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Abstrakt

Autofagie je bunéény mechanismus, vramci kterého se burka zbavuje svych
poskozenych nebo nezddoucich soucasti. Ty jsou obaleny dvojitou membranou a je vytvoren
tzv. autofagozom, ktery je transportovan do vakuoly, kde dochazi k degradaci nebo recyklaci
jeho obsahu. Autofagie béZi v podstaté v pribéhu celého Zivota rostliny, avsak v pfipadé
potreby, napfiklad v reakci na stresové podminky, dochazi k jejimu vyraznému zintenzivnéni.
Jednd se o pomérné sloZité regulovany mechanismus, ktery, zejména u rostlin, stale jesté

nebyl kompletné popsan.

Vyznamnou roli hraje autofagie pravé pfi plsobeni stresovych podminek. Zejména
plUsobeni abiotického stresu ma vyznamnou roli v Zivoté rostliny. Rostliny jsou nepohyblivé
organismy, a proto si musi vyvijet mechanismy umozZniujici jim pfreZit v nepfiznivych
podminkach. V reakci na rGizné typy stresi mizeme pozorovat odlisné zapojeni autofagie, at
uz se jedna o likvidaci Spatné sbalenych proteinl, remobilizaci Zivin nebo antioxidacni
mechanismus. Autofagie je navic, vedle tolerance rostlin vici plsobeni stresu, dilezita také

pro regulaci stresové paméti.

Klicova slova: autofagie, abioticky stres, rostliny, mechanismy resistence, stresova pamét



Abstract

Autophagy is a cellular mechanism when cell gets rid of its damaged or unwanted
components. These are wrapped into a double membrane and creates so-called
autophagosome, which is transported to the vacuole, where its contents are degraded or
recycled. Autophagy runs essentially through whole life of the plant, but if it is necessary, for
example in response to stressful conditions, it is significantly intensified. It is relatively
complexly regulated mechanism, which, especially in plants, still has not been completely

described.

Autophagy plays an important role under the influence of stress conditions. Especially,
the effects of abiotic stress play an important role in plant life. Plants are immobile organisms
so they must therefore develop mechanisms to enable them to survive in adverse conditions.
In response to different types of stress, we can observe different roles in the involvement of
autophagy, whether it is disposal of poorly folded proteins, remobilization of nutrients or
antioxidant mechanism. Autophagy is also especially important for the process of stress

memory and regulation.

Keywords: autophagy, abiotic stress, plants, mechanisms of resistance, stress memory



Seznam pouzitych zkratek

ATG — geny souvisejici s autofagii, z anglického autophagy-related genes

BiP — vazebny protein, z anglického binding protein

CVT —transportni draha do vakuoly, z anglického cytoplasm to vacuole targeting
ER — endoplazmatické retikulum

ERAD — mechanismus odstranovani nefunkénich protein(, z anglického endoplasmic

reticulum associated protein degradation

GAPC — glyceraldehyd-3-fosfat-dehydrogenaza

HSP — protein tepelného Soku, z anglického heat shock protein

MV — methyl viologen

PDC — programovana bunécna smrt, z anglického programmed cell death

PE — fosfatidylethanolamin

RCB pathway — transportni draha do vakuoly, z anglického Rubisco-containing body
ROS — reaktivni formy kysliku, z anglického reactive oxygen species

SNARE — proteiny Ucastnici se splyvani membranovych vackud, z anglického soluble N-ethyl

maleimide sensitive factor attachment protein receptor
TOR — protein-kinaza, z anglického target of rapamycin

UPR — proces reakce na nesbalené proteiny, z anglického unfolded protein response
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1. Uvod

Tématem této bakalarské prace je autofagie v abiotickém stresu u rostlin. Vzhledem
ke svému sesilnimu zplsobu Zivota si rostliny musely vytvofit nejriiznéjsi obranné mechanismy
pro preziti. Na rozdil od Zivocichll se nemohou pohybovat a musi tudiz elit rznym stresovym
podminkam. Stresové faktory mohou byt biotické, napf. Skddci nebo patogeny, nebo
abiotické. V této praci bych se rada zaméfila pravé na abiotické stresové faktory a jejich vliv
na rostliny. Jednim z mechanism( v boji proti abiotickému stresu je autofagie. Jednd se o
konzervovany proces vyskytujici se u vSech eukaryot. Cilem autofagie je dopravit nejriiznéjsi
cytoplazmatické soucdsti do lysozom( u ZivociSnych bunék nebo do vakuol u rostlinnych

bunék a poté zajistit jejich degradaci nebo recyklaci.

Studium autofagie v posledni dobé nabyva na intenzité. Porozuméni mechanismim
autofagie v reakci na abioticky stres ma velky vyznam pro hospodafstvi, jelikoZ je ovlivnéna
vynosnost plodin. Cilem této prace je shrnout poznatky v oblasti autofagie pti plsobeni
abiotického stresu u rostlin, proto se nejprve pokusim objasnit mechanismus autofagie a

predstavit abioticky stres a nasledné nejdulezitéjsi ulohy autofagie pfi jeho plsobeni.



2. Obecny uvod do autofagie
Autofagie v doslovném prekladu znamena “jist, travit sdm sebe”. Jedna se tedy o proces,

pfi kterém jsou traveny nejriznéjsi bunécné soucasti. Déje se tak zejména pti potiebé zbavit
se poSkozenych protein(i a organel nebo pfi nutnosti recyklovat nékteré latky. K autofagii
dochazi zejména pfti vystaveni rostlin stresovym podminkdm nebo v ramci vyvoje (Avin-

Wittenberg, 2019, review).

Pro porozuméni molekuldarnim mechanismim autofagie byly provadény vyzkumy
primarné na S. cerevisiae. Genetickou analyzou se zabyvalo nékolik laboratofi soucasné, coz
vedlo ke vzniku Siroké skaly pojmenovani gen(, které se na téchto procesech podileji. Takto
velky pocet ndzva zacal byt pro védce matouci nejen pfi vyzkumu kvasinkovych systémd, a
proto byla zavedena jednotna nomenklatura gen( a proteinl spojenych s autofagii. Nové se
tedy geny a proteiny oznacuji ATG nebo Atg, coZ znaci geny souvisejici s autofagii. Ve starsich
studiich se miZeme setkat s tim, Ze geny jsou oznacovany naptiklad APG, AUT nebo CVT

(Klionsky et al., 2003).

Orthology kvasinkovych ATG gen( byly nalezeny také u rostlin. Studie provedend na
rostliné A. thaliana ukazala, Ze mutantni rostliny v téchto genech vykazuji zrychlené starnuti a
vysokou citlivost na rlst pfi nedostatecnych vyZzivovych podminkach, coz naznaduje dulezitost

téchto genl v pripadech, kdy je nezbytna remobilizace uhliku a dusiku (Doelling et al., 2002).

U rostlin se rozlisuji tfi typy autofagie — mikroautofagie, makroautofagie a megautofagie.
PFi mikroautofagii jsou cytoplazmatické soucasti obklopené invaginaci tonoplastu (vakuoldrni
membranou) a poté uvolnény do lumen vakuoly, kde vytvari jednomembranova autofagicka
téliska. V ramci makroautofagie je tvofen Utvar obaleny dvojitou membrdnou. Nejprve se
nazyva fagofor - ma miskovitou strukturu a po plném vytvoreni dvojité membrany se nazyva
autofagosom, ktery poté muzZe putovat do vakuoly. Vnéjsi membrana poté splyva
s tonoplastem. Autofagické télisko, nyni jednomembranové, se uvolnuje do vakuolarniho
lumen pro degradaci a recyklaci jeho obsahu (Avin-Wittenberg, 2019, review). V této praci
bude pojmem autofagie ddle ozna¢ovana pravé makroautofagie, ktera je u rostlin také nejvice
studovéana. Tretim typem autofagie je pak megautofagie, kdy dochazi k rozpadu tonoplastu a
uvolnéni vakuoldrnich enzym( do cytoplazmy. Jde o extrémni ptipad autofagie, ktera probiha

v ramci PCD nebo napfiklad v reakci na napadeni patogeny (Avin-Wittenberg, 2019, review).



3. Abioticky stres

Rostliny Ziji ve svém Zivotnim prostredi, ve kterém jsou vystaveny vnéjsSim prostorovym
podminkam a vnéjsim faktorlim. Na tyto faktory musi rostlina reagovat a zaroven se s nimi i
ovliviiuje navzajem. Podminky pro rlst a vyvoj rostliny jsou ovliviiovany abiotickymi faktory,
interakci s Zivymi organismy, ale i ¢innosti ¢lovéka. JelikoZ jsou podminky pro rdst a vyvoj na
nasi planeté znacné rozmanité, vyznamnym faktorem je zemépisna poloha rostliny. Ta spada
pod fyzicko-geografické a pldné-klimatické faktory, které urcuji typické podminky stanovisté
(nadmorska vyska, proudéni vzduchu, morské proudy, délka dne, geologicky podklad). Témto
rdznym podminkdm se rostliny v rdmci evoluce pfizplsobovaly. Doslo k evoluéni adaptaci, kdy
se znaky zafixovaly i na Urovni gend. Evoluc¢ni adaptace se pak odrazi ve vSech Urovnich Zivota
rostliny. V ramci ontogeneze ovliviuji jeji délku, prlbéh i mechanismy, kterymi probiha,
metabolické procesy, ale i vnéjsi stavbu a vnitini struktury rostliny. Diky tomu je pak rostlina

schopna se prizplsobit aktualnim podminkam na stanovisti (Pavlova, 2005).

Jestli rostlina na daném stanovisti prezije, zavisi na plsobeni extrémnich podminek, kdy je
rostlina nucena aktivovat obranné reakce. Tato situace se nazyvd stres. Stres je
charakterizovan jako stav, kdy na rostlinu plsobi zatéZové, tj. stresové faktory neboli stresory
(Pavlova, 2005). Vétsinou se nejednd o ustaleny, jednoduse popsatelny stav, ale spisSe jde o
dynamicky proces, protoZe u rostlin rostoucich v pfirodnich podminkach pUsobi ¢asto vice
stresori soucasné. Prisedly zplsob Zivota rostlin, jejich vétSi mezidruhovd variabilita a
heterogenita vnitfniho prostfedi zplUsobuje, Ze je u nich problematika stresu mnohem
komplikovanéjsi nez u zivocich(. Pro studium stresu je dulezity prenos podnétt vyvoldvajicich
stres na rozhrani organa rostliny s vnéjsSim prostfedim a poté prenos signdlu uvnitr rostliny.
Poté je moZné pozorovat, Ze rizné stresové faktory pronikaji do riznych rostlin riznou mérou,
coz je dano predevsim tim, Ze odlisSné druhy rostlin maji vyvinuté nejrtznéjsi obranné

mechanismy (Prochazka a kol., 1998).

Obecné se rozlisuji stresory abiotické a biotické. Mezi biotické stresory se rfadi plsobeni
patogenu, konkurencnich druhi rostlin nebo poskozovani rostlin Zivocichy. Abiotické stresory
jsou fyzikalni nebo chemické povahy. Radi se mezi né mira ozafenosti, extrémni teploty,
nedostatek vody, nedostatek kysliku, nedostatek esencialnich mineralnich prvkd v pldé,
nadbytek iontl v padé, pH ptdniho roztoku, pfitomnost toxickych latek a mechanické ucinky

vétru (Pavlova, 2005).



Pro to, aby rostlina byla schopnd preZit pasobeni stresor(l, vyskytuje se u ni komplex
obrannych mechanismu tvoficich rezistenci neboli odolnost. Spadd do ni avoidance a
tolerance. Termin avoidance byl prevzat z angli¢tiny a popisuje schopnost vyhnout se stresu.
V pribéhu evoluce doslo ktomu, Ze pokud byly rostliny ¢asto vystaveny nepfiznivym
podminkam, kterym se snazily ptizplGsobit, doSlo postupné ke genetickému zafixovani téchto
znaku. Proto tyto znaky potom mUzZeme vidét i u rostlin, které se s plisobenim stresu jesté
nesetkaly. Jako priklady téchto znak( se uvadi zanoreni praduch pod rovinu pokozky, typ listd
nebo specifické sloZzeni kutikuly. PUsobeni nékterych stresor(i vSak mize vést i k dlouhodobé
a trvalé zméné fenotypu i v ramci ontogeneze. Takovymi pfiklady jsou tfeba prodlouzeni
internodii u zastinénych rostlin nebo mensi plocha listové ¢epele u rostlin vyvijejicich se pfi
nedostatku vody. Druhym terminem je tolerance, ktera je charakterizovdna jako schopnost
rostliny aktivné odoldvat aktualnimu plsobeni stresoru. Proces, kterym rostlina ziskava
toleranci, se nazyva aklimace neboli otuzovani. Rostlina se snaii znovu dosahnout
rovnovaziného stavu odpovidajicimu zménénym podminkdam. Jedna se tedy o reverzibilni
proces. Priklady tolerance jsou zména pozice chloroplastl v burice pti extrémné vysokych

ozarenostech nebo zavirdni priduchl pfi nedostatku vody (Pavlovd, 2005).

Déj, kterym rostlina odpovida na aktualni plsobeni stresoru, se nazyva stresova reakce,
vede k toleranci a midzeme u ni rozlisit nékolik fazi. Prvni faze se nazyva poplachova. Rostlina
rozezna pusobeni stresoru, jelikoz doslo k naruseni funkci a bunécnych struktur. Pomoci
signalnich drah je informace predana do ostatnich ¢asti rostliny a nasleduje faze restitucni.
Rostlina aktivuje své obranné mechanismy, aby mohla i nadale v podminkach puasobeni
stresoru existovat. To vede k otuzovani, ziskani maximalni odolnosti a toleranci stresoru. Tato
faze se nazyva faze rezistence. Diky ziskani odolnosti pak rostlina mizZe v nepfiznivych
podminkach prezivat. Pokud vSak stresor plsobi dlouhodobé a velmi silné, rostlina nema
dostatek energie, nedokdZe odoldvat plsobeni stresoru, dochdzi kvyCerpdni a smrti.
Prabéh i vysledek stresové reakce zavisi na vice faktorech soucasné. Zohlednuje se predevsim
charakter stresoru, jeho velikost, rychlost jeho ndstupu a doba pUsobeni. Pro vysledek je také
dilezity genotyp rostliny, jeji vyvojové stadium a fyziologicky stav. V prirodnich podminkach
na rostlinu ale nikdy nepUsobi jen jeden stresor, vétSinou se jedna o souhru nékolika stresu
najednou. Je vidét, Ze na jiné typy stresi muUzZe rostlina reagovat stejnymi projevy. Navic

otuzovani vuci jednomu stresu mlze prispét i k vétSi odolnosti ke stresim dalSim. Projevy



stresu u rostlin mohou byt velmi variabilni, nejvyraznéjsim znakem vsak byva prechodné nebo
trvalé zastaveni ristu, coZ je obvykle zplsobeno tim, Ze rostliny pottebuji energii misto k riistu

vyuzit k obrannym mechanismim (Pavlovd, 2005).

Zmeény, kterymi rostlina v rdmci reakce na stresové faktory projde, mohou pretrvavat jesté
i hodné dlouho po skonceni jejich plsobeni a ndvratu do optimalnich podminek, nékdy se tyto
zmény udrzuji i po cely zbytek vegetacniho obdobi. Vystaveni urcitym typlm stresu mize mit
ale v nékterych pfipadech i pozitivni efekt na vyvoj, napfiklad pfti kliceni nebo tvorbé kvétnich
v evoluci totiz byly rostliny vystaveny plsobeni stresor(i a nékteré z nich se dokonce staly
dilezité pro tizeni fyziologickych procest rostlin a nemély vliv na zvy$eni odolnosti. Diky tomu
si mGZeme uvédomit, Ze neni snadné posoudit pfiznivost nebo nepfiznivost vnéjsich faktoru

pro rostliny (Prochazka a kol., 1998).

Objasnéni mechanism0, kterymi rostliny reaguji na stres, a manipulace s témito
mechanismy za Ucelem zvyseni produktivity rostlin v suboptimalnim prostfedi bylo Zadouci jak
z védeckého tak z komeréniho hlediska. Se zvysSujici se populaci musi totiz zemédélstvi byt
schopno uzZivit vice lidi a zaroven konkurovat rozvoji mést o ornou pldu. Dopad prostiedi na
produktivitu rostlin je zfejmy pfi srovnani rekordnich a prdmérnych vynosu. Rekordni vynosy
Ize ocekavat za optimalnich podminek, kdezto priimérné vynosy lze spojit s pdsobenim stresu.
Jeho piisobeni miiZe snizit priimérnou produktivitu o 65— 87% v zavislosti na plodiné. Uspésné
pouziti biotechnologickych postupl muze vést k vyvoji plodin odolnych vici stresu (Buchanan

et al., 2000).

Zmeény metabolismu a vyvoje vyvolané stresem lze ¢asto pfipsat zménénym vzorim
genové exprese. V reakci na stres jsou nékteré geny exprimovany silnéji a nékteré jsou
potlacovany. Proteinové produkty genl vyvolanych stresem se ¢asto hromadi v reakci na
nepriznivé podminky. Funkce téchto protein( a mechanismy, které reguluji jejich expresi, jsou
v soucasné dobé hlavnim tématem vyzkumu fyziologie stresu. Ackoli se vétSina studii
zamérovala aktivaci transkripce genové exprese, objevuji se dikazy, Ze akumulace genovych
produktll je ovlivnéna také posttranskripénimi regulacnimi mechanismy, které zvysuji
mnozstvi specifickych mRNA, zvysuji translaci, stabilizuji proteiny, méni aktivitu protein( nebo

jejich kombinace (Buchanan et al., 2000).



4. Mechanismus autofagie
Proces autofagie mUzZe byt rozdélen do nékolika krok(. Prvnim znich je iniciace.

Ukazalo se, Zze obecnou reakci bunék na nepfiznivé podminky je vznik autofagickych télisek.
Jejich vznik mohou spustit rlizné faktory. Témi jsou zejména nedostatek nutrientd, jako je
napriklad dusik nebo nékteré aminokyseliny (Takeshige et al., 1992). U rostlin byla také
napftiklad prokdzana zvySend degradace proteini v reakci na nedostatek sacharézy (Moriyasu
and Ohsumi, 1996). Jako dalsi krok nasleduje zformovani autofagozomu. Dynamika membran
v rdmci autofagie je vysoce konzervovany proces od kvasinek po rostliny a Zivocichy. Nejprve
jsou ruzné slozky cytoplazmy oddéleny specifickou membranou. Ta je velmi tenkd, podobna
Golgiho cisterndm a nazyva se fagofor. Prodluzovani fagoforu vede ke kompletnimu oddéleni
poZadované casti cytoplazmy a vzniku autofagozomu. Autofagozom je poté uz typickd

dvoumembranova organela (Mizushima, 2007, review).

Autofagie mlzZe slouzit jako degradacni draha, kdy jsou nepotiebné nebo poskozené
soucasti cytoplazmy dopravovany do vakuoly k degradaci nebo k recyklaci, nebo jako tzv. Cvt
(z anglického cytoplasm to vacuole targeting) drdha, kdy jsou do vakuoly dopravovany
rezidentni vakuolarni enzymy (Harding et al., 1995). Pomoci biologickych a morfologickych
analyz se ukazuje, Ze tyto dvé drahy sdili podobny mechanismus pro dopravu protein( do
vakuoly (Harding et al., 1996). Hlavnim rozdilem v téchto drahach je, Ze Cvt dréha je aktivni za
vegetativnich rdstovych podminek, kdeZzto autofagicka draha je navozena pfi stradani. V obou
téchto drahach hraje roli protein AUT7p, ktery umoznuje vznik vezikl(i pti adaptaci na zvySené
degradacni potreby buriky. AUT7p je prvni slozkou obou drah pfi autofagickych podminkach a
ukdzalo se, Ze ma funkci pfi rozpindni membrany kolem ¢asti cytosolu pro tvorbu

autofagosomu. Tvorba proteinu AUT7p je navozena pfi nedostatku dusiku (Huang et al., 2000).

Vzniku autofagozomu predchazi formace pre-autofagozomalni struktury. Jen u kvasinek se
na ni podili nejméné pét APG protein(, které spolecné hraji zasadni roli pfi jejim formovani
(Suzuki et al., 2001). Bylo dokazano, Ze nékteré z téchto proteinli se vyskytuji v blizkosti
vakuoly v podobé tzv. bodovych struktur. Jednim ztéchto proteind je APG1p, ktery je
zodpovédny za vznik autofagozomu z této bodové struktury. APG1 kinazovy komplex hraje roli
v indukci autofagie i v iniciaci formovani autofagozomu. Do pre-autofagozomalni struktury je
také zahrnut protein AUT7p. Oblast bohata na tento protein je jednim z kandidat( na pre-

autofagozomalni strukturu (Suzuki et al., 2001).



Vznik autofagozomu a jeho formovani z autofagoforu nebylo u rostlin zatim zcela do
detailu popsano. V tomto procesu vsak muzeme rozlisit tfi faze. Nejprve dochazi k nukleaci,
k expanzi a poté k uzavreni fagoforu. Model pribéhu formace autofagozomu u rostlin byl na
zakladé dostupnych dat popsan nasledujicim zplsobem. Jako prvni se formuje struktura na
vnéjsSim povrchu ER, kde byl detekovan protein ATG5. Material mlze pochazet zER,
vezikuldrniho transportu nebo z jinych faznich udalosti v burice. Poté je k tomuto rostoucimu

fagoforu rychle pfipojen protein ATGS8 (Le Bars et al., 2014).

Biogeneze autofagosomu vyzaduje dva konjugacni systémy podobné ubiquitinu. Jeden
paruje ATGS s fosfatidylethanolaminem (PE) a druhy paruje ATG12 s ATG5. Konjugaci ATG8 a
PE katalyzuje ATG3, cozZ je enzym podobny E2 enzymu. Konjugat ATG8-PE je pro autofagii
zasadni. Jadrova oblast ATG3 u Saccharomyces cerevisiae je topologicky podobna kanonickym
E2 enzymOm. V této oblasti jsou dvé casti, kde druha je zodpovédna za vazbu ATG8 (Yamada
et al., 2007). Tvorba komplexu ATG12-ATG5 je nezbytna pro podporou lipidace ATG8 (Chung
et al.,, 2010). ATG12-ATG5 pak tvofi heterodimer s ATG16. Umisténi komplexu ATG12-
ATG5/ATG16 do membrany pak definuje lipidacni misto ATGS. Lipidace vyZaduje prekurzor
obsahujici PI3P. ATG21 se vaZe pres PI3P na preautofagosomalni strukturu. ATG21 pfimo
interaguje s ATG16 a s ATG8. ATG21 tedy definuje lipidacni misto v zavislosti na PI3P
propojenim a uspofadanim komplexu E3 ligdzy a ATG8 na preautofagosomalni strukture (Juris

et al.,, 2015).

Pocatecni fagofor se rozsifuje jako prevdiné planarni cisterna, na jejichz okrajich se
nachazi komplex ATG5. PrestoZe v této fazi neni znamo, zda mezi fagoforem a ER existuje
membranové kontinuum, ATG5, ATG8 a ER se dynamicky vyviji, jako by byly fyzicky propojeny.
Z fagoforické cisterny se stava cisterna ve tvaru misky, rozsifuje se ve tfech smérech a je
doprovazend také zménou tvaru ER. Okraje s ATG5 nyni obklopuji otvor fagoforu. Nasleduji
dalsi tfi kroky, které se nejspis odehrdvaji sou¢asné. ATG5 opousti tuto strukturu, fagoforova
membrana je utésnéna a nové formovany autofagozom opousti ER (Le Bars et al., 2014). Tento

prabéh je zndzornén na obrazku ¢. 1.



Obrdzek 1 — Model tvorby autofagozomu béehem makroautofagie u rostlin. Prevzato z: Le Bars et al., 2014

Byly identifikovany dva proteiny, které jsou zodpovédné za pripojeni autofagozomu
k mikrotubulim pro nasledné doruceni do vakuoly. Proteiny AUT2p a AUT7p tvofi komplex,
ktery prostrednictvim AUT2p pfipojuje autofagozom k a a B tubulindm mikrotubul( (Lang et

al., 1998).

Spravné dopraveni vackd endomembranového systému do vakuol je zavislé na plisobeni
SNARE proteini. SNARE proteiny jsou rozdéleny do dvou skupin: v-SNARE (vezikularni)
umisténé na membrané vacku a t-SNARE (target, cilové) umistnéné na cilové membrané. Ty
se navzajem rozpoznavaji, tvofi komplex a jsou zodpovédné za fuzi membran, coz umoznuje
dorucit obsah vacku do cilového prostoru. Poté, co je komplex SNARE disociovan za spotfeby
energie, je v-SNARE recyklovan zpét do svého pulvodniho kompartmentu. U rostlin byla
objevena rodina v-SNARE protein( VTI1. Ta obsahuje tfi proteiny VTI11, VTI12 a VTI13.
Ukazalo se, Ze VTI11 a VTI12 zprostifedkovavaji rizné transportni drahy, které se ale mohou
navzajem nahrazovat ve svych pfrislusnych SNARE komplexech. Avsak aby byla zajiSténa
Zivotaschopnost, musi byt pfitomny alespon néjaky protein z rodiny VTI11 (Surpin et al., 2003).
Evolucné konzervovany komplex upoutdvani vackd fungujici zejména v poslednim stadiu
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exocytdzy se nazyva exocyst. Homology jeho kanonickych podjednotek byly nalezeny také u
vyssich rostlin (Elids et al., 2003) a bylo potvrzeno, Ze tvori komplexy in vivo (Hala et al., 2008)
a podili se na bunécném rlstu véetné polarizované expanze pylovych lacek (Cole et al., 2005).
Podle jejich evoluéni historie Ize podjednotky rostlinnych exocyst rozdélit do nékolika skupin.
Zda se, ze rostliny nemaji jediny exocystovy komplex, ale existuje rozmanitost v jejich
variantach (Cvrckova et al., 2012). Bylo potvrzeno, Ze exocyst funguje v rostlinnych burnkach
jako komplex a hraje dulezitou roli v morfogenezi, jelikoZ mutanty v podjednotkach vykazuji
defekty napfiklad v etiolovaném prodluzovani hypokotylu, vadné kliceni pylu a vadné fenotypy
rastu pylové lacky. U A. thaliana funguji spolecné tfi homology exocystovych podjednotek

(SEC3, SEC8 a EXO70A1) (Hala et al., 2008).

Pti autofagickém membrdnovém transportu do vakuoly funguje u A. thaliana EXO70B1,
coz je pravé u A. thaliana jeden z 23 paralogt EXO70 exocystové podjednotky. Kompartmenty
pozitivni na EXO70B1 jsou internalizovany do centralni vakuoly a kolokalizovany
s autofagozomalnim markerem ATG8f. EXO70B1 vytvafi spolu s EXO84b a SEC5 exocystovy
komplex, ktery je dalezitym reguldtorem formace autofagozomu a také dulezZity pfi Golgi
nezavislém importu do vakuoly. To dokazuje pozorovani, Zze u EXO70B1 mutanta bylo

pozorovano plné potladeni akumulace antokyant (Kulich et al., 2013).

Klicovym reguldtorem autofagie je protein-kinaza TOR (target of rapamycin), ktera plsobi
jako negativni reguldtor autofagie u rostlin a jeji kindzova aktivita je pro tuto regulaci kli¢ova
(Liu and Bassham, 2010). Je aktivovana naptiklad v reakci na svétlo (Li et al., 2017). Snizend

exprese TOR kinazy u A. thaliana vede k zastaveni ristu rostlin (Deprost et al., 2007).

Nadmérna exprese TOR mlze potlaovat autofagii navozenou nedostatkem nutrientl a
pfi stresu zasolenim a suchem, coZ naznacuje, Ze potlaceni aktivity TOR je vyzadované pro
aktivaci autofagie za téchto podminek. Naopak nadmérna exprese TOR neméla Zadny ucinek
na autofagii navozenou oxidativnim nebo ER stresem, coZ prekvapivé naznacuje, ze sama
nadmérna exprese TOR neni schopnd potladit autofagii navozenou témito stresy. Pomoci
hormonu auxinu, ktery zvysuje aktivitu TOR, se da potvrdit existence dvou cest pro aktivaci
autofagie za rliznych podminek. Pfidani auxinu, v souladu s t¢inkem nadmérné exprese TOR,
inhibovalo autofagii béhem nedostatku Zivin, soli a osmotického stresu, ale ne béhem
oxidacniho nebo ER stresu. To znamend, Ze autofagie navozena oxidativnim a ER stresem

mlze byt regulovdna prostfednictvim TOR-nezavislé cesty. Auxin potlacuje autofagii
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navozenou nedostatkem sacharézy a dusiku a osmotického stresu a to prostrednictvim TOR

(Pu et al., 2017).

Procesem autofagie mohou byt degradovany i celé organely v pfipadé jejich poskozeni.
Jednd se naptiklad o chloroplasty, které mohou byt poSkozeny slunec¢nim zarenim. Timto
poskozenim dochazi ke zhrouceni chloroplast(, které jsou celé transportovany do vakuoly.
Tento proces, transport celych chloroplastt do vakuoly, se nazyva chlorofagie. U ATG mutant(
k ni nedochazi a zhroucené chloroplasty zlstdvaji akumulované v cytoplazmé. Transport
celych chloroplast do centralni vakuoly je zprostfedkovan sekvestrovanim autofagozomalni
membranou, na rozdil od pfipad(, kdy je transportovdna ¢ast stroma prostfednictvim RCB
(Rubisco-containing body) drahy. Chlorofagie mlze byt vyvolana poskozenim chloroplastu
zplGsobenym bud umélym viditelnym svétlem nebo pfirozenym slune¢nim zarenim (lzumi et

al., 2017).

Také dalsi rostlinné organely, peroxizomy, které hraji klicovou roli v odbouravani mastnych
kyselin béhem post zdrodecného rustu pro poskytnuti uhliku rostliné pred ndstupem
fotosyntézy, mohou byt degradovany pomoci autofagie, tzv. pexofagie. K autofagii
peroxizom( u A. thaliana dochdzi u hypokotyll napfiklad béhem ristu mladych sazenic.
Mutanty defektni v autofagii akumuluji prebytecné peroxizomy v hypokotylovych burikach.
Dale se ukazalo, Ze pro degradaci peroxizomalnich proteinli ve vakuole je vyZzadovan ATG7

(Kim et al., 2013).
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4.1.Typy mechanismtu autofagie
Proces autofagie v sobé zahrnuje dva zakladni mechanismy, tedy selektivni a neselektivni

autofagii. V ramci neselektivni autofagie dochazi k hromadné degradaci cytoplazmatického
obsahu. Pfi selektivni autofagii jsou degradovany zejména bunécéné struktury, specifické

rozpustné proteiny, poskozené organely nebo proteinové agregaty.

V posledni dobé se ukazuje, Ze autofagie je selektivnéjsi proces, nez se plvodné
predpokladalo. Selektivni autofagie je zprostfedkovana pomoci autofagickych adaptért. Mezi
hlavni adaptéry se fadi p62 a NBR1, jejichzZ identifikace pomohla k lepSimu objasnéni tohoto
procesu. Oba tyto adaptéry jsou selektivné degradovany autofagii a jsou schopné plisobit jako
receptory pro degradaci ubiquitinovanych substrat(l. Aby byla zajiSténa ucinna selektivni
autofagie, je potfeba pfima interakce mezi témito adaptéry a autofagozomalnim markerovym
proteinem LC3, jejich vlastni schopnost polymerace nebo agregace a jejich schopnost
specificky rozpoznavat substraty (Johansen and Lamark, 2011, review). Konkrétni zapojeni

selektivni autofagie v reakcich na abioticky stres je popsano také v nasledujicich kapitolach.
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5. Role autofagie v podminkach abiotického stresu
Z hlediska zapojeni autofagie v reakcich na abioticky stres mizeme rozlisit nékolik jejich

zakladnich uloh, které nastupuji vreakci na razné typy stresd. Z mého pohledu jedny
z nejrozsifenéjsich jsou likvidace Spatné sbalenych protein(, remobilizace prvkd, antioxidacni

mechanismus nebo stresova pamét.

5.1. Likvidace Spatné sbalenych proteinu
V dusledku stresovych podminek, jako je napfiklad tepelny Sok, buriky monitoruji

nespravné sbalené proteiny, které jsou vysledkem chybné translace, Spatného sklddani nebo
poskozeni. Spatné sbalené proteiny vazné narusuji bunéénou fyziologii, protoze exponované
hydrofobni zbytky vedou k tvorbé nerozpustnych oligomer( a vétsi agregaty méni zakladni
protein-protein interakce, coz zplsobuje bunéénou toxicitu. Tyto Spatné a potenciadlné vysoce

toxické proteiny mlzou byt odstrafiovany autofagii (Shaid et al., 2013, review).

Endoplazmatické retikulum je dllezitd organela pro sbalovani, shromazdovani a
modifikaci protein(i. BEhem jejich syntézy na ribozomech je polypeptididm uréeno, zda budou
sekretovdany nebo budou soucddsti endomembrdnového systému. Pokud dojde v ER
k akumulaci nesbalenych protein(, nazyva se tento stav jako ER stres. Ten m{zZe byt zplsoben
teplem nebo latkami jako je napfiklad tunikamycin nebo dithiothreitol (Yang et al., 2016). Tato
akumulace nesbalenych protein v ER je spoustéem autofagie a vyvolava reakci zvanou
odpovéd na nesbalené proteiny (UPR). Latkou, ktera spousti ER stres a posléze autofagii, je
inositol vyZadujici enzym 1b (IRE1b). Tento enzym primarné spousti autofagii pfi teplotnim
Soku. Naopak zvySend exprese proteinu vazajiciho imunoglobulin (BIP), ktery kdéduje heat

shock protein 70 (HSP70), autofagii redukuje (Yang et al., 2016).

Autofagie ovliviiuje dalsi hlavni degradacni cestu zahrnujici systém ubiquitin-proteazom a
to odstranénim 26S proteazom(l. 26S proteazom je u A. thaliana degradovan autofagii
zprostifedkovanou ATG8. Tento proces byl nazvan proteafagie. U A. thaliana byla pozorovana
depozice proteazom( do vakuol cestou vyzadujici soucasti autofagického apardtu. Tento
transport mlze byt zahdjen oddélené hladovénim na dusik a chemickou nebo genetickou
inhibici proteazomu, coz znadi odlisné indukéni mechanismy. Inhibované proteazomy se
stavaji znacné ubiquitinovanymi a nasledny autofagicky obrat je zprostfedkovan
ubikvitinovym receptorem RPN10. Inhibice proteazomu stimuluje komplexni ubiquitinaci

komplexu, pficemzZ nasledna proteafagie vyZzaduje proteazomovou podjednotku RPN10, kterd
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mUzZe soucasné vazat jak ATGS, tak ubiquitin. RPN10 u A. thaliana tedy nejspiS plsobi jako
selektivni autofagicky receptor, ktery cili na neaktivni 26S proteazomy soubéinymi
interakcemi s ubiquitinovanymi proteazomovymi podjednotkami a lipidovanym ATGS8

lemujicim obalujici autofagické membrany (Marshall et al., 2015).

Selektivni autofagie je zprostfedkovana autofagickymi adaptéry, jako je napfiklad p62
nebo NBR1. P62 a NBR1 jsou samy o sobé selektivnimi substraty autofagie, ale také pUsobi
jako receptory nakladu pro degradaci jinych substratl. Podrobnéjsi analyza rostlinného
homologu NBR1 k savéimu NBR1 (z anglického neighbor of BRCA1l gene) ukdzala jejich
strukturni podobnost, avSak nékteré funkéni vlastnosti sdili se savéim p62 (Svenning et al.,
2011). Naruseni NBR1 u A. thaliana zplsobuje zvysenou citlivost na spektrum abiotickych
stresG. NBR1 obsahuje doménu vazajici ubiquitin a poSkozena stresova tolerance
autofagickych mutantt vedla k tomu, Ze pfi stresovych podminkach dochézelo v nerozpustné
proteinové frakci ke zvySeni akumulace agregdtl bunécnych protein( pozitivnich na NBR1 a
ubiquitin. Autofagie zprostfedkovand NBR1 sméfuje ubiquitinované proteinové agregaty,
které jsou s nejvétsi pravdépodobnosti odvozené od denaturovanych a jinak poskozenych

neplivodnich proteind tvoficich se za stresovych podminek (Zhou et al., 2013).

Je znamo, Ze selektivni autofagie funguje pfi kontrole kvality proteinl cilenou degradaci
Spatné sbalenych a potencialné toxickych proteinl. Pfi zkoumani role a regulace autofagie u
rostliny raj¢ete (Solanum lycopersicum) v toleranci teplotniho stresu bylo zjisténo, Ze teplotni
stres indukuje expresi ATG genl a akumulaci autofagosomu. U rajcete byly identifikovany
homology dvou dulezitych proteinli spojenych s autofagii — ATG5 a ATG7 a homology pro
NBR1 a WRKY33. Indukovanym umlcenim genli ATG5 a ATG7 dochazi k ¢astecnému blokovani
autofagie a byla zjisténa zvysSena citlivost rajéete na tepelny stres. U rostlin s potlaéenou
autofagii byla vice ohrozena fotosynteticka ucinnost a kapacita pti teplotnim stresu nez u
kontrolnich rostlin. Umlceni receptoru selektivni autofagie NBR1, ktery se zaméfuje na
ubiquitinované proteinové agregaty, také narusilo tepelnou toleranci rajcete. Byla vice nez
dvojndsobné zvysena hladina nerozpustnych protein( po vystaveni teplotnimu stresu. Teplem
indukovana autofagie je zpUsobena kooperativni spolupraci proteini WRKY33 a ATG a hraje
zasadni roli pri toleranci tepla, pravdépodobné prostrednictvim selektivniho odstranéni

teplem indukovanych proteinovych agregatd. Umléeni WRKY33 vedlo ke zvySené akumulaci
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nerozpustnych proteind pfi vystaveni teplotnimu stresu. WRKY33 proteiny tedy hraji pozitivni

roli pfi teplem navozeném formovani autofagozom( (Zhou et al., 2014).

U A. thaliana byly identifikovany 3 proteiny (ATI3) spojené s ATG8 obsahuijici specialni
motiv, ktery je zasadni pro interakci s ATGS8. Jejich homology se nachdazeji pouze u
dvoudéloZnych rostlin. Pfi naruseni ATI3 dochdzi k ohroZeni teplotni tolerance, aviak nezméni
se rust ani vyvoj rostliny. ATI3 interaguje s UBAC2A (doména spojend s ubiquitinem na C konci)
a UBAC2B, coz je skupina konzervovanych proteini ER zapojenych do ERAD drahy u lidi.
Zvysené hladiny UBAC2 indukuji tvorbu autofagozomi znacenych ATG8 a ATI3. Na zakladé
pozorovani se predpokladd, Ze ATI3 a UBAC2 zprostfedkovavaji selektivni autofagickou cestu
s dllezitou roli v reakcich na stres rostlin. Rostlinné ATI3 proteiny pravdépodobné pusobi jako
receptory selektivni autofagie zamérujici se na specifické bunécné slozky béhem rostlinného
stresu. Stejné jako u savcéich bunék, kde jsou UBAC2 soucdsti ERAD, byla i v rostlinnych
burnikach zjisténa jejich lokalizace v ER. Tepelny stres vyvolal tvorbu ATG8 znacenych ATI3 a
UBAC2 bodovych struktur, které s nejvétsi pravdépodobnosti predstavuji fagofory nebo

autofagozomy, které obsahuji ATI3 a UBAC2 (Zhou et al., 2018).

V reakci na teplo nebo na (Cinidla zpUsobujici ER stres aktivuji rostliny A. thaliana
transkrip¢ni faktory asociované s ER a faktor sestfihu RNA, IRE1b. IRE1b spojuje mRNA kédujici
bZIP60, zakladni doménu obsahujici transkripéni faktor spojeny s rozvinutou proteinovou
odpovédi v rostlinach. BZIP60 je vyZadovan pro up-regulaci vazebného proteinu 3 (BIP3) v
reakci na ER stres a ztratové mutace v IRE1b nebo bodové mutace v misté sestfihu mRNA
bZIP60 jsou defektni v indukci BIP3. Tato zjisténi ukazuji, Ze bZIP60 je v rostlinach aktivovan
sestfihem RNA a poskytuje pfilezitosti pro monitorovani a modulaci stresovych reakci

v rostlinach (Deng et al., 2011).

5.2. Remobilizace zivin
Rostliny jsou statické a nemohou uniknout z dosahu plsobeni velkého mnoZstvi

biotickych i abiotickych stresu, kterym jsou vystaveny po celé své rlistové obdobi. Aby se
vyporadaly s témito exogennimi stresy a mohly prezivat ménici se podminky prostredi, je pro
né nutnd recyklace a mobilizace Zivin z organu do organu, zejména ze starnoucich organu do
sinkd, po celou dobu Zivota rostliny. Remobilizace je potfebna také pro dobrou produkci

semen. Témto procesim dopomaha praveé autofagie (Chen et al., 2019, review).
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Vétsina studii se pfi zkoumani remobilizace Zivin zaméfuje zejména na dusik. Ten patfi
mezi jedny z nejdulezitéjSich minerdlnich Zivin pro rostliny (Divito and Sadras, 2014). Pfi

nedostatku dusiku dochazi také v rdmci senescence k remobilizaci Zivin (Diaz et al., 2008).

Pro potvrzeni role autofagie pti remobilizaci dusiku bylo zkoumdno nékolik
autofagickych mutant(l A. thaliana, které byly péstovany pfi nizkych a vysokych koncentracich
dusi¢nan(. Vysledky studie ukazuje obrazek €. 2, kde Col znadi rostliny divokého typu a zbylé
tfi jednotlivé autofagické mutanty. Mutanty vykazovaly rychlejsi a dfivéjsi starnuti listd nez
divoké typy a ucinnost remobilizace dusiku u nich byla také znatelné nizsi nez u divokého typu

(Guiboileau et al., 2012).

HighN LowN 70 DAS

Col

g RNAIi18]

atg5-1

" d atg9-2

Obrdzek 2 — Casny senescencni fenotyp mutantt s defektem autofagie za podminek vysokych a nizkych koncentraci
dusi¢nand. Prevzato z: Guiboileau et al., 2012

Dalsi studie provedend u A. thaliana péstované za podminek nizké a vysoké
koncentrace dusi¢nan( se sousttedila na metabolity, enzymatickou aktivitu a obsah protein(.
Stav uhliku a dusiku byl u autofagickych mutantd ovlivnén jesté pred tim, nez byly pozorovany

jakékoli viditelné priznaky starnuti. Autofagické mutanty hromadily vétsi mnoZstvi amoniaku,
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aminokyselin a protein( nez rostliny divokého typu. Tato pozorovani ukazuji, Ze ATG mutanty
akumuluji fyziologické a metabolické poruchy. To ukazuje jednak na vedlejsi Gicinky symptom{
Casného starnuti listl a jednak pfimé ucinky defektl autofagické aktivity. Defekt autofagie lze
demonstrovat akumulaci rlznych dusikatych sloucenin (amoniaku, aminokyselin nebo
protein(l) v listech. Autofagie tedy zodpovida za stav uhliku a dusiku a za obsah protein(i u A.

thaliana (Guiboileau et al., 2013).

U bunék A. thaliana je vyvolana autofagie po hladovéni uhlikem, coz také vede
k okamzitému zastaveni bunécného ristu a k rychlé degradaci bunéénych proteint (Rose et
al., 2006). Kvantifikace struktur souvisejicich s autofagii ukazuje, Ze buriky reaguji na stresovy
signal rychlym a masivnim, ale prechodnym vybuchem autofagické aktivity, ktery se
stresovému signdlu prizplsobuje. Geny souvisejici s autofagii jsou na zacatku hladovéni
prechodné up-regulovany. Po hladovéni na sachardzu byla pozorovéna exprese genll AtATG3,
AtATG4a, AtATG4b, AtATG7 a AtATG8a — AtATGS8i, coZz jsou ortology kvasinkovych genu
zapojenych do konjugaéni cesty podobné ubikvitinaci ATG8 a jsou spojeny s tvorbou
autofagozom. Béhem prvniho dne hladovéni dochazi k degradaci témér tretiny celkovych
proteinll. A formace autofagické vakuoly je navozena hladovénim na sacharézu. Po
autofagické degradaci proteind vznika v bunice NHa4*, ktery je pro burku toxicky. Aby se ho
burika zbavila, pravdépodobné kv(li tomu dochazi v burice k de novo syntéze asparaginu (Rose

et al., 2006).

Castymi typ0 stres(, které doprovazeji hladovéni, jsou vysoka salinita a sucho a i béhem
nich dochazi k navozeni autofagie. U obou téchto strest dochazi ke zvySeni exprese genu
spojeného s autofagii AtATG18a a nasledné ktvorbé autofagozomi. Rostlinné mutanty
v tomto genu vykazuji vyssi citlivost na slané a osmotické podminky, a proto mohou fungovat
v odpovédi rostlin na tyto stresy. Pfi zkoumani, zda autofagie funguje také pfi toleranci soli a
sucha, bylo zjiSténo, Ze obé tyto podminky ovliviuji rlist, avSak u mutantd daleko vyraznéji. Pri
vystaveni suchu maji divoké rostliny listy zelené se spravnym turgorem, naopak u mutantnich
rostlin jsou listy postupem casu vysusené. PFi vystaveni solnym stresovym podminkam maji
jak divoké tak mutantni rostliny mensi vzrlst, ale u mutantnich rostlin je rist zpomalen
vyraznéji. Autofagie je tedy pro rostliny nezbytnd, aby mohly tolerovat podminky s vysokym
obsahem soli a sucho. Rizné environmentalni stresy mohou indukovat autofagii a ta mize byt

regulovana odliSnymi signdlnimi cestami v riznych podminkach. Pri hladovéni a solném stresu

16



je autofagie vedena cestou zavislou na NADPH oxidaze zahrnujici ROS. Naopak pfi osmotickém
stresu je autofagie regulovdna cestou nezavislou na NADPH oxiddze a nemusi zahrnovat

reaktivni formy kysliku jako signal (Liu et al., 2009).

Jednim z genl spojenych s autofagii je u rostlin AtATG8 a jeho exprese Cini rostliny
citlivéjSimi na mirny solny stres a v mensi mife na mirny osmoticky stres. S touto citlivosti jsou
pak spojeny rlizné zmény v kofenové architekture. Po expozici rostlin solnému stresu totiz
divoké rostliny vykazuji podstatné silnéjsi zpomaleni prodluzovani primarnich korfen( oproti
rostlinam exprimujicim AtATGS8. Ztoho tedy vyplyva, Ze inaktivace bazalni autofagie je
potfebnd pro sprdvnou inhibici ristu primarnich kofenl v reakci na solny stres (Slavikova et

al., 2008).

Vliv stresovych podminek na remobilizaci Zivin byl zkouman i u dalSich druh( rostlin. U
mutantl kukufice v genu ATG12, ktery blokuje modifikaci ATG8, byl béhem nedostatku dusiku
a fixniho uhliku narusen autofagicky transport a vakuolarni Stépeni. Fenotypové byly tyto
rostliny v podminkdach bohatych na Ziviny normalni a plodné, pfi nedostatku dusiku byl vsak
rast vyrazné pozastaven. Tato studie tedy dokazuje, Ze vliv nedostatku dusiku vyrazné

ovliviiuje produktivitu kukufice (Li et al., 2015).

Dalsi plodinou, u které bylo Zadouci zjistit jeji vliv autofagie na stresové podminky, byla
ryze. Byla potvrzena autofagickd role jejiho genu OsATG8 a bylo zjisténo, Ze se podili na
recyklaci dusiku. Diky témto vysledkiim se predpokladd, Ze tento gen by mohl slouzit pro

molekuldrni Slechténi ryze (Fan et al., 2020).

Uhlik ovéem neni jedinym nutrientem, ktery se rostliny snazi remobilizovat. Casty byva
také nedostatek Zeleza. Rostliny A. thaliana defektni v autofagii vykazuji vyrazné snizenou
translokaci Zeleza do semen. Tento problém se tyka i dalSich prvk( jako je napfiklad zinek nebo

mangan (Pottier et al., 2019).

5.3. Antioxidacni role autofagie
Pfi setkani s oxidacnim stresem jsou proteiny znacéné oxidovany vysoce reaktivnimi a

toxickymi reaktivnimi formami kysliku (ROS). Takto poskozené proteiny je potfeba rychle a
ucinné degradovat. Autofagie je pravé jednim z hlavnich proteolytickych systému, ktery muze

oxidované proteiny degradovat.
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Oxidacni stres je definovan jako ‘“vaind nerovnovaha mezi tvorbou reaktivnich forem
kysliku a antioxidac¢ni obranou ve prospéch ROS, kterd zplsobuje nadmérné oxidacni

Ill

poskozeni biomolekul” (Halliwell, 2011). RGzné stresory, které indukuji autofagii, jako je
hladovéni a hypoxie, mohou zvysit produkci ROS, kterymi jsou napfiklad superoxidovy
anioradikal a peroxid vodiku. ROS jsou molekuly odvozené od kysliku, které jsou generovany
v Zivych organismech. Jsou obecné vysoce reaktivni a podléhaji nespecifickym reakcim s
biologickymi molekulami. Diky své vysoké reaktivité maji ROS kratkou Zivotnost. ROS je
skupina molekul, které jsou volnymi radikaly a ve svych vnéjsich orbitalech obsahuji neparové
elektrony. Ddle sem patfi také neradikalové molekuly. Mezi volné radikaly patfi superoxidovy
anionradikal (02*) a hydroxylovy radikal (OH*®). Peroxid vodiku (H,0:) je neradikalovd ROS. ROS
mohou byt generovany jak exogennimi, tak endogennimi faktory. Priklady exogennich faktor
jsou ultrafialové (UV) a ionizujici zareni, rlizna farmaceutickd cinidla a toxiny Zivotniho
prostfedi. Na endogenni Urovni jsou ROS produkovany hlavné béhem mitochondriadlniho
dychani. Autofagie indukovana ROS mUze byt bunéény ochranny mechanismus, ktery zmirnuje
oxidacni stres, nebo destruktivni proces. Zvysené hladiny ROS mohou regulovat autofagii
nékolika rliznymi cestami, jako je aktivace signalni kaskddy AMPK a komplexu ULK1, oxidace
Atg4, naruseni interakce Bcl-2/Beclin-1 a porucha mitochondridlni homeostazy vedouci k
mitofagii. Aktivace autofagie mulZe zase regulovat oxidacni stres recyklaci poskozenych
mitochondrii produkujicich ROS. ROS tedy mohou regulovat autofagii a autofagie zase muze

regulovat oxidacni stres (Redza-Dutordoir and Averill-Bates, 2021, review).

Za hlavni ROS regulujici autofagii je povazovan superoxidovy anionradikal, jehoz hladina
stoupa pfi hladovéni (Chen et al., 2009). Jako fyziologicka adaptacni cesta, ktera chrani bunky
pred poskozenim vyvolanym stresem, slouzi osa autofagie ROS-ATM-CHK2-Beclin 1. Autofagie
zprostredkovana kindzou CHK2 (checkpoint kinase 2) omezuje hladiny ROS béhem nedostatku
Zivin a také omezuje metabolické vykyvy k udrieni homeostaze bunék a tkani. V reakci na
stimulaci ROS se CHK2 vaze a fosforyluje Beclin 1, ¢imZ podporuje autofagii prostfednictvim
uvolnéni Beclin 1 z Bcl-2 sekvestrace. V této draze tedy funguje ROS jako signdini molekula k
modulaci autofagického toku. Autofagie zprostfedkovana CHK2 ma také neocekavanou roli ve
snizovani hladin ROS odstranénim poskozenych mitochondrii, které jsou nezbytné pro preziti

bunék ve stresovych podminkach (Guo et al., 2020).
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Nizké davky expozice ROS stimuluji mTORC1, zatimco vysoké koncentrace nebo
dlouhodobé pulsobeni ROS snizuji aktivitu mTORC1 in vivo a v fadé bunécnych linii (Li et al.,

2010).

Oxidacni stres je navozen po oSetfeni rostlin H,0, nebo MV (methyl viologen) (Xiong et al.,
2007). H20; mize difundovat pfes membrany a pfimo zpuUsobit poSkozeni bunécénych casti,
MV pfijima elektrony z PSI v chloroplastech a poté reaguje s kyslikem za vzniku superoxidu.
Mutantni transgenni rostliny RNAi-AtATG18a jsou citlivéjsi na oSetfeni MV a akumuluji vyssi
uroven oxidovanych proteintd ve srovnani s divokym typem. Tato data naznacuiji, Ze autofagie
se podili na degradaci oxidovanych proteini béhem oxidacniho stresu u A. thaliana.
Oxidované proteiny mohou byt transportovany do vakuoly pro degradaci autofagickou cestou.
Timto zplsobem mohou buriky eliminovat oxidované proteiny, aby zvysSily své preziti pod

silnym oxidaénim stresem (Xiong et al., 2007).

Hlinik je jednim z toxickych prvk( v puadé. Oxidacni stres zplsobeny hlinikem muize
poskodit nékteré bunécné soucdsti v zavislosti na druhu rostliny. V citlivé linii u kukuftice
indukoval hlinik a oxida¢ni stres bunéénou smrt v bunkach kofenové Spicky (Boscolo et al.,
2003). Pfi studiu role autofagie v reakci na stres z hliniku u A. thaliana bylo zjisténo, Ze hlinik
mUzZe zvysit expresi genl souvisejicich s autofagii. Mutanty s defektni autofagii byly citlivéjsi
na podminky s hlinikem a vykazovaly vaZinéjsi poSkozeni nez rostliny divokého typu, véetné
vysSich oxidaénich poskozeni a akumulace ROS. Oddélené listy mutant mély mensi schopnost
zGstat zelené pfi oSetfeni hlinikem. Tyto vysledky naznacuji, Ze hlinik mdze indukovat
autofagii, kterd je nezbytna pro obranné reakce na toxicitu hliniku u A. thaliana a m{ze toto

poskozeni zmirnit odstranénim nadprodukce ROS (Ren et al., 2016).

Vzajemna regulace ROS a autofagie byla studovana po navozeném hypoxickém stresu u
korenl psSenice. Vysledky ukdzaly, Ze stres z hypoxie zpUsobil vétsi zvyseni hladin ROS ve stéle
nez v klife a stéle méla také vyssi droven autofagie. Déle se také ukdzalo, Ze autofagie by
mohla odstranit prebyte¢né ROS, protoZe predchozi pfidani inhibitoru autofagie zvysilo
hladiny ROS v korenech a naopak pridani induktoru autofagie hladiny ROS sniZilo. Lze tedy
fici, Ze stres z hypoxie indukoval akumulaci ROS, které plsobi jako signdl pro nastartovani
autofagie. Kromé toho vyssi hladina autofagie usnadnuje eliminaci oxidaéniho poskozeni

zplGsobeného nadmérnym mnozstvim ROS a tim zvysuje preZivani bunék (Lin et al., 2021).
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Ukazalo se, Ze autofagie hraje klicovou roli v regulaci aktivity kofenového meristému
zprostfedkované glukézou. Vreakci na signalizaci glukézou slouZzi hladiny ROS
zprostiedkované autofagii jako centralni reguldtor majici dvoji roli v regulaci kofenového
systému. Na jedné strané nerovnovaha rdznych druht ROS nebo akumulace ROS indukovand
vysokymi hladinami glukdzy oxiduje auxin pro degradaci, zhorSuje aktivitu korenového
meristému a nasledné inhibuje rlst kofene. Na druhé strané vysoké hladiny ROS také posiluji
konstitutivni autofagii zpisobem nezavislym na TOR, aby se zmirnilo oxidacni poskozeni
zplUsobené nadbytkem ROS a zachovala se funkce korfenového meristému za stresovych
podminek. Naproti tomu mutanty v genech spojenych s autofagii narusuji prenos signalu o
vysoké hladiné glukdzy, coz mlze zmirnit jak oxidaci auxinu pomoci ROS, tak konstitutivni
autofagii. Tim se zvysi tolerance vici glukdze, a tedy se zvysi rlist korenli za podminek

s vysokym obsahu glukézy (Huang et al., 2019).

U A. thaliana zvySené hladiny redoxniho responzivniho transkripéniho faktoru 1 (RRTF1)
zpUsobuji akumulaci ROS z dlivodu pusobeni abiotického stresu. Rlzné ROS samy stimuluji
expresi RRTF1, coz naznacuje, Ze RRTF1 zesiluje tvorbu ROS v reakci na stres, ktery jiz generuje

bazalni hladiny ROS (Matsuo et al., 2015).

Dalsi funkci v regulaci autofagie ma GAPC (glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza). Protein
3 souvisejici s autofagii (ATG3) reaguje s cytosolickou GAPC za ucelem regulace autofagie u
rostlin Nicotiana benthamiana. ROS inhibuiji jejich interakci. Ztlumeni GAPC aktivuje autofagii
zavislou na ATG3, zatimco nadmérna exprese GAPC autofagii u rostlin potlacuje (Han et al.,

2015).

5.4. Stresova pamét
Rostliny si vyvinuly mechanismy, diky kterym si mohou pamatovat minulé stresové

udalosti a pripravit svou odpovéd tak, aby pfi pfistim setkani se stresem mohly reagovat
rychleji a silnéji. Vyzkumy z poslednich let odhaluji mechanismy ziskavani a ukladani téchto
informaci. Roste také porozuméni zavaznosti souvislosti stresu a paméti (Hilker and

Schmiilling, 2019, review).

V prabéhu evoluce se rostlinné genotypy musely adaptovat na nejrdznéjsi abiotické
stresy, jako jsou ménici se svételné podminky, teplo, sucho, chlad nebo mrdz. Genotypova

adaptace na stres je vyhodna zejména tehdy, pokud se stres vyskytuje pravidelné. Nicméné
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jelikoZ se vétSina stresovych udalosti vyskytuje nepravidelné a prechodnég, je pro rostliny
vyhodna genotypova a fenotypova plasticita. Po opakovaném vystaveni stresu se rostlina
muZe naucit se s nim vyrovnavat a tim zabranit zhorseni své kondice (Hilker and Schmiilling,

2019, review).

Stresovd pamét byla studovana u A. thaliana pfi pUsobeni tepelného stresu a bylo
zjisténo, Ze autofagie je dllezity negativni regulator tepelné paméti a tim i tolerance vidi
naslednym tepelnym stresim. Autofagie zprostfedkovavd specifickou degradaci proteint
tepelného Soku (HSP), coz vede k akumulaci proteinovych agregdatli po vystaveni druhému
teplotnimu stresu a k naruseni tolerance tepla. Mutanty s poskozenou autofagii vykazuji lepsi
tepelnou pamét. Trvale vysoka hladina HSP u ATG mutantl chrani bunécné proteiny proti
Skodlivym ucinkim plsobeni dalSiho teplotniho stresu a brani hromadéni nerozpustnych

proteinovych agregdatl (Sedaghatmehr et al., 2019).

V reakcich rostlin na opakovany tepelny stres hraje roli selektivni autofagie
zprostfedkovana receptorem NBR1, ktery kontroluje hladiny HSP. U A. thaliana byla béhem
faze zotaveni detekovana zvySend akumulace struktur pripominajicich autofagicka téliska a
obsahujicich NBR1. U ATG mutant( byla pozorovana vyssi akumulace NBR1, cozZ potvrdilo, Ze
NBR1 je substratem autofagie a pripadné receptorem autofagie béhem zotaveni z tepelného
stresu. Ztratova mutace NBR1 vede k silnéjsi paméti na tepelny stres (Thirumalaikumar et al.,

2020).
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6. Zaver

Autofagie je velice zajimavy proces probihajici v burice. PfestoZe se jedna o konzervovany
mechanismus, ktery Ize nalézt u kvasinek, Zivocichl i rostlin, jeho regulace je pomérné slozita.
PFi vypracovavani této reSerSe jsem narazila na vice neZ tfi desitky objevenych gen(
Ucastnicich se autofagie. Porozuméni mechanism(m autofagie patfi v poslednich letech mezi
intenzivné zkoumand témata v ramci bunécéné biologie nejen u rostlin. Jednotlivé kroky jsou
pfesné regulovany a staci maly zdsah do takto fizeného mechanismu, ktery se pak muze
projevit vyraznou zménou v celé draze. Autofagie mlze byt aktivovana rychle a prechodné.
Jedna se o dynamicky proces, ktery musi byt schopen rychlé regulace, aby mohl odpovidat na
docasné pozadavky bunék za proménlivych podminek. Toho mohou rostliny vyuzivat
vzhledem kjejich nemoZnosti Uniku pred nepfiznivymi podminkami. Rostliny totiz musi
reagovat na prechodné, ale opakujici se stresy. Autofagie je zahrnuta témér ve vsech
aspektech Zivota rostliny. Z hlediska vyznamu se jedna opravdu o duleZity proces, ktery bézi
jak za normadlnich, tak za stresovych podminek. Za normadlnich podminek bézi tzv. bazalni
autofagie, kterd je zodpovédnd za odstranéni nepotfebnych soucdsti bunky nebo za
remobilizaci Zivin. V reakci na stresové podminky bézi autofagie kvili odstranéni nechténého
nebo poskozeného materidlu. Odstrafiovany nemusi byt jen bunécéné soucasti, ale nékdy jsou

odstranovany i celé organely.

Autofagie je tedy velké téma, v rdmci kterého uz bylo u¢inéno mnoho poznatk i u rostlin,
avsak stdle jesté z(stava spousta oblasti a mechanism{, které zbyva objevit nebo objasnit. Je

potieba naptiklad zjistit, jestli existuji jesté dalsi geny spojené s autofagii.

Po vytvofeni mutantl v jednotlivych genech mlzeme dobfe vidét jejich ulohu v ramci
tohoto procesu. Jednotlivé mutanty vykazuji odlisSné chovani na jednotlivé typy stres. V této
praci jsem se zamérila na zapojeni autofagie za stresovych podminek, na to, jaké mechanismy

probihaji v reakci na rlizné typy abiotickych stresu.

Autofagie hraje roli ve stresové paméti a u nékterych rostlin je také zahrnuta v toleranci
stresu. Primarné byla autofagie povaZovana za neselektivni, kdy jsou degradovany casti
cytoplazmy. S identifikaci autofagickych receptort u rostlin pak miZzeme hovofit o autofagii

selektivni.
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Funkce gen( spojenych s autofagii jsou zajimavymi tématy pro vyzkum, protoZe regulacni
drahy autofagie jsou slozZité a ne zcela kompletné popsané. Je tfeba v téchto vyzkumech
pokracovat, aby se mechanismus co nejvice objasnil. Porozuméni mechanismUim autofagie je
dilezité i pro zemédélské biotechnologie. Ziskané poznatky potom mohou byt vyuZity ke
Slechténi odolnéjsich rostlin, coz mize mit velky prospéch pro hospodafstvi. Diky stresové
pameéti rostlin je mozné je ndsledné adaptovat na neptiznivé podminky. To poté mlze mit
velky pfinos pro zemeédélstvi, kde je vidy snaha o co nejvétsi vynosy i pfi ne zcela idealnich
podminkach. Své vyuziti to mlze najit naptiklad na mistech s nedostatkem zemédélské pady

nebo na mistech s nepfiznivymi klimatickymi podminkami.
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