.075
2.257

35.046
35.046
35.046

1.285
8.942

9.43

Tabulka ¢. 11: Predikce pravdépodobné kinazy pro fosforylaci Fototropinu 2

s fosforylaci na serinu (S), tyrosinu (T) nebo threonin (Y), ktera byla provedena

pomoci GPS 3.0 (http://gps.biocuckoo.org/index.php)

Pozice
763
730
763
217

9
305
303
106
763
313
105
504
368
763
106

16
763
394
799

Kod

< n nHun vu . nu unu ununu unun un un 49 49 un 4 unun 4 uwn

Kinaza
Atypical/PDHK
CMGC/MAPK
AGC/PDK1
CMGC/MAPK
CMGC/MAPK
CMGC/MAPK
CMGC/MAPK
CAMK/CAMKL
STE
Other/PEK
CMGC/CK2
CAMK/CAMKL
CMGC/CK2
CAMK/CAMKL
CMGC/CK2
CK1/CK1
STE/STE-Unique
TK
Other/WEE
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Peptid
EPSTQSNSFVGTEEY
LSFMTTCTPQLIIPA
EPSTQSNSFVGTEEY
FWNLLTVTPIKDDQG
ERPRAPPSPLNDAES
PDSSTTPTPGRQTRQ
VKPDSSTTPTPGRQT
KNMSRRSSEESTSSE
EPSTQSNSFVGTEEY
PGRQTRQSDEASKSF
SKNMSRRSSEESTSS
EPLQNRLSERTEMQS
QRDSWDLSDRERDIR
EPSTQSNSFVGTEEY
KNMSRRSSEESTSSE
SPLNDAESLSERRSL
EPSTQSNSFVGTEEY
IEKNFVISDPRLPDN
ILLYEMLYGRTPFRG

Skore

59.405
46.705
45.593
45.101
45.086
41.661
37.769
23.419
22.912

17.5
14.853
13.664
13.61
12.917
12.548
12.377
12.143
12
12

Prah
3.075
35.046
2.257
35.046
35.046
35.046
35.046
8.942
1.285
9.43
9.894
8.942
9.894
8.942
9.894
6.263
7.543
11.092
12
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5 DISKUZE

Fenotypové analyzy ukazaly, ze chybéjici exprese MPK3 v mpk3-1 mutantu husenicku
vede ke snizeni délky primarniho kofene a také k mirnému sniZeni poctu postrannich
kotfenli v porovnani s divokym typem. Je znamo, ze MAPK maji dilezitou roli ve
vyvoji rostlin (Komis et al., 2018). Zasadnim zplisobem ovliviiuji déleni a
prodluzovani bunék a to se déje pres regulaci mikrotubularniho cytoskeletu fosforylaci
regulaénich proteini jako MAP65-1 (Beck et al., 2010 a 2011). MPK3 pokryvaji
Vv buiice celou skalu funkci. Jednd se napiiklad o vyvoj vajicek rostlin a rostlinnych
rozmnozovacich organtt (Wang et al., 2008), udrzeni redoxni homeostazy (Nakagami
et al., 2006), poddili se na regulaci morfologie listi u husenic¢ku (Jia et al., 2016),
otevirani a zavirani praduchti v odpovédi na ABA a H,0, (viz kapitola 2.2.3). Nase
vysledky poukazuji na moznou roli MPK3 v prodluzovéni a déleni kofenovych bune¢k,

pticemz fenotypové se tento efekt neprojevuje do takové miry, jako u mutanti mpk4

(Beck et al., 2010) a mpk6-2 (Miiller et al., 2010).

Zjistili jsme, Ze zastinéni kofenti ma viditelny vliv na fenotyp kotfene husenicku.
Osvétleni celych rostlin zptsobilo, Vv porovnani s kultivaci se zastinénymi koteny,
zpomaleni rdstu primarnich kofenti a mirné zvyseni poétu postrannich kotenti. Nase
vysledky se shoduji s Xu et al., (2011) kde pouzili podobny systém kultivace rostlin
husenicku ekotypu Col-0. Pozorovali del$i primarni koteny rostlin, které rostly se
zastinénymi kofeny. Dale hustota a dalka postrannich kofent byla vyssi v systému

s kofeny osvétlenymi.

Nase vysledky dokazuji, Ze riist primarniho kofene a tvorba postrannich kotfent jsou
citlivé na osvétleni kofenti, coz je patrné zpisobeno fotoreceptory. Vnimani svétla
fotoreceptory ma negativni vliv na délku primarniho kofene a pozitivni vliv na tvorbu
postrannich kofenti. Tyto efekty pfipominaji fenotyp rostlin s poSkozenych auxinovym
transportem (Blilou et al., 2005), coz je v souladu s dfive publikovanymi vysledky
(Marchant et al., 1999). Z hlediska tropizmu kotene, véetné fototropizmu, ma osobitou
roli tzv. pfechodnd zona kofene, kterd se vyznacuje specifickyou dynamikou a
organizaci cytoskeletalnich struktur. Tato zona je také diilezitd pro morfogenezi a
prodluzovani bunék (BaluSka and Mancuso, 2013). Je znamo, ze PHOT1 je nejvic
exprimovan praveé v prechodné zoné€, kde mé roli ve vniméni modrého svétla (Wang

et al, 2008). V nedavné studii bylo publikovano, Ze reorientace mikrotubult
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v podminkach modrého svétla je kontrolovana PHOT1, ktery reguluje mikrotubuly
stépici protein KATANIN1 (Lindeboom et al., 2013). Je proto mozné, ze podobny
mechanizmus nastava také po osvétleni kofenl, kdy aktivace Photl zpusobuje

reorientaci mikrotubull a nasledni zpomaleni riistu primarniho kofene.

Zmény v rustu primarniho kofene v zavislosti od jeho osvétleni budou vyslednym
efektem vice faktort. Kryptochromy jsou fotoreceptory ovliviujici rtst rostlin.
Kryptochromy s expresi v jadfe maji inhibi¢ni G¢inek na rist primarnich kotenu (Wu
and Spalding, 2007). Po dopadu svétla na kofeny dojde k absorpci fotonu na N-konec
proteinu, konkrétne flavin vazajici doménu. Dojde ke zmén¢ konformce a protein se

stava aktivnim, coz by mohlo byt vysvétleni, pro€ jsou zastinéné primarni koteny delsi.

Nase vysledky naznacuji, ze urcitou roli v percepci svétla v kofenech miize mit také
MPKS. Inhibice rustu primarniho kotfene uplné osvétlenych rostlin byla vyraznéjsi u
mpk3-1 mutanta v porovnani s divokymm typem. Da se predpokladat, ze MPK3
zesiluje vnimani svétla fotoreceptory na kofenech huseni¢ku. Je zajimavé, ze
transkriptomické udaje (Frei dit Frey et al,. 2014) ukazuji na odliSnou expresi nékolika
gend dulezitych pro vnimani svétla v mutantu mpk3 (v celych semenaccich)
v porovnani s divokymm typem. Tyto geny maji v mutantnich rostlinach sniZenou
nebo nulovou expresi. NPH3 (NON-PHOTOTROPIC HYPOCOTYL 3) a RPT2
(ROOT PHOTOTROPISM 2) jsou proteiny, které maji funkci zprostiedkovavat
fototropizmus PHOT1. RPT2 reguluje fosforylaci NPH3 a je nezbytnou soucasti
fototropizmu (Zhao et al., 2018). Tyto poznatky naznaCuji mozny vztah mezi
fotoreceptorem fototropin a MPK3 v kotenech huseni¢ku. Na zakladé bioinformatické
analyzy fosforylace Photl a Phot2 se da pfedpokladat mozna fosforylace téchto
fotoreceptorit MAPK, ale tuto hypotézu je nutné potvrdit. Také je pravdépodobny
opa¢ny mechanizmus, ¢ili regulace (napiiklad fosforylace) MPK3 pomoci PHOT1.
Podobné dochazi také k fosforylaci jiné kinazy, a to BLUS1 (Takemiya et al., 2013)

Dalsim dulezitym vysledkem naSich experimenttii byla zavislost aktivity SOD v celé
rostlin€ na podminkéch osvétleni kofent. V1iv osvétleni kofenti 1ze pozorovat na v§ech
ttech izoformach antioxida¢niho enzymu SOD. VSechny tfi izoformy maji v systému
S pIn€ osvétlenymi kofeny vyssi aktivitu nez pti zastinénych kotenech. mpk3-1 rostliny
maji zvySenou aktivitu vSech tfi izoforem v ptipad¢ zastinénych kofent, pficemz
nejvice je zvysena aktivita Cu-ZnSOD. Pti plném osvétleni kofentl jsme mezi Col-0 a
mpk3-1 mutantem zaznamenali mirny pokles v aktivité vsech izoforem SOD.
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Zvyseni aktivity téchto eznymi je zpusobeno zcela nefyziologickym osvétlenim
kotentl. V piipadé dopadu svétla na kofeny se rostlina ocitd ve stresové situaci a
dochazi k produkci RKR (Yokawaet al., 2011). K tvorbé RKR staci 10 vtefin osviceni
modrym svétlem. RKR predstavuji velmi dilezitou signalni molekulu pro vnimani
svétla kotfeny (Yokawa et al., 2011). Nase vysledky naznacuji, ze tato zvySena hladina
RKR se odrazi ptredevsim na zvysen¢ aktivité Cu-ZnSOD, coz vede k udrzeni RKR ve
fyziologickych koncentracich. Na druhé stran€, zvySena tvorba RKR miize mit také
podil na pomalejsim rustu Gplné osvétlenych kofent, jako dusledek jejich
poskozujicich ucinka. Je zajimavé, ze osvétleni kofenli nemélo vyraznéjsi efekt na
aktivitu kataldzy, z ¢ehoz se da usoudit, ze existuji jiné mechanizmy, které jsou

zodpovédné za odbouravani H, 0, vzniklého dismutaci superoxidu.

Enzymaticka antioxidacni obrana je z¢asti regulovana MAPK signalizaci, jako to bylo
naptiklad publikovano pro solny stres (Pitzschke et al., 2014), nebo ABA (Zhang et
al., 2014). Podle nasich vysledku je pro regulaci aktivity SOD a zejména Cu-ZnSOD
dalezitd také MPKS3. Zjistily jsme, ze vliv MPK3 na aktivitu SOD je zavisly na
podminkach osvétleni kotenii. Osvétleni kofeni a nasledna aktivace fotoreceptorii

utlmuje negativni vliv MPK3 na Cu-ZnSOD.
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6 ZAVER

V této bakalaiské praci jsme pozorovali vliv osvétleni kofeni na mutantni rostliny
mpk3-1 a kontrolni Col-0 husenic¢ku rolniho, které jsme podrobili fenotypové analyze
kotentll. Pozorovali jsme délku priméarniho kotene a pocet a délku kofentli postrannich.
Déle jsme se se zabyvali vlivem osvétleni kotfentl na aktivitu antioxida¢nich enzymu
superoxiddismutasy a katalazy na tyto rostliny. Také jsme sledovali rozdil v aktivité

téchto enzymi u MAP kinazového mautanta mpk3-1.

Vysledky nasich experimentl ukazuji, ze podminky osvétleni kofenti maji veliky vliv
nejen na fenotyp rostlin, ale také na aktivitu superoxiddzmutasy. Zjistili jsme také, ze
MAPK signalizace piispiva k odpovédi rostlin na osvétleni kofenli a MPK3 v tom
hraje vyznamnou roli. Je nutné provadét dalsi vyzkum pro detailni prozkoumani téchto
jevi, abychom mohli odstranit rozdily, které vznikaji v disledku odlisnych podminek

kultivace.

Podafilo se nam objevit nové poznatky ohledné vlivu osvétleni celych rostlin pfi jejich

kultivaci na aktivitu antioxida¢nich enzymii i fenotyp.

Nase vysledky ukazuji na nutnost co nejpiesnéji napodobovat podninky rastu rostlin

Vv ptirod¢, abychom ptedesli vedlejsim ucinkiim péstovani rostlin in vitro.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABA abscisova kyselina

AHP4 histidine-containing phosphotransmitter 4
ANP arabidopsis NPK1-related kinase 1

AOX alternativni oxidaza

APS peroxysiran amonny

APX askorbat peroxidaza,

ARP2/3-SCAR actin related protein 2/3-actin monomer binding protein complex
ASC askorbat

AtMKK1 mitogen activovana protein Kinaza kinaza 1

ATP adenosintrifosfat

AZI1 lipid transfer protein

BAK1 BRI1-associated kinase 1

BLUS1 blue light signaling 1

bHLH transkrip¢ni faktor

BSA hovézi sérovy albumin

bzIP transkripcni faktor

CAT katalaza

CiB1 kryptochrom — interacting bHLH1
Col-0 ekotyp Columbia 0

COP1 constitutively photomophogenic 1
CRY kryptochrom

DHA dehydroaskorbat

DHAR dehydroaskorbat reduktaza
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DTT

EDTA

E3 PUB22

FAD

FLG22

FLS2

GPX

GR

GSH

GSSG

GTP

HEPES

Hsf

HY5

IAA

LOV

LOX

MAPK

MAPKK

MAPKKK

MDHA

MDHAR

MEKK1

MKP2

dithiotreitol
ethylendiamintetraoctova kyselina
ubiquitin ligaza, ubiquitin-protein transferase activity
flavin adenine dinucleotide
bakterialnih peptidu flagelinu
flagelin sensing 2

glutation peroxidaza
glutathion reduktaza
glutathion

glutathion disulfid

guanosintrifosfat

2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethansulfonova kyselina

transkrip¢ni faktor

elongated hypocotyl 5

indol-3-octova kyselina

lightoxygen-voltage

lipoxygenazy

mitogenem aktivovana protein kindza
mitogenem aktivovana protein kinaza kinaza
mitogenem aktivovana protein kindza kinaza kinaza
monodehydroaskorbat
monodehydroaskorbat reduktaza
mitogen-activated protein kinaza kinaza 1

MAPK fosfataza 2
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MKK5S mitogen aktivovana protein kindza kinaza 5

MKK?7 mitogen-activated protein kinaza kinaza 7
MPK3 mitogenem aktivovana protein kindza 3
MPK4 mitogenem aktivovana protein kindza 4
MPK6 mitogenem aktivovana protein kinaza 6
MS hmotnostni spektrometrie

MYB transkripéni faktor

NADPH nicotinamide adenine dinukleotid fosfat
NBT nitroblue tetrazolium chlorid

NPH3 non-phototropic hypocotyl 3

OXI1 oxidative signal — inducible 1

PA kyselina fosfatidova

PAMP pathogen associated molecular pattern
PHOT fototropin

PHY fytochrome

PIN auxin efflux carrier component

PIRF phytochrome-interacting ROP guanine-nucleotide exchange factor
PKS Phytochrome Kinase Substrate

PS fotosystém

PY1-ME Peroxy-Yellow 1 Methyl Ester

Q10 coenzyme Q-binding protein

RBOH respiratory burst oxidase homologues
RKR reaktivni kyslikové radikaly

ROP rho of Plants
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RPT2

SDS

SnRK2s

SPA

SPL7

SOD

TEMED

TOR

WRKY

YFP

YODA

YUC

root phototropism 2

dodecyl sulfat sodny

Sachar6zu nefermentujici protein kinazu 2s
suppressor of phytochrome A

squamosa promoter binding protein-like 7
superoxiddismutasa
tetramehylethylendiamin

target of rapamycin

transkrip¢ni faktor

zluty fluorescentni protein
mitogen-activated protein kinaza kinaza kinaza YODA

YUCCA protein
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