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CILE PRACE

Teoreticka ¢ast:
1. Piiprava literarni reSerSe na nosné téma mitogenem aktivované protein Kinasy

vV odpovédich modelovych rostlin a plodin na vodni stres.

Experimentalni ¢ast:

1. Preselekce transgennich linii je¢mene odridy Golden Promise se zvySenou
expresi HYMPKS genu a s vyfazenym HVMPKS genem (knockout) pro vlastni
experimenty na zéklad¢é genotypovani rostlin a stanoveni poctu kopii transgend.
K tomuto tucelu budou vyuzity molekuldrni (PCR, Sangerova sekvenace,
Multiplex TagMan qPCR) a genetické metody (statistickd verifikace segregace
transgentl). Dil¢im cilem prace bude také ovérfeni spolehlivosti genotypovani
transgennich rostlin jeémene pomoci in vitro provoka¢niho testu hygromycinové
rezistence.

2. Kondicionélni fenotypovani vybranych transgennich a knockout linii jeCmene
vV podminkach plsobeni vodniho stresu. Kli¢ni rostliny vybranych transgennich
linii je¢mene budou vystaveny nedostatku vody a v ¢asové fad€ bude pozorovana
a vyhodnocena rychlost jejich vadnuti ve srovnani s netransgenni kontrolou. Bude
také analyzovana dynamika ztrdty vody u transgennich a kontrolnich rostlin

pomoci vaZeni rostlin v Casové fad¢ po jejich saturaci vodou.



1 UVOD

Neustalé vystaveni biosféry abiotickym strestiim, jako je napiiklad sucho, extrémni
teploty, ptisobeni tézkych kov1, salinita a dalsi, vede k nerovnovaze v pfirozeném stavu
zivotniho prostiedi. Rostliny se jako imobilni organismy na tyto faktory dokézaly
adaptovat a vytvorit si béhem svého vyvoje mechanismy, které jim umoznuji ptizpisobit
se vn&j$im podminkam a zajistit jim pieziti (Lisar et al., 2012). Diky ptsobeni rozli¢nych
environmentalnich podminek jsou rostliny schopné adaptovat se na zmény
prosttednictvim své fyziologie, ristu a vyvoje. Tyto adaptace zahrnuji rychlou
a dynamickou regulaci enzymatické aktivity a modifikaci programii genové exprese.
Fosforylace a defosforylace proteinil patfi mezi nejcastejsi posttranslacni Gpravy u vSech
organismil. Proteinovou fosforylaci zprosttedkovavaji enzymy kinasy, které jsou typicky
organizovany do signalnich kaskad (Colcombet a Hirt, 2008).

Mitogenem aktivované protein kinasy (MAP kinasy) jsou jedny ze zprostifedkovateld,
které pusobi v rostlindch jako pfenaSeci signalll, pfi¢emz je jejich draha zaloZena na
fosforylaci substratii (Sinha et al., 2011). MAP kinasové moduly jsou evolu¢né vysoce
konzervované, vyskytuji se u vSech eukaryotickych organismii a predstavuji jeden
z nejvyznamngéjsich studovanych signalnich mechanismu u rostlin (Danquah et al., 2014).
Tyto signalni drahy hraji vyznamnou roli v mnoha bunécnych procesech zahrnujicich
bunécné déleni, hormonalni odpovédi, vyvoj, senescenci a odpoveédi na biotické a
abiotické stresy (Asai et al., 2002; Nakagami et al., 2006; Takahashi et al., 2010; Kim et
al., 2011; Danquah et al., 2015; Matsuoka et al., 2015; Xu a Zhang, 2015).

Sucho je nepochybné ve svété jednim z hlavnich abiotickych strest, které ptisobi na
rostliny. Globalni zvySeni teploty a desertifikace pidy vedou ke znaénym ubytkiim
vynost péstovanych plodin. Genetické inZenyrstvi pfinasi i€¢inné a ekonomicky vyhodné
prostfedky, pomoci kterych by se dalo dosahnout zlepSeni tolerance vuéi suchu u
kulturnich rostlin (Ashraf et al., 2010). Pravé modifikace MAP kinasovych drah

predstavuje pro své vlastnosti idealni cile genetické manipulace (Samajova et al., 2013b).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Mitogenem aktivované protein kinasy rostlin

2.1.1 MAPK kaskada a prenos signalu

Mitogenem aktivované protein kinasy (MAP kinasy) funguji na principu pienosu
externiho signalu v bunkéch za ticasti nejméné tii proteinovych kinas: MAPK kinas kinas
(MAP3K/MEKK/MKKK), MAPK kinas (MKK/MEK) a MAPK (MPK), pficemz
k jejich postupné aktivaci dochazi prostfednictvim fosforylace (Ichimura et al., 2002;
Colcombet a Hirt, 2008). MAP3 kinasy a MAP2 kinasy jsou postupné fosforylovany
a aktivovany na serinovych (S) nebo threoninovych (T) residuich. Aktivované MAP2
Kinasy, snavazanym fosforem v misté aktiva¢éni smycky S/T-Xs-s-S/T, dale dvojité
fosforyluji MAP kinasy na specifickém misté vysoce konzervovaného motivu T-X-Y,
tedy v misté threoninu (T) a tyrosinu (Y), (X — symbolizuje jakoukoliv aminokyselinu)
(Hamel et al., 2012). V n&kterych piipadech je soucasti této kaskady i ¢tvrta kinasa
oznacovana jako MAPKKKK (MAP4K), ktera mé za tlohu aktivacit MAP3K (Colcombet
a Hirt, 2008; Keshet a Seger, 2010). Fosforylované MAP kinasy se mohou v buiice podilet
na regulaci riznych specifickych cili. Pokud jsou lokalizovany do jadra, podili se
na modulaci transkrip¢nich faktorti a/nebo jinych proteind, které se uicastni transkripce.
Ovliviuji tak genovou expresi, programovani vyvoje rostlin a/nebo odpovédi na stresové
podminky (Samajova et al., 2013b). Mimo oblast jadra interaguji tyto enzymy napiiklad
s cytoskeletalnimi proteiny (Samajova et al., 2013a) a dal§imi proteinovymi kinasami

(Popescu et al., 2009). Organizace MAPK kaskady je znazornéna na Obr. 1.

2.1.2 Clenéni MAPK rodiny

Obecné byly MAP kinasové rodiny nalezeny u mnoha rostlinnych druhd, ale i u zivo¢ichti
a hub. Védecké studie dokazuji, Ze tyto kaskady plisobi jako velmi konzervované
mechanismy napii¢ mnoha organismy (Colcombet a Hirt, 2008). Jako modelova rostlina
pro studium MAP Kkinasovych drah slouzi obzvlasté Huseni¢ek rolni (Arabidopsis
thaliana), u kterého kompletni znalost jeho genomu odhalila velkou skupinu pfibuznych
kinas: 80 MAP3 kinas, 10 MAP2 kinas a 20 MAP kinas. Podobny soubor gentli se
vyskytuje u rostlinnych druhd, jako je naptiklad ryze (Oryza sativa), topol (Populus sp.)

nebo vinna réva (Vitis vinifera) (Ichimura et al., 2002).
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Obr. 1 Typickda MAPK kaskada (Danquah et al., 2014). MAPKs kaskady jsou obecné
organizovany jako modulové drahy, ve kterych dochazi k postupné aktivaci jednotlivych slozek
prostfednictvim fosforylace (znazornéno Sipkami). Pfichozi enviromentalni signaly se pfenaseji
a prekladaji do posttranslacnich modifikaci cilovych proteind, jako jsou napf. transkripéni
faktory nebo jiné cytosolové proteiny.

V souCasné dob¢ piedstavuje heterogenni skupina MAP3 kinas nejméné
prostudovanou rodinu. U Arabidopsis jsou klasifikovany tfi zakladni podskupiny této
rodiny: MEKK-typ, Raf-typ a ZIK-typ (Colcombet a Hirt, 2008). MEKK-typ je dale
rozd€lovan na 6 dalSich tfid A1-A6. V soucasné dobé jsou do urcité miry funkéné
charakterizovani pouze ¢lenové A1-A4. Mezi A1 se fadi protein MEKK( patfici k nejlépe
prostudované MAP3K u Arabidopsis. Je zapojen do rostlinnych imunitnich reakci (Asai
et al., 2002; Gao et al., 2008; Rodriguez et al., 2010) a do odpovédi na solny a chladovy
stres (Teige et al., 2004). A2 tiida obsahuje tfi proteiny MAPKKKo, MAPKKKYy
a YODA. Negjvice je zndmo o proteinu YODA, ktery hraje roli pfi modelaci stomat
a U bun¢k embryi (Bergmann et al., 2004; Lukowitz et al., 2004; Bush and Krysan, 2007;
Wang et al., 2007). Clenové A3 se podili na cytokinezi (Krysan et al., 2002). Ke tiidé A4
nalezi MAPKKKel a MAPKKKe2 ovliviiujici bunééné déleni (Jouannic et al., 2001)



avyvoj pylovych zrn (Chaiwongsar et al., 2012). Biologické a molekularni funkce
zbylych A5-A6 zlstavaji nezndmé.

MAP2 kinasy u Arabidopsis jsou rozdélovany na 4 podskupiny (A-D). Je znamo,
ze rostlinné MAP2 kinasy nesou obvykle 5 aminokyselin mezi serin/threonin residui
(S/TxxxxxS/T), lisi se tak od sav¢ich MAP2 kinas, které¢ obsahuji ve své aktivaéni smycce
pouze 3 aminokyseliny (S/TxxxS/T) (Ichimura et al., 2002). Z podskupin A jsou znamé
MKK1 a MKK2, kter¢ slouzi jako ,,upstream‘ reguldtory MPK4 a MPK6 pti odpovédi
rostlin na stres (Ichimura et al., 2006; Meszaros et al., 2006; Nakagami et al., 2006;
Suarez-Rodriguez et al., 2007; Gao et al., 2008; Qiu et al., 2008). Jako jediny ¢len
podskupiny B je predstavovana MKK3. Tato kinasa se podili na vyvojovych reakcich
zprostiedkovanych kyselinou jasmonovou (JA) a plsobi pfi obrané proti patogenim
(Doczi et al., 2007; Takahashi et al., 2007). MKK4 a MKKS5 nalezici do skupiny C
pozitivné reguluji odpovédi na PAMPs (pathogen-associated molecular patterns)
a zaroven moduluji nékteré dulezité vyvojové procesy (Kovtun et al., 2000; Asai et al.,
2002; Ren et al., 2002; Bush and Krysan, 2007). Z dalsich rostlinnych druhi byly
analyzovany MAP2 kinasy jako jsou napf. MsSIMKK u vojtésky (Medicago sativa),
NtSIPKK a NtMEK u tabaku (Nicotiana tabacum), ZmMMAPKK1 a ZmMEK 1 u kukufice
(Zea mays) nebo OsMEK 1 a OsMKKI1 u ryze (Oryza sativa) (Ichimura et al., 2002).

MAP kinasy jsou také rozdélovany na zakladé€ strukturalnich motivii a sekvencnich
podobnosti do 4 podskupin (A-D). S vyjimkou ¢lenti nejvzdalenéjsi podskupiny D, ktera
nese v aktivacni smycce fosforylaéni motiv T-D-Y, jsou vSechny ostatni MAP kinasy
(A-C) aktivovany v motivu T-E-Y (Ichimura et al., 2002). K nejlépe prostudovanym
kinasam skupiny (A-C) patii MPK3, MPK4 a MPK6. Podileji se na pfirozené imunité
rostlin (Petersen et al., 2000; Droillard et al., 2004), cytokinesi a organizaci mikrotubuld
(Kosetsu et al., 2010; Beck et al., 2010, 2011; Zeng et al., 2011) nebo jsou spojovany
s abiotickym stresem a ABA (kyselinou abscisovou) (Ichimura et al., 2000;
Droillard et al., 2002, 2004; Ahlfors et al., 2004; Teige et al., 2004; Gudesblat et al.,
2007). U zastupci dalSich rostlin jsou studovany napt. NtWIPK u tabaku, MsSIMK
u vojtésky, OsMAPK2 u ryze nebo ZmMPK4 u kukufice, revidovano v Ichimura et al.,
2002.

2.1.3 Role MAP kinasovych drah u abiotického stresu
MAP kinasové drahy jsou znamé pro svou aktivitu v rostlinném metabolismu béhem

abiotickych strest, jako jsou chlad, zvySena teplota, poranéni, UV zafeni, plisobeni
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t&zkych kovi, zvysena koncentrace soli v ptidé nebo plisobeni ozonu (Samajova et al.,
2013b). U Arabidopsis byl identifikovan MAP kinasovy modul MEKK1-MKK2-
MPK4/MPKB®6, ktery je aktivovan nizkou teplotou a solnym stresem (Teige et al., 2004).
Pii oxidativnim stresu aktivuje H2O3, jako jeden z mnoha piedstavitelt reaktivnich forem
kysliku (ROS), zastupce MPK1 a MPK2 (Ortiz-Masia et al., 2007), MPK3 a MPKG6
(Kovtun et al., 2000), MPK4 (Nakagami et al., 2006) a MPK7 (Doczi et al., 2007).
U ozonu jako dal$iho piedstavitele ROS byla zjisténa spojitost s MAP Kkinasovymi
signalizatnimi drdhami a akumulaci ethylenu, kyseliny jasmonové (JA) a kyseliny
salycilové (SA) (Ahlfors et al., 2004). S pouzitim technologic RNA interference
proumlceni genu se u transgennich rostlin tabdku ukazalo, ze gen NtMPK4 hraje
vyznamnou roli pti odpovédich na poranéni a je zapojeny pravé v procesech tolerance
rostlin vi¢i ozonu (Gomi et al., 2005). Vysoka koncentrace soli, sucho a ABA spousti
aktivaci Raf-typu MAP3K znamé jako DSM1 (drought hypersensitive mutantl) u ryze
(Ning et al., 2010). U Arabidopsis se pifi hyperosmotické reakci aktivuje v rostliné
MKKK?20, ktera nasledné aktivuje MPK6 (Kim et al., 2012). Kromé¢ jiz zminované
MPK6 bylo dale u rostlin Arabidopsis zjiSténo, ze zvySend salinita indukuje aktivaci
MPK4 (Teige et al., 2004). Jako hlavni aktivator téchto kinas ptisobi MKK?2. Pfi testovani
mutantl mkk2 se potvrdilo, ze rostlina s deaktivovanym genem je hypersensitivni vici
soli (Teige et al., 2004). MAP kinasy mohou byt také aktivovany u rostlin pii vysokych
hladinach tézkych kovi. Piikladem jsou geny OSMPK3 a OsMPKG6 u ryze (Yeh et al.,
2007) nebo kinasy SIMK, MMK2, MMK3 a SAMK u vojtésky (Jonak et al., 2004).
MAP kinasové drdhy funguji jako univerzadlni pfevodniky pifi plsobeni mnoha

abiotickych stresii, a proto jsou jedny z nejvice studovanych signaliza¢nich drah u rostlin.

2.2 Vodni stres a MAP kinasové moduly rostlin

Vodni stres muze nastat jako diisledek dvou podminek, bud’ prebytku vody, nebo kvili
jejimu nedostatku. Castéji dochazi k deficitu vody, coZ se oznaluje jako suchy stres
(Mahajan a Tuteja, 2005). Sucho je jeden z hlavnich abiotickych stresii na svéte, pricemz
ubytky vynost plodin v disledku tohoto stresu jsou znac¢né (Ashraf, 2010). Ptestoze
pro zmirnéni problémti vyvolanych suchem bylo pouzito fady ptistupli ve Slechténi
rostlin, zda se byt konvencni zemédélstvi nebo genetické inZenyrstvi efektivnim
a ekonomickym prostfedkem na pfizpisobeni plodin suchému stresu (Ashraf, 2010).
Efekty ptisobeni sucha jsou patrné ve vSech fenologickych stadiich ristu rostlin. Deficit

vody se projevuje na morfologickych i na molekularnich urovnich (Farooq et al. 2009).



2.2.1 Efekty pusobeni sucha na rostliny

Na morfologické tirovni ptisobeni sucha ovliviiuje vegetativni rist rostlin, zejména rtst
stonku (Mahajan a Tuteja, 2005). Sucho ovliviiuje u rostlin procesy jako je naptiklad
kli¢eni nebo kveteni. Bylo zaznamenano, ze stres ze sucha vyrazné snizuje kliivost
a vyvoj semenacku (Kaya et al., 2006). Studie hrachu odhalila, ze sucho narusilo kli¢eni
a Casny rust rostlin (Okcu et al., 2005). U ryZze se béhem vegetacniho obdobi vyrazné
snizil rast a vyvoj rostlin (Tripathy et al., 2000; Manikavelu et al., 2006). U je¢mene
vyvolalo ptisobeni sucha pfed obdobim kveteni snizeni vynostii semen tim, Ze se snizil
u rostlin pocet odnozi, listii a celkovy pocet semen na rostlinu (Samarah, 2005).

Na molekularni urovni suchy stres snizuje dostupnost, vyuziti a translokaci mnoha
pro metabolismus dulezitych nutrienti. V procesech odpovédi na sucho jsou zahrnuty
aspekty jako je uzavirani priduchl, procesy fotosyntézy, role cukri a osmolytl
a MAP kinasové drahy (Farooq et al. 2009). Prakticky u vSech rostlin je prvni odezvou
na akutni vodni deficit uzavieni jejich priduchd, aby se zabranilo ztratdim vody
(Mansfield a Atkinson, 1990). Priduchy mohou byt uzavieny vramci piimého
odparovani vody a rychlé odezvy svéracich bun€k nebo skrze metabolickou aktivitu, a to
prostfednictvim iontovych kanali (Mahajan a Tuteja, 2005). Procesy hydroaktivniho
uzavirani jsou regulovany ionty a metabolity, z nichZ nejvétsi podil na kontrole maji
hormony, jako jsou ABA, cytokininy nebo ethylen (Mahajan a Tuteja, 2005). Pisobeni
sucha souvisi také s fotosyntézou a aktivitou enzymu Rubisco. Pfi plsobeni stresu
dochazi k rychlému poklesu mnozstvi tohoto enzymu, a tudiz i k poklesu jeho aktivity
v rostlinach. Nasledny nedostatek CO vede Kk snizeni rychlosti fotosyntézy (Lisar et al.,
2012). Bylo prokazéano, ze pokles rychlosti fotosyntézy pii stresu v disledku sucha je
primarné zpusoben nedostatkem CO2, nebot’ fotochemick4 uc¢innost mize byt vracena
zpé€t do normalu po rychlém ptechodu listi do prostfedi obohaceného o CO2 (Meyer
a Genty, 1998). Béhem téchto procesti se také generuji latky ze skupiny ROS zahrnujici
superoxid, peroxid vodiku a hydroxylové radikaly. Tyto latky pisobi jako sekundarni
poslové pii transdukci signdlli a jsou zahrnuty v hormondlnich odpovédich (Foyer
a Noctor 2003). V rostlinach je syntetizovano velké mnozstvi sloucenin, které hraji
kli¢ovou roli pfi udrzovani osmotické rovnovahy a zaroven se podili na ochrané
membran. Tyto slouceniny zahrnuji prolin, glutamat, glycin-betain, karnitin, mannitol,
sorbitol, sacharosu, oligosacharidy a anorganické ionty. Jsou to latky, které pomahaji
bunkdm udrzovat si hydratovany stav, funguji tak, Ze poskytuji odolnost proti suchu

a proti dehydrataci bun¢k (Hoekstra et al., 2001; Ramanjulu a Bartels, 2002).



2.2.2 Mechanismy rezistence pri piisobeni sucha

Rostliny reaguji na sucho a pfizptisobuji se mu diky reakcim na morfologické,
biochemické a fyziologické urovni. Tolerance vii¢i suchu je definovana jako schopnost
rostlin rast, kvést a dosahnout ekonomického vynosu i pfes nedostatek vody. Suchy stres
ovliviiuje procesy v ramci jednotlivych bungk, pletiv a celych orgénti, coz zplisobuje
specifické a nespecifické reakce, poskozeni struktur, ale také zapficinuje mechanismy
adaptace (Beck et al., 2007).

V ramci morfologickych mechanismii zahrnuje tolerance rostlin vici suchému stresu
tfi zakladni mechanismy. Rostliny mohou pied ptsobenim sucha tzv. ,utéct”. Pfi tomto
mechanismu dochazi u rostlin ke zkraceni zivotniho cyklu nebo vegetacniho obdobi,
rostliny dokézi reprodukovat jesté pied plisobenim sucha. Doba kveteni je v ramci
kratkého zivotniho cyklu diileZitou vlastnosti souvisejici s adaptaci na stresové podminky
(Araus et al., 2002). Jako dal§si mechanismus se uplatiluje ,,vyvarovani se* suchu
prostiednictvim regulace ztraty vody. Do téchto procesti se zahrnuji déje jako je kontrola
transpirace a zachovani piijmu vody skrze kofenovy systém rostliny (Turner et al., 2001;
Kavar et al., 2007). Znaky kofene, jako je biomasa, délka, tloustka a hloubka, jsou
hlavnimi charakteristikami tohoto mechanismu, které pfispivaji ke konecnému vynosu
v podminkach sucha (Subbarao et al., 1995; Turner et al., 2001). Jako posledni
mechanismus se uplatituje fenotypova flexibilita, pomoci které rostliny dokazi limitovat
pocet listl u nadzemni ¢asti rostliny a tim regulovat aktualni vodni stav (Schuppler et al.,
1998). Protoze jsou koteny jedinym zdrojem pro ziskani vody z pady, jsou u nich dtlezité
vlastnosti jako je rist, hustota kofenového systému a jeho velikost (Kavar et al., 2007).

Regulace osmotického potencidlu, plisobeni antioxidantl, ristovych regulatorti
a membranova stabilita jsou zahrnuty ve fyziologickych mechanismech rezistence
k suchu. Udrzeni vhodného vodniho statusu v rostlinnych pletivech mize byt dosazeno
nastavenim spravného osmotického potencialu a/nebo zménami v elasticité bunéénych
membran. Tyto faktory jsou dilezité pro udrzeni fyziologické aktivity po delsi dobu
trvani sucha (Kramer a Boyer, 1995). Antioxida¢ni obranny systém v rostlinnych
bunkach tvofi enzymatické i neenzymatické slozky. Mezi enzymatické slozky patii
superoxid dismutasa, katalasa, peroxidasa a glutathion reduktasa. Neenzymatické slozky
tvofi cystein, redukovany glutathion a ABA (Gong et al., 2005). Ristové regulatory,
aplikovany externé, a fytohormony, produkovany bunikami, jsou latky, které¢ ovliviiuji
fyziologické procesy rostlin, a to uz ve velmi nizkych koncentracich (Morgan, 1990).

Oba tyto pojmy jsou pouzity zaménitelné, zvlasté kdyz se jedna o auxiny, gibereliny,



cytokininy, ethylen a ABA (Taiz a Zeiger, 2006). Pfi plisobeni sucha dochazi k poklesu
endogenniho obsahu auxini, giberelinl a cytokinini, zatimco u ABA a ethylenu se jejich
obsah zvySuje (Nilsen a Orcutte, 1996). Biologické membrany jsou prvnim cilem mnoha
abiotickych stresti. Je obecné uzndvano, ze udrZzovani integrity a stability membran
pfi pusobeni vodniho stresu je hlavnim faktorem odolnosti u rostlin (Bajji et al., 2002).
Dhanda et al. (2004) ukazali, Ze membranova stabilita u segmentu listu psenice byla

Molekularni mechanismy zahrnuji zmény genové exprese v ramci odpoveédi
na nedostatek vody. Rlizné geny jsou indukovany v reakci na sucho na urovni transkripce.
Predpoklada se, Ze jejich genové produkty hraji ulohu pfi toleranci vi¢i suchu (Kavar et
al., 2007). Geneticka exprese muze byt spusténa piimo za podminek stresu nebo je
vysledkem sekundarniho piisobeni a/nebo je reakci na Skody zptisobené stresem. Je vSak
znamo, ze tolerance vuci suchu je slozitym fenoménem zahrnujicim spole¢né ptisobeni
mnoha gent (Agarwal et al., 2006, Cattivelli et al., 2008). Obecné reakce na stres zahrnuji
detekci stresu a naslednou signalizaci pfes redoxni systém, kontrolni body zastavujici
buné&¢ny cyklus a procesy opravy deoxyribonukleové kyseliny stimulované v reakci na
poskozeni DNA. Signaliza¢ni drahy spojené se snimanim stresu a aktivaci obrannych
procest jsou slozité. Predpoklada se, ze zahrnuji reaktivni kyslik, vapnik, proteiny
regulované vapnikem, reakce mezi rdznymi transkripénimi faktory a mitogenem
aktivované protein kinasy (Kovtun et al., 2000, Chen et al., 2002). Chemické latky jako
jsou ROS, vapnik a rostlinné hormony se podileji na indukci stresové tolerance
pusobenim signalnich kaskad (Joyce et al., 2003) (Obr. 2). Mitogenem aktivované protein
kinasy jsou diilezitymi mediatory pfi pfenosu signalu, spojuji rozpoznani vnéjsich stimul
s bunéénymi odezvami. Pravé MAP kinasové kaskady se podileji na signalizaci v rdmci

riznych strest, véetné pisobeni sucha (Wrzaczek a Hirt, 2001).
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Obr. 2 Navrhované bunécné procesy a signalizacni kaskady v rostlinné buiice reagujici na stres
ze sucha (Farooq et al. 2009). Suchy stres aktivuje signaliza¢ni kaskady, pravdépodobné pies
kyselinu abscisovou (ABA), peroxid vodiku (H,02) a vapnik (Ca?*). Tyto signaly aktivuji
syntézu specifickych proteinovych kinas, které reguluji dalsi procesy v buiikach (napf. expresi
genll). Reakce signalizujici kaskady vedou také ke zménam v metabolismu rostlin vcetné
aktivace a syntézy antioxidantli, syntézy a akumulace osmoprotektantti a jinych metabolicky
vyznamnych latek a vede také k uzavieni pruduchii pti akutnim suchém stresu.

2.2.3 MAP kinasové moduly v reakci na sucho

V porovnani s dal§imi stresy je sucho jednim z hlavnich enviromentalnich faktord,
omezuje produktivitu a distribuci rostlin (Boyer, 1982; Mahajan a Tuteja, 2005).
Bylo identifikovano mnoho genl reagujicich na stresové podminky a jejich zménéna
genova exprese hraje dileZitou roli v odolnosti rostlin proti suchu (Zhu, 2002; Li et al.,
2008; Lee et al., 2009). Rostlinné MAP kinasy se podileji pfi ptisobeni sucha na regulaci
transkripce a ovliviiuji tak genovou expresi a efekty nedostatku vody (Sinha et al., 2011).
Ulohy téchto signalnich drah jsou Siroce studovany a je znamo, Ze jsou spojeny s aktivitou

sekundarnich posli (ROS, ABA, Ca?") (Smékalova et al., 2013).

2.2.3.1 MAP Kkinasy dvoudéloznych rostlin
Mezi  nejvice studované  dvoudélozné  rostliny patii  Husenicek  rolni
(Arabidopsis thaliana), u kterého jsou znamy ruzné MAP kinasy pro svou funkci

pii odpovédich na suchy stres. ABA ptisobi jako rostlinny fytohormon a latka regulujici



zavirani praduchti a dormanci semen. V souvislosti s MAP kinasami bylo zjiSténo,
ze inhibitor MAP2K, PD98059, byl schopen snizit ABA-indukované zavirani pruduchi.
Tyto vysledky naznacuji, Ze MAP kinasova kaskada mulze ptlisobit v ramci signalizace
zprostfedkované ABA (Burnett et al., 2000). Dalsi vysledky pii analyze MPK3 potvrdily,
ze U RNAi (RNA interference) linii byla ovlivnéna ¢innost ABA, coz u rostlin narusilo
mechanismus otevirani priduchti (Gudesblat et al., 2007). Data ziskand pomoci
kvasinkového dvouhybridniho systému ukazala, ze ABIl (ABA-INSENSITIVE 1)
jako ¢len PP2C (protein fosfatasa 2C) rodiny fungujici v ABA signalizaci interaguje
in vitro s MPKG6 (Leung et al., 2006). Ortiz-Masia et al. (2007) ziskali dukaz aktivace
MAP kinas pomoci ABA. S pouzitim expresniho systému protoplasti u Arabidopsis
odhalili MPK1 a MPK2 jako kandidaty zprostfedkovéavajici signalizaci ABA
Vv rostlinnych buiikdch. Otevirdni a zavirani priduchii pfi odpovédi na sucho je také
regulovano MPK9 a MPK 12, které jsou pfednostn¢ exprimovany v buiikach priduchii
(Jammes et al., 2011). Rostliny s nadexpresi MKK4 vykazovaly pfi analyze pisobeni
suchého stresu lepsi schopnost udrzeni vody oproti rostlinam divokého typu (Kim et al.,
2011). Tyto vysledky naznacuji, ze MPK3 jako cil fosforylace MKK4 v MAP kinasové
kaskadé mulze rovnéz figurovat v odpovédich na vodni deficit. MAPKKKI18 reguluje
senescenci a odpovédi na ABA (Danquah et al., 2015; Matsuoka et al., 2015; Mitula
etal.,, 2015). U mutantd Arabidopsis s vyfazenym genem MAPKKK18 se objevila
zvySend citlivost na suchy stres, kdeZzto u rostlin se zvySenou expresi MAPKKK18
dochazelo krezistenci vu¢i suchu. Dalsi analyzy vedly k vysledklim, Ze pravé
MAPKKK18 puasobi jako ,,upstream® regulator pro MAPKK3, kterd funguje jako
pozitivni regulator rezistence vici suchu u Arabidopsis (Li et al., 2017). EDR1 (enhanced
disease resistence 1), jako ¢len skupiny MAP3 kinas, plisobi u Arabidopsis jako negativni
regulator rezistence k chorobam a suchu (Frye et al., 2001; Tang et al., 2005). U mutanti
edrl s defektnim genem pro kinasu EDR1 byla pozorovana zvySena tolerance proti
patogentim a odolnost rostlin na suchy stres.

Zhang et al. (2013) uvade¢ji, ze u rostlin tabaku (Nicotiana tabacum) bylo pii jejich
studii indukovano suchym stresem Sest NtMP kinas. V signalizacni kaskadé pusobily
U tohoto stresu kinasy NtMPK1 (né€kdy uvadénad jako NtMPK4), NtMPK3, NtMPKO9,
NtMPK10, NtMPK14 (Ntf3) a NtMPK15.

U bavlniku (Gossypium hirsutum) jsou pfi ptisobeni sucha zapojeny v organismu geny
GhMPK2 a GhMPK16. U transgennich rostlin tabdku se zvysSenou expresi GhMPK2

se projevovala snizena rychlost ztraty vody a rostliny zaroven vykazovaly zvySenou
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toleranci vi¢i suchu a soli. Pomoci Northern blotu byla pak provedena analyza,
ktera indikovala, ze kinasa GhMPK2 byla indukovdna ABA a abiotickym stresem
(Zhang et al., 2011). Pro ovéfeni pisobeni GhMPK 16 se piipravily transgenni rostliny
Arabidopsis, které pii zvySené expresi GhMPK16 poskytovaly rostlinam rezistenci vaci
nékterym houbovym a bakteridlnim patogentim. Zaroven vsak tyto rostliny byly citlivé
k suchu a akumulaci H2O. (Shi et al., 2011). Data z analyzy GhRaf19, MAPKKK
Raf-typu, ukazovala, Ze exprese GhRafl9 byla inhibovana aplikaci PEG a NaCl
a indukovana chladem a H2O». Pfi uml¢eni genu dochazelo u rostlin baviniku ke zvyseni
tolerance vici suchému stresu a stresu ze soli, akumulace ROS byla snizena a exprese
ROS-ptibuznych genil byla zvysena. V souladu s témito vysledky se provedly hodnoceni
u transgennich rostlin N. benthamiana, kde nadmérna exprese GhRaf19 snizila toleranci
vici suchu a soli. Rostliny baviniku s umlé¢enym genem GhRafl9 vykazovaly snizenou
odolnost vuci chladu, tento ucinek koreloval s akumulaci ROS. Naproti tomu nadmérna
exprese GhRaf19 v N. benthamiana zvysila odolnost vii¢i chladu indukovanim vyssich
hladin exprese a aktivity antioxida¢nich genli / enzymi souvisejicich s ROS.
Tyto vysledky naznacuji, Ze GhRafl9 u bavlny negativné reguluje toleranci vici suchu
a soli a pozitivné reguluje odolnost proti chladu modulaci ROS (Jia et al., 2016).

U s0ji (Glycine max) byla zjisténa aktivita MAP kinas spojena s mykorhizou. Liu et al.
(2015) ukazuji, Ze existuji souvislosti mezi mykorhizou a plsobenim suchého stresu
v signaliza¢ni MAP kinasové kaskadé. Analyza odhalila, Ze pfitomnost AMF (arbuscular
mycorrhizal fungi) a sucha v testovaném systému ovlivnilo expresi GmMAPK2,
GmMAPKS u sdji a GiMAPK1 u houby (Glomus intraradices), coz naznacuje,
ze houbové a rostlinné MAP kinasové cesty nefunguji pti mykorhize nezavisle.

Analyza pusobeni suchého stresu v pfirodnich podminkach a stresu vyvolaného
pomoci PEG u brukve (Brassica napus) u BnMAPK1 svédéila o vlivu této kinasy
na odolnost rostlin (Weng et al., 2014). V porovnani s divokym typem rostlin se U linii
s nadprodukci BnMAPK1 vyskytla zvySena odolnost proti suchu. Pti dal§im srovnani
mély transgenni semenacky vyssi obsah listové vody, vyssi kofenovou aktivitu, mirné
vyssi aktivitu peroxidasy a superoxid dismutasy, vyssi obsah prolinli a nizs$i obsah
malondialdehydu (MDA).

Pro studium ptisobeni sucha u rajcat byly uml¢eny geny SpMPK1, SpMPK2 a SpMPK3
urostlin divokého typu (Solanum pimpinellifolium) s pouzitim metody VIGS
(virus-induced gene silencing) (Li et al., 2013). Vysledky naznadily, ze umlceni

jednotlivych gent nebo jejich spole¢né umlceni snizuje u rostlin odolnost vici deficitu

11



vody. Spolecné umlceni gentt SpPMPK1 a SpMPK2 narusilo procesy spojené se systémem
uzavirani praduchid a zvysilo produkci H202. Podobné vysledky byly pozorovany
u rostlin s uml¢enym genem SpMPKS3, ale nikoliv v piipadé¢ uml¢eni samostatnych gent
SpMPK1 a SpMPK2. Tyto udaje naznacuji, ze funkce SpMPK1 a SpMPK2 jsou
nadbytecné a prekryvaji se s funkci SpMPK3 v signalnich drdhach pii ptisobeni sucha.

2.2.3.2 MAP kinasy jednodéloznych rostlin

U skupiny jednodéloznych rostlin jsou v ramci analyzy MAP kinasovych drah studovany
rostliny jako je napftiklad ryze (Oryza sativa), proso (Panicum virgatum), kasie (Senna
italica), ¢irok (Sorghum bicolour) a kukufice (Zea mays). Studie provedena podle
Mohanta et al. (2015) ukazala, ze ryze obsahuje 17 MAP kinas misto pivodnich 15, jak se
uvadélo pivodné. V porovnani s dal§imi jednod€loZznymi rostlinami obsahuje nejvice
MAP kinas ve svém genomu proso (De et al., 2010).

U ryze v ramci sucha ptisobi OsMPK3, OsMPK4, OsMPK7, OsMPK14, OsMPK?20-4
a OsMPK20-5 (Shen et al., 2012). OsMPKS5 je zahrnuta v odpovédich v reakci na sucho,
dale pak na solny a chladovy stres (Xiong a Yang, 2003). U této plodiny bylo dale
zjisténo, ze MPKK10.2 poskytuje rezistenci viéi patogenu Xanthomonas oryzae pv.
Oryzicola (Xoc) a zaroven zvySuje toleranci viaci pusobeni suchého stresu
prostfednictvim fosforylace MPK6 a MPK3 (Ma et al., 2017). Rostliny se zvySenou
expresi MPKK10.2 vykazovaly zvySenou rezistenci k Xoc a suchu, kdeZto rostliny
MPKK10.2-RNAi vykazovaly zvySenou citlivost na tyto stresové podminky.
Zvysena exprese DSM1, MAPKKK Raf-typu, poskytuje toleranci k dehydrataci
a oxidativnimu stresu u semenacku ryze (Ning et al., 2010). Dale bylo zjisténo, Ze sucho
ovlivituje hladinu mRNA kinasy OsMSRMK3 jakozto tfeti MAP kinasy plsobici v ryzi
pfi odpovédich na vice stresovych stimult (Agrawal et al., 2003).

U kukufice jako u dal§i plodiny byla pfi plsobeni sucha zaznamenana aktivita
ZmMPK3 (Wang et al., 2010). Sun et al., (2015) ve své studii identifikovali 20 ZmMPK,
Z nichz vétsina pfednostné vykazovala expresi v reprodukénich pletivech a orgénech.
Kromé toho se u 19 2 20 ZmMP kinas projevila odliSna exprese za podminek ptisobeni
soli, sucha, chladu a v ptitomnosti ABA. Ackoliv existuje jen malo dikazti o tom, Ze se
MAP kinasy podileji na regulaci rostlinné reprodukce, tato studie poukazuje na vazbu
mezi rostlinnou reprodukei a signalizaci zpiisobenou abiotickym stresem. Funkce MAP3
kinas jako prvnich komponent kaskddové drahy jsou u kukufice stale nezndmé. Bylo v§ak

identifikovano 71 MAP3 kinas, z nichz 14 bylo novych, zaloZenych na vypocetni analyze
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genomu kukufice (Liu et al., 2015). S pomoci RNA-seq analyzy se podafilo urcit
5866 diferencialn¢ exprimovanych genti (DEG — differentially expressed genes), véetné
8 MAP3 kinas zapojenych do odpovédi na stres ze sucha (Liu et al., 2015).

Mezi dalsi obiloviny patii je¢men (Hordeum vulgare), u kterého se také zkouma
pusobeni MAP kinasovych drah. Aminokyselinova sekvence HVMPK4 je z94 %
podobna sekvenci OsMPK4 u ryze. Analyza u rostlin je¢mene ukdzala, ze HvMPK4
pusobi jako zprostiedkovatel pti odpoveédich na biotické a abiotické stimuly. Pro testovani
byly pouzity technologie antisense a strategie nadexprese genu. Rostliny se zvysenou
expresi HYMPK4 genu byly odolnéjsi vici soli. Je mozné, ze tyto linie dokazi projevit
odolnost i1 vii¢i ptisobeni sucha, k tomuto tvrzeni jsou vSak nutné dalsi analyzy (Abass

a Morris, 2013).

2.3 Genové inZenyrstvi a priprava transgennich rostlin

Konvenéni zemédélstvi je zaloZeno na empirické selekci podle vynosu rostlin. Tento smér
vSak neni zdaleka optimalni, protoze vytézek je kvantitativnim znakem, vyznacuje
se nizkou heritabilitou a vysokou interakci genotypu s prostiedim (Babu et al., 2003).
Pochopeni fyziologickych a molekularnich procesti mize pomoci zaméfit se na kli¢ové
vlastnosti, které omezuji produktivitu. Takovy ptistup mize doplnit bézné Slechtitelské
programy a usnadnit péstovani plodin za G¢elem vys$siho vynosu (Cattivelli et al., 2008).

Genové inZenyrstvi zahrnuje zménu kvalitativnich a kvantitativnich znaki pfenaSenim
pozadovanych genti z jednoho organismu do druhého. Tato strategie je ozna¢ovana jako
transgenni pristup (Gosal et al., 2009). Na rozdil od klasického zemé&délstvi umoziuje
transgenni pfistup zaclenéni pouze specifickyc