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Abstrakt

Tato bakalaiska prace je zaméiena na specifickou drahu odezvy rostlinnych bun¢k na
stres endoplazmatického retikula — odpovéd’ na Spatné sbalené proteiny (Unfolded Protein
Response, UPR) a jeji roli v signalizaci imunity rostlin. V praci jsou shrnuty zakladni
dosavadni poznatky o molekuldrni podstaté rostlinné imunity a reakci na pfitomnost
patogenu, pri¢emz nékteré vyznamné molekuly téchto drah jsou dany do souvislosti prave
s UPR. Zdlraznéna je mimo jiné role kyseliny salicylové, kterd spojuje signalni drahy UPR
se vznikem lokalni i systémové rezistence vic¢i patogenim. Je zde zminéna rovnéz role
fosfolipidu, které se v posledni dobé ukazaly byt vyznamnym komponentem signalnich drah

odezvy na bioticky stres v rostlinach.

Kli¢ova slova: odpovéd’ na Spatné sbalené proteiny, endoplazmatické retikulum, imunita

rostlin, kyselina salicylova, fosfolipidova signalizace, bioticky stres

Abstract

This bachelor thesis is concerned with the specific pathway in a response to
endoplasmic reticulum stress in plant cells — the Unfolded Protein Response (UPR) and its
role in plant immunity signalling. The work summarizes the main recent knowledges of
molecular components of plant immunity and response to plant pathogens, focusing on
important molecules that are also connected to UPR. The role of salicylic acid as a molecule
on a crossroad between UPR signalling pathways and local and systemic resistence, is
highlighted in this work. Recently, the phospholipids have also been shown to be important
component of signaling pathways in response to biotic stress in plants and their role is also

mentioned.

Key words: Unfolded Protein Response, endoplasmic reticulum, plant immunity, salicylic

acid, phospholipid signalling, biotic stress



Seznam pouzitych zkratek

ABA — kyselina abscisova (abscisic acid)

AvrRpm1, AvrRpt2 — bakterialni proteiny avirulence
BABA — kyselina -aminomaselna

BiP — binding immunoglobulin protein (typ chaperonu)
BTH — benzothiadiazol

DAG — diacylglycerol

DGK - diacylglycerol kinaza

ER — endoplazmatické retikulum

ETI — imunitni reakce vyvolana bakterialnimi efektory (Effector Triggered Immunity)
HR — hypersenzitivni reakce

IRE1 — Inositol-Requiring Enzyme 1

MAMPs — molekuly asociované s mikroorganismy (Microbe-Associated Molecular
Patterns)

MTI — imunitni reakce vyvolanda MAMPs (MAMP Triggered Immunity)
NO — oxid dusnaty (nitric oxide)

NPR — Nonexpressor of Pathogenesis-Related genes

PA —kyselina fosfatidova (phosphatidic acid)

PR proteiny — proteiny spojené s napadenim rostliny patogenem (pathogenesis-related)
PCD — programovand bunécna smrt (programmed cell death)

Pst — Pseudomonas syringae pathovar tomato

ROS — reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

SA — kyselina salicylova (salicylic acid)

SAR — systémové ziskana rezistence (systemic acquired resistance)

TF — transkrip¢ni faktor

Tm — tunicamycin

WT — wild type (linie Arabidopsis thaliana divokého typu)
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Uvod
Rostliny neustale ¢eli utokiim ze strany patogentl. Usp&$na obrana vyzaduje silnou
reorganizaci metabolismu rostliny. Takové zmény zahrnuji intenzifikaci biosyntetickych
procest, vyzadovanych k produkci antimikrobialnich latek (polysacharidii a proteintt). Tim
dochdzi ke zvysSené zatézi na endoplazmatické retikulum (ER), jenz mize vyustit ve specifickou

reakci — stres vyvolany Spatn¢ sbalenymi proteiny (Unfolded Protein Response, UPR).

ER je mistem syntézy vétSiny sekretovanych proteinid, rozpustnych v cytosolu i
asociovanych s membranou. Sekretované proteiny piedstavuji témeét tretinu vSech bunécnych
proteint. V ER rovnéz dochazi k syntéze a modifikacim mnoha druhti lipidd, jako jsou naptiklad
mastné kyseliny s velmi dlouhym fetézcem, fosfolipidy, sfingolipidy nebo také triglyceridy,

které jsou slozkou rostlinnych oleji.

Nejprve byla drdha UPR popséna u zivocichii a kvasinek, ale probiha stejné také u
rostlin. Z fyziologického hlediska je draha spusténa pii akumulaci Spatné sbalenych proteini
v lumen ER, situaci oznacované jako ,,ER stres®, ke které dochazi pfi abiotickém i biotickém
stresu. Drdha UPR je konzervovana napfi¢ eukaryotnimi liniemi. Hlavni molekularni
komponenty této drahy byly objeveny v posledni dekadé u modelové rostliny Arabidopsis
thaliana. V ramci UPR drédhy u A4. thaliana rozliSujeme dvé vétve: jednu vedenou pies enzym
zavisly na inositolu (Inositol-Requiring Enzyme 1, IRE1), multidoménovy protein ukotveny
v membrané¢ ER, a druhou, zavislou na transkripcnich faktorech bZIP17 a bZIP28. Prvné
jmenovana vétev je aktivovana neobvyklym sestfihem mRNA koédujici bZIP60, za ucasti IRET.
Tato udalost, pfi které dochazi ke ztrat€ posledniho intronu bZIP60, vede k posunu cteciho
ramce (open reading frame) a vyusti v translaci proteinu rozpustného v cytosolu, ktery mize byt
transportovan do jadra. Aktivace druhé vétve je zprostiedkovdna regulovanym procesem
intramembranové proteolyzy, coZ zplsobi ztratu transmembranové domény proteini bZIP17 a
bZIP28. Tim dochéazi k uvolnéni téchto dvou transkripénich faktorii a jejich relokaci do jadra

(Liu et al., 2007).

Tim, ze je drdha UPR vyvolana v ER, ovliviiuje funkci riznych proteinti lokalizovanych
v ER. To je zvlast¢ vyznamné u proteinid zapojenych v signalizaci, napiiklad fosfolipidové
signalizaci. OvSem vyvolani UPR pfi oSetfeni tunicamycinem (Tm) u rostlin A. thaliana
neovlivituje fosfolipidovy profil, ale postihuje expresi n¢kolika genli zapojenych v biosyntéze
lipidit (Yu et al., 2018). Zaroven bylo zjisténo, ze noveé objeveny protein SVB (SMALLER
TRICHOMES WITH VARIABLE BRANCHES), zapojeny v UPR, vykazuje schopnost vazby

fosfoinositidd (Yu & Kanehara, 2020). Jiny enzym zuacastnény v metabolismu lipida,
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fosfoinositid-specificka fosfolipaza C (PLC) se ukazala byt diilezita pro toleranci k UPR, jelikoz
rostliny plc2, mutované vtomto enzymu, vykazovaly zvySenou citlivost k oSetfeni Tm
(Kanehara et al., 2015). Nedavné prace rovnéz poukazuji na silnou vazbu mezi zménami
v desaturaci membran a aktivaci UPR v rostlinach (Iwata et al., 2018; Nguyen et al., 2019). Bylo
také zjisténo, ze vétev UPR vedouci pies IRE1/bZIP60 u tasy Chlamydomonas reinhardtii
reguluje specifické druhy fosfolipidi a mastnych kyselin (Yamaoka et al., 2019). Vétev
IRE1/bZIP60 je navic pod kontrolou kyseliny salicylové (SA), ¢imz se UPR dostavd do
souvislosti s lokalni 1 systémové ziskanou rezistenci, regulovanou SA (Moreno et al., 2012;

Zhang et al., 2015).

V této souvislosti se tedy zkoumani vztahu UPR a lipidové signalizace ukazuje jako
zasadni. Fosforylaci diacylglycerolu (DAG) katalyzovanou diacylglycerol kinazami (DGK) se
tvori kyselina fosfatidova (PA) (Arisz et al., 2009). DAG jako substrat pro DGK je poskytnut
bud’ fosfoinositid-dependentnimi fosfolipaizami C (PI-PLC), vyuzivajicimi fosforylované
fosfoinositidy, nebo nespecifickymi fosfolipdzami C (NPC), které vyuzivaji strukturni
fosfolipidy (Pokotylo et al., 2013). PA je povazovéana za jednoho z hlavnich druhych posli
v rostlinnych buiikéch (Cacas et al., 2017) Pfi napadeni patogeny a pii situaci mimikujici infekci
pfidanim elicitord, stejné jako pfi plsobeni riznych druhli abiotického stresu (sucho, chlad,
osmoticky stres) byla akumulace PA jednak prok4zana farmakologickymi postupy, jednak piimo
potvrzena biochemickymi metodami (Cacas et al., 2017; Hou et al, 2016) Je tedy
pravdépodobné, Ze DGK se podili na signalizaci ER stresu v mnoha z téchto situaci skrze

produkci PA.

Tato prace se mimo jiné zaméfuje na diacylglycerol kindzy (pfedevS§im DGK2) a jejich
potencialni roli v UPR. DGK2, lokalizovand v ER (Gémez-Merino et al., 2004), byla doposud

davana do souvislosti s odpovéd’'mi na stres, avsak ne do souvislosti s UPR.

Cilem této prace je vytvofit literarni pfehled o molekularni podstaté UPR v rostlinach a
souvislosti UPR s imunitou rostlin a fosfolipidovou signalizaci. Nepovinnou soucasti prace je
rovnéz experimentalni ¢ast, cilend na testovani indukce UPR a poSkozeni listli po oSetfeni Tm.
Hypotézou je, Ze v listech oSetfenych Tm se budou tvofit reaktivni formy kysliku (ROS) a bude

pozorovana bunécnd smrt.



Signalizace v imunité rostlin

Imunita rostlin

Obrana rostlin proti patogentim je zaloZena na v€asném rozpoznani patogenu a rychlé
reakci umoznujici patogen zlikvidovat. Nékteré prvky jsou spoleéné i1 pro zivocichy, ale
v imunit¢ rostlin existuji jista specifika. Imunita rostlin se skladé z vice urovni. Zakladni tiroven
imunitni obrany se aktivuje pritomnosti molekularnich vzorcii asociovanych s mikroorganismy
(Microbe-Associated Molecular Patterns, MAMPs) v apoplastu. Tato urovenn se oznacuje jako
imunita vyvoland MAMPs (MAMP Triggered Imunity, MTI) a slouzi k nespecifické ochrané
rostlin proti mikroorganismim. MAMPs se vdZou na plazmatické membrané na receptory PRR

(Transmembrane Pattern Recognition Receptors) (Jones & Dangl, 2006).

Nékteré z PRR receptort jsou zavislé na zrani a kontrole kvality slozeni proteinu v ER
(Saijo et al., 2009). Jinou bazalni obrannou reakci je sekrece antimikrobidlnich proteini do
apoplastu (Van Loon et al., 2006). Jak receptory vazici MAMPs, tak i antimikrobialni proteiny
sekretované do apoplastu prochazeji ER. Skladani proteinti a sekre¢ni kapacita ER jsou tedy

klicové pro rychlou a efektivni bazalni Girovenl obrany (Wang et al., 2005).

Druhou f4zi imunity je obrana vii¢i efektorim, které jsou syntetizovany patogeny pro
zvySeni jejich virulence. V souvislosti stim existuje u gram-negativnich bakterii, jako je
naptiklad Pseudomonas syringae, sekrecni systém III. typu. Tento systém zajiStuje syntézu
efektort, které manipuluji hostitelské bunky, aby optimalizovaly prostfedi pro rdst patogenu.
Tteti fazi obrany je imunita vyvolana efektorem (Effector Triggered Immunity, ETI), u rostlin
dochdzi k syntéze intracelularnich receptorti efektori (NB-LRR proteinll) a hypersenzitivni
reakci (HR). Nazev receptori je odvozen od ptfitomnosti nukleotid vazebného mista (NB,
Nucleotid Binding) nasledovaného usekem repetic bohatych na leucin (LRR, Leucin Rich
Repeats). Tyto proteiny se také nazyvaji proteiny rezistence (R proteiny) a jsou koédovany
specifickymi geny rezistence (R geny). Funkci R proteind je rozpoznani pfitomnosti efektord
patogenu pfii infekci. V genomu A. thaliana je kdédovéano zhruba 125 R genti. Rostliny jsou velmi
polymorfni, co se tyce pfitomnosti NB-LRR proteinti, coz souvisi s velkou diverzitou
bakterialnich efektort typu III vzniklych selekci za uc¢elem zvySeni uspésnosti infekce. Reakce
rostlin na sekreci efektori patogenem je zahajena rapidnim zvySenim toku kationti Ca®",
zvySenim koncentrace NO a ROS (Yang et al., 1997; Delledonne et al., 1998). Jsou aktivovany
drahy mitogenem aktivované protein kindzy (MAPKK) a transkripce v rostlinnych bunkach je
siln€¢ pozménéna (Asai et al., 2002). Je aktivovan vackovy transport vedouci ke zvysSené sekreci
antimikrobidlnich proteinti a slozek bunécné stény zesilujicich jeji pevnost, jako je napiiklad
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kaloza (Bestwick et al., 1995). Zaroven se akumuluje SA, latka vyvolavajici obranu zejména
proti biotrofnim bakterialnim patogentim, jako je P. syringae (Glazebrook, 2005). Drahy syntézy
kalézy a akumulace SA mohou byt vrostlinich vyvolany aplikaci MAMPs, jako jsou
lipopolysacharidy odvozené zbunécné stény, cold shock protein, purifikovany flagelinovy
peptid flg22 (epitop z nejkonzervovanéjsi c¢asti bakteridlniho flagelinu) a EIf18 (peptid
reprezentujici N-konec bakterialniho elonga¢niho faktoru Tu) (Felix et al., 1999; Kunze et al.,

2004).

U A. thaliana byly pro flg22 a EIf18 identifikovany specifické receptory. Zmény
v transkripci vyvolané ptitomnosti MAMPs v rostlinach se znacné prekryvaji a jejich vysledkem
je blokace vétSiny nebo alespon ¢asti obrannych reakei hostitele (Zipfel et al., 2006). Delece
jediného typu efektoru patogenu vyznamné snizuje jeho virulenci (He et al., 2004). Patogen tedy
syntetizuje vice funkéné se prekryvajicich efektorti, které nejsou homologni, coz vyjadiuje
hypotézu konvergentni evoluce, kde hnaci silou je potfeba manipulovat cilové molekuly hostitele

(Grant et al., 2000).

Rizné typy efektorti interferuji s riznymi slozkami obrannych reakci rostlin. Proteiny
AvrE a HopM1 blokuji ukladani kalozy fizené signalizaci SA (DebRoy et al., 2004). P. syringae
vyuziva signalizaci pomoci kyseliny jasminové (JA) nebo bakteridlniho toxinu coronatinu
s podobnym tuc¢inkem jako JA, ob¢ latky totiz reprimuji signalni drahy SA (Kunkel & Brooks
2002; Brooks et al., 2005). Néekteré efektory blokuji HR rostlin a programovanou bunécnou smrt,
ktera byla vyvolana jinym efektorem (Abramovitch et al., 2003). Podle homologie se znamymi
proteiny byla predpovézena enzymaticka funkce malé skupiny efektort typu IIl. U P. syringae a
nckolika dalSich druht jsou Siroce rozSifené homology podobné efektoru Yersinia pestis —
proteaze inhibujici MAP kindzu u Zivo€ichil, ovSem u rostlin tato aktivita prokdzdna nebyla
(Grant et al., 2006). C-terminalni doména, kterd je sdilena mezi efektory z podskupiny HopAB2,
je potiebnd pro inhibici bunééné smrti (Janjusevic et al., 2006). Nekteré efektory maji vlastnosti
transkripénich faktorti. Jejich C-termindlni doména muiZe byt pienesena do jadra a u rostlin

véetné A. thaliana vyvoléava transkripci (Szurek et al., 2001).

Rostlinné proteiny rezistence nereaguji s efektory piimo vazbou receptor-ligand.
Rostlinny imunitni systém vyuZziva proteiny rezistence k monitorovani uc¢inku efektorti na
proteiny, které jsou patogenem manipulovany za ucelem zvySeni jeho fitness a mozZnosti dalSiho
Sifeni. Proteiny NB-LRR tedy rozpoznavaji modifikace proteinu, na ktery cili efektor patogenu.
Rozpoznani modifikace vede k aktivaci proteinu rezistence, ktery vyvoldva rezistenci
k chorobam (tzv. Guard model). Vznikd zvySend a zrychlena obranna reakce, kterd byva témer

vzdy spojena s HR v mist¢ infekce (Grant et al., 2006).
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Ukladani kaldzy jako obranna reakce

Kaloza je rostlinny polysacharid, amorfni polymer (B-1,3-glukan). V bunééné sténé je
ukladan do tutvart zvanych papily, které se tvofi v misté infekce béhem ranych stadii invaze
patogenu. Slozi jako matrix pro ulozeni antimikrobidlnich latek. Ukladani kalézy typicky
vyvolavaji MAMPs, jako je napiiklad flg22 nebo EIf18 (Gomez-Gomez et al., 2000; Kunze et
al., 2004). Krom¢ MAMPs mohou ukladani kaldzy vyvolat i rostlinné molekularni vzory spojené
s poskozenim bunécné stény (Damage-Associated Molecular Patterns, DAMPs). V takovém

piipadé je obranna reakce vyvolana oligogalakturonidy (Ridley et al., 2001).

Depozice kaldzy vyvoland MAMPs nebo poSkozenim bunécné stény se v posledni dobé
ukdzala jako dobry marker pii studiu signalnich drah vyvolanych MAMPs nebo studiu represe
téchto drah ucinkem efektorti zvysujicich virulenci patogenu. Na ukladani kaloézy v Case a
intenzitu ukladdni mohou mit vliv signdly z prostfedi. Rostliny, které jsou vystaveny lokdlnimu
utoku patogenu, vyvolavaji systémové ziskanou rezistenci, kterd je spojena s rozSifujici se
depozici kalézy pii sekundarni inokulaci patogenem. Kromé toho mohou rozsifeni depozice
kalézy vyvolat i1 latky aktivujici rezistenci, jako naptiklad benzothiadiazol (BTH) — biologicky
aktivni analog SA (Kohler et al., 2002) nebo kyselina f-aminomdaselnd (BABA) (Zimmerli et al.,
2000). Ukazalo se, Ze u A. thaliana vyzaduje aktivace kalozy pomoci BABA drahu zavislou na
kyseling abscisové (ABA). Jelikoz ABA je rostlinnym hormonem odpovédi na abioticky stres, je
pravdépodobné, ze ukladani kaldzy aktivované patogeny je zaroven koregulovano abiotickymi
signaly (Flors et al.,, 2005). ABA se tedy povaZuje za mnohostranny regulator rezistence

k chorobam. Role ABA vsak zavisi na riznych faktorech, ptedev§im na ristovych podminkéch.

Efekt aplikace ABA na ukladani kalozy byl testovan za riiznych ristovych podminek.
Pouze kombinace nizké intenzity osvétleni, péstovani na médiu s 5 % sachardzy a ptritomnosti
antioxidantnich vitamind (kyselina nikotinova, thiamin) zajist'ovala podminky, za kterych ABA
potlacovala kalozu, zatimco veskeré jiné kombinace podminek vykazovaly stimulacni efekty
ABA na ukladdani kalézy. JelikoZ kombinace nizké intenzity osvétleni, vys$Si koncentrace
sachardzy a pfitomnost vitaminl potlacuje akumulaci peroxidu vodiku (H202), pfedpoklada se,

ze dopad ABA na zmény v ukladani kaldzy zavisi na hladiné ROS v burice.

Podle experimenti sledujicich dynamiku akumulace H>O> v reakci na pfitomnost Flg22 a
chitosanu (polymeru z bunécné stény hub), ptedchazi depozici kaldézy pravé akumulace H>Oo.
Dynamika odpovédi na pouzit¢ MAMPs se vSak liSila. U semenacka oSetfenych chitosanem se
peroxid akumuloval v podobnych mistech jako se ukladdala kal6za indukovana chitosanem. Pfi

pusobeni Flg22 vsak tato souvislost pozorovdna nebyla. Ukladani kaldzy vyvolané v reakci na



rizné MAMPs je tedy ziejmée pod kontrolou riznych signalnich drah. Rostliny cat2-1, mutované
v peroxisomalni kataldze, vykazovaly vyrazné zvysené hodnoty H>O» vyvolaného pfitomnosti
MAMPs, s tim korelovaly i zvySené hodnoty kalozy. Tento fenotyp odpovidal uloze peroxidu
v ukladdani kalozy, jelikoz mutant ma snizenou schopnost odbouravat ROS. Mutant rbohD,
zasazeny v genu RBOHD pro NADPH oxidazu (vyvolavajici vznik superoxidu) akumuloval pfi
pusobeni Flg22 snizené mnozstvi peroxidu a neuklddal velké mnozstvi kaldzy. Za ptitomnosti
chitosanu mutant rbohD ukladal bézné mnozstvi kaldzy navzdory sniZzené produkci peroxidu.
Ukladani kaloézy indukované chitosanem tedy funguje nezdvisle na peroxidu produkovaném
RBOHD. Mutant vtcl-1, jenz hromadi desetkrat niz$i koncentrace kyseliny askorbové nez
rostliny divokého typu (wild type — WT, Col-0), akumuloval siln¢ zvySené hodnoty H>O; za
vSech testovanych podminek, coz koreluje se zvySenymi hladinami kalozy syntetizované jako
forma bazalni rezistence i jako reakce na chitosan. AvSak stejné rostliny nevykazovaly zvySeni

hladiny kal6zy po plsobeni Flg22.

V ramci uklddani kaldzy byl rovnéz sledovan piispévek kaldza syntdzy PMR4. Rostliny
pmr4-1 (mutantni v kaléza syntaze), syntetizovaly nizké mnozstvi kalozy syntetizované a na
Flg22 nereagovaly. Chitosan u téchto mutantli sice vyvolal castecnou odpovéd v podobé
ukladani kalozy, ale hodnoty kalézy byly oproti nemutovanym rostlindm sniZeny o 90 %. Kal6za
aktivovana v reakci na Flg22 je tedy zcela odvozena od PMR4, zatimco pfiblizné 10 % kalozy
syntetizované v reakci na chitosan se syntetizuje pomoci jedné nebo vice syntaz nez PMR4

(Luna et al., 2011).

Uloha kyseliny salicylové v imunit& rostlin

Kyselina salicylova je metabolit Siroce rozsifeny mezi prokaryoty i eukaryoty. Jedna se o
beta hydroxy fenolovou kyselinu. V rostlinach byla objevena v relativné malych koncentracich
jako chemicky posel regulujici biologické procesy. Byla tedy jmenovana ,Sestym* hlavnim
fytohormonem (rostlinnym hormonem). Nejvice prostudovana je jeji funkce ,,hormonu obrany*
(Raskin, 1992). Jednou z imunitnich reakci rostlin je i vyvolani HR, kterd mliZze sniZit moZnost
penetrace a Sifeni patogenu prostfednictvim bunééné smrti v misté infekce. Mutant A. thaliana
hrll (nevytvaii HR) akumuluje velké mnozZstvi SA a vykazuje nizsi tok iontl spojeny s HR
(Devadas & Raina, 2002). Mutantni rostliny deficientni v SA naopak vykazuji zesileny tok iontil

cey e

SA (ptipadné jejich metabolitll) v regulaci HR a buné¢né smrti.

Dalsim dulezitym aspektem imunity rostlin, v némz je SA zapojena, je systémov¢ ziskana

rezistence (SAR — systemic acquired resistence). SA byla identifikovana jako jedna z nékolika
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molekul zajist'ujicich mobilni signdl pro vyvoldni SAR, protoze zvysSeni koncentrace SA pfi
infekci patogenem bylo pozorovano jak v misté primérni infekce, tak i v neinfikovanych
pletivech (Malamy et al., 1990). Rostliny exprimujici NahG (gen Pseudomonas putida kodujici
salicylat hydroxyldzu, enzym Stépici SA), jsou deficientni v SAR (Gaffney et al., 1993). Rtzné
studie tedy potvrdily, Ze zvySujici se koncentrace SA v misté primarni infekce i v distalnich
pletivech je zaddouci pro vznik rezistence k patogenu a zvySuje rychlost odpovédi na ptipadné
budouci vniknuti patogenu. SA je tedy v rostliné vyvolana endogenné pii rozpoznani patogenu,
ale imunitni reakce Ize vyvolat i exogenné¢ plsobenim SA na rostliny. Genetické pokusy u
mutantnich rostlin necitlivych na pfitomnost SA pomohly identifikovat gen nezbytny pro
odpovéd’ na SA, Nonexpresser of PR gene 1 (NPRI). Rostliny mutované v tomto genu jsou
nachylné k bakterialnim patogeniim (Cao et al., 1994). U A. thaliana nachazime pét paralogii
NPR1 — NPR2, NPR3, NPR4, BOP1 a BOP2 (Blade On Petiole), které maji domény typické pro
vazbu protein-protein a také domény obvyklé u transkripénich regulatori. Role NPR1 a NPR2 se
ukézala jako pozitivni v downstream regulaci genti odpovédi na SA, zatimco NPR3 a NPR4 jsou
negativnimi regulatory (Castelld et al., 2018). Draha odpovédi jesté neni zcela objasnéna,
dosavadni modely ukazuji, Ze vyS$8i koncentrace SA vyvold monomerizact NPR1 a jeho
translokaci do jadra, kde se vaze na transkripéni faktory TGA a aktivuje masivni transkripci gent
zavislych na NPR1. Pfimd vazba SA na NPR3 a NPR4 tyto regulatory reprimuje, coz jesté zesili
expresi genti zavislych na NPR1 (Ding et al., 2018). Krom¢ zmén v transkripci je soucasti
imunitni reakce zprostiedkované SA 1 produkce slozek bunécné stény zvySujicich jeji pevnost
(napt. kaldzy a ligninu) a také produkce antimikrobidlnich proteinti, napiiklad glukandz a

chitinaz, které degraduji bunécnou sténu patogenu (Pieterse et al., 2009).

Rostliny ¢asto museji feSit kompromis mezi investici do rlstu a investici do imunity.
Pravé SA je latkou, ktera vyrazné ovliviluje rovnovédhu mezi ristem a imunitou. Pokusy na
mutantnich rostlinach A. thaliana ukézaly, Ze rostliny akumulujici SA (napt dmr6 dlol, dvojity
mutant v salicylat hydroxyldze aj.) jsou mensi (Zeilmaker et al., 2015; Pluhatova et al., 2019).
SA totiz plisobi na procesy spojené s auxinem. — inhibuje vnimani auxinu a s tim spojenou
genovou expresi, a zasahuje také do aktivniho mezibunécéného transportu auxinu, jenz je zasadni
pro vyvoj kofene a prytu. Transport auxinu kofenem je ovlivnén SA skrze sniZenou expresi genu
PID (PINOID) kodujiciho kinazu, ktera reguluje lokalizaci pfenasecii auxinu PIN (Armengot et
al., 2016). Vliv SA na transport zprostiedkovany proteiny PIN tedy ziejmé zplisobuje zménu
distribuce auxinu v kofeni. Rostliny A. thaliana oSetiené SA vykazuji mensi velikost prytu,

krat$i kofeny a mén¢ postrannich kotfenti (Pasternak et al., 2019).



Redukovany rtst maji i rostliny se zesilenym stresem v ER (Ruberti et al., 2017). Stres
ER vznikd kvili masivni transkripci aktivované SA, kterd fidi syntézu antimikrobialnich
proteintl, ale i proteini lokalizovanych v ER, napomédhajicich sprdvnému transportu proteint
v ramci ER, a také proteinti spojenych s UPR, jako jsou transkripéni faktory bZIP60 a bZIP28
(Nagashima et al., 2014). Procesy spojené s rastem a vyvojem rostliny mohou signalizaci a
imunitu vyvolanou SA oslabovat. V listech A. thaliana a Nicotiana tabacum se s jejich vékem
postupné snizuje represe signalizace SA. Ve starSich listech je tedy silnéjsi exprese PR1 (marker
signalni drahy SA) (Berens et al., 2019). Nejvice studovanym hormonem, co se tyCe fesSeni
kompromisu mezi riistem a imunitou vyvolanou SA, je auxin. U mutantii necitlivych na auxin
(napt. axr2-1) byla pozorovana zvysena rezistence vuci Pseudomonas sp., u dvojitych mutant
v transkripénim faktoru odpovédi na auxin (ant ail6) byla sniZzend auxinova signalizace a
zvySené hladiny SA (Krizek et al., 2016). AvSak ukazuje se, Ze zvySend exprese nékterych gent
aktivovana plisobenim SA za Gi¢elem zvySeni imunity nema vliv na rlst a vyvoj nékterych druhti
rostlin. Naptiklad zesilend exprese genu A¢tNPR1 zvysila rezistenci a v laboratornich podminkach
nijak neovlivnila rlst u 4. thaliana nebo N. tabacum, ale u Oryza sativa méla negativni dopad na

rust rostliny (Silva et al., 2018).



Souvislost UPR s imunitou rostlin
Vznik UPR u rostlin

Nejen vnitini faktory, jako jsou genetické mutace a dédicné metabolické poruchy, ale i
vngjsi faktory, jako jsou rizné abiotické i biotické stresory, vyvolavaji v rostlinnych buiikdch
stres ER. Aberantni proteosyntéza, inhibice glykosylace proteinii nebo tvorba disulfidickych
vazeb, nespravny transport do Golgiho aparatu a vycerpani kationti v ER muze vést ke
hromadéni neslozenych a nespravné slozenych proteinit v lumen ER. To v rostlindch vyvolava
odpovéd’ na nespravné slozené proteiny (Unfolded Protein Response, UPR). UPR se vétSinou
objevuje jako ¢ast komplexnich odpovédi na stres. AvSak UPR je mozZné vyvolat také oSetfenim
rostlin tunicamycinem (Tm) (Okushima et al., 1999). Tm je antibiotikum izolované z bakterie
Streptomyces lysosuperificus (Takatsuki et al., 1971) a k vyvolani UPR se pouziva také u
kvasinek (Normington et al., 1989) a savci (Brewer et al., 1999). U semenacka A. thaliana
oSetfenych Tm je inhibovana N-glykosylace, coz indukuje transkripci chaperonli a enzymi
ucastnicich se glykosylace, skladani a transportu proteint v sekre¢ni draze a v signalizaci UPR
(Iwata et al., 2008). Soucasti odpovédi na stres ER rostlinnych bunék je také signalizace do jadra
za ucelem regulace transkripce genid zapojenych ve skladani, ale i degradaci proteinii v ER (ER-

Associated Degradation, ERAD) (Kamauchi et al., 2005; Chen et al., 2020).

Signalizace UPR

U rostlin byly vradmeci signalizace UPR rozpozndny dvé hlavni vétve. Jedna vétev
zahrnuje membranoveé vazané transkripni faktory bZIP17 a bZIP28, které jsou po aktivaci
uvolnény a piesunuty do jadra, kde se ucastni upregulace gent spojenych s UPR. Druha vétev je
vedena enzymem IRE1, proteinkindzou s dudlni funkci (Liu et al., 2007; Nagashima et al.,

2011).

bZIP17 a bZIP28 jsou transkripéni faktory (TF) lokalizované v membrané ER. Funguji
jako ptevadece signalu z ER do jadra pii stresu ER. Oba proteiny se skladaji z N-koncové bZIP
domény, transmembranového segmentu a SI1P Stépiciho mista na C-koncové doméné
transmembranového segmentu. V odpovédi na stres ER jsou bZIP17 a bZIP28 translokovany
zER do Golgi, kde jsou uvolnény N-terminalni oblasti za vzniku aktivnich transkrip¢nich
faktort.. Ty se pfesouvaji do jadra, kde aktivuji transkripci genii signalnich drah UPR. Neékteré
geny pozitivné regulované u¢inkem bZIP28 koduji komponenty drah skladani proteinii v ER,
jako naptiklad BiP3, calnexin, calreticulin a protein disulfid izomerazu (PDI). Mnoho z téchto

gent sdili ve svém promotoru element 1 odpovédi na stres ER (ERSE1). Tento element vaze jak



dimery bZIP, tak i obecné TF. Stres v ER tedy aktivuje jak specificky faktor bZIP28, tak i
obecné TF (Liu & Howell, 2010).

Druhé rameno signalizace UPR vedouci ptes enzym IRE1 se zdd byt evolu¢né starsi,
nebot’ bylo nalezeno také u modelovych organisml Saccharomyces cerevisiae (Cox & Walter,
1996), Caenorhabditis elegans (Shen et al., 2001), Drosophila melanogaster (Hollien a
Weissman 2006) a u savci (Tirasophon et al., 1998). U 4. thaliana existuji dva homology
enzymu IREl — IRE1A a IRE1B. Klicovymi strukturami obou homologt, které jsou sdileny i
v ramci kvasinek a zivoc€ichil, jsou N-koncovad senzorovd doména vystavend do lumenu ER,
transmembranovd doména a C-koncovd kindzovd a ribonukleazovd doména vystavena do
cytosolu (Koizumi et al., 2001). Pfi stresu ER katalyzuje IRE1 sesttih bZIP60 mRNA (bZIP60u),
¢imz vznika sestfizena bZIP60 mRNA (bZIP60s), ktera kdduje TF bZIP60 s posunutym ctecim

ramcem (Open Reading Frame, ORF) v C-koncové oblasti.

U A. thaliana muze byt sestiih vyvolan latkami zplsobujicimi stres ER, jako je
tunicamycin nebo dithiothreitol. Aktivni TF bZIP60 je transportovan do jadra k aktivaci
transkripce genii spojenych s UPR (Deng et al., 2011, Nagashima et al., 2011). Rostliny
mutované v jednom ze dvou enzyml (IRE1A nebo IRE1B) nevykazovaly zmény v sestiihu
bZIP60 mRNA, avSak u dvojitého mutanta irela irelb nebyl tento sestiih detekovan. To znaci,
7ze IRE1A a IREI1B jsou v sestfihu bZIP60 mRNA funkéné nadbytecné. Mutant bZIP60 ma
v porovnani s WT rostlinami velmi redukovanou aktivaci genid odpovédi na stres ER
(Nagashima et al., 2011). TF bZIP60 aktivuje nejen transkripci gent BiP1/BiP2 a BiP3, ale také
transkripci sebe samého, coZz znaci, ze tento TF je svym vlastnim aktivatorem v pozitivni
zpétnovazebné smycce (Iwata & Koizumi, 2005). IRE1A v A. thaliana ziejmé hraje roli také
v ustaveni SAR. Enzym je vtomto pfipadé¢ vyZadovan pro aktivaci proteinli ziiCastnénych
v imunitnich reakcich pii oSetfeni SA. U mutantl irela byla pozorovéna zvySend nachylnost
k bakteridlnim patogenlim, zatimco u mutantl ire/b nedoslo k rozvoji infekce (Moreno et al.,

2012).

Tyto dvé drahy signalizace UPR v rostlinach spolu zfejmé konverguji za G€elem pozitivni
regulace cilovych genil. N&které geny, jako naptiklad BiP3, jsou totiz ¢astecné zavislé na obou
faktorech (bZIP28 i bZIP60), aby se aktivovala jejich transkripce (Iwata et al., 2008; Liu &
Howell, 2010).
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Obr. 1: Schéma drah UPR v rostlinach. (Howell, 2013)

Uloha kyseliny salicylové v UPR

SA u A. thaliana indukuje transkripci gent pro chaperony ER. Aktivace gent, jako je
BiP2 je ztejmé& zavisla na NPR1, proteinu ze signdlni drahy SA (Wang et al., 2005). Byl popsan
také transkripcni faktor TBF1 (HsfB1), ktery reguluje tyto geny béhem infekce patogenem a
oSetfeni SA (Pajerowska-Mukhtar et al., 2012). Pozdéji bylo zjisténo, Ze regulace UPR vlivem
SA probiha nezavisle na TBF1.

SA aktivuje transkripci genit BiP2 1 BiP3. Jelikoz je BiP3 pod kontrolou dréhy IRE1-
bZIP60, bylo testovano, zda je SA také schopna aktivovat tuto drdhu. Transkripce bZIP60
probihala ve WT rostlindch, ale neprobihala u mutanta irela irelb pifi oSetieni SA. SA tedy
skute¢né aktivuje drahu IRE1-bZIP60. Aktivace této drahy vlivem SA byla prokazana také diky
experimentim na mutantech NahG, linie 4. thaliana necitlivé k SA, nebot’ SA je u téchto rostlin
pfeménovana na katechol. OSetfeni téchto rostlin SA neaktivovalo transkripci bZIP60s, BiP3,
SARI ani PRI. Ptitomnost bZIP28n (bZIP28 nucleus form — jadernd forma bZIP28) u mutanta
nprl-1 naznacuje, ze SA aktivuje také drahu bZIP28. bZIP28 je navic aktivovan diive nez
bZIP60 (alesponi v laboratornich podminkéch).
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Protein NPR1 je diilezitym aktivatorem genti odpovédi na SA, mezi nimiz jsou i PR geny
pro proteiny souvisejici s infekci patogeny (Pathogenesis-Related, PR proteiny). Experimenty
s mutanty v NPR1 prokazaly, ze transkripce vétSiny genti UPR neni zavisla na NPR1, ale existuji

vyjimky, napiiklad BiP2. (Nagashima et al., 2014).

Stres ER vyvolava autofagii a bunécnou smrt

Kromé reakci na rizné abiotické faktory je autofagie u rostlin také reakci na infekci.
Autofagie v reakci na latky vyvoléavajici stres ER (napt. Tm) zptsobuje pohlceni membran, coz
bylo pozorovano na nékterych autofagozémech obsahujicich membrany ER i s ribozémy.
Pozorovani rostlin A. thaliana mutovanych v enzymu IRE1B ukézalo, Ze tyto rostliny maji
narusenou tvorbu autofagozému. To naznacuje, ze IRE1B bude klicovy v signalni draze mezi
stresem ER a autofagii. Mutant v TF bZIP60 vykazoval normalni tvorbu autofagozomiti. Role
IRE1B spojujici stres ER a autofagii tedy bude jind nez role spocivajici v sestiihu mRNA (Liu et
al., 2012)

Pokud v rostlinnych buiikach selze odpovéd’ na hromadéni nespravné sbalenych proteind,
vede dlouhotrvajici stres ER az k programované bunécné smrti (PCD). Jako ,,faktor pteziti* byl
v rostlindch oznacen protein Bax Inhibitor 1 (BI1), ktery funguje jako supresor proteinu Bax
vyvolédvajictho bunécnou smrt (Watanabe et al., 2008). Proteiny NRP-A a NRP-B objevené u
Glycine max jsou také komponenty procesu apoptozy vyvolané stresem ER. Transkripce genl
pro tyto proteiny je pozitivné regulovdna proteinem ERDIS, syntetizovaného za stresu ER.
Zvysena koncentrace proteini NRP vyvold fragmentaci DNA a kaspazovou aktivitu enzymi
VPE (Vacuolar Processing Enzymes). Aktivitou téchto enzymi dochazi k prasknuti tonoplastu a

vyliti hydrolytickych enzymi, coZ je typicky proces PCD u rostlin (Costa et al., 2008).

Souvislost mezi UPR a imunitou rostlin

Zpracovani proteini je podstatnou funkci ER k regulaci Zivotnich déja buiiky, ale zatim
neni mnoho dikazl o roli ER v imunité rostlin. Vztah ER a imunity lze studovat pomoci Tm,
jako aktivatoru stresu ER. Imunitni systém rostlin je oslabovan stresem ER v reakci na Tm skrze
naruseni posttranslacnich modifikaci proteinti dileZitych pro vznik imunity a néslednou

apoptozu a bunécnou smrt.

Pti infiltraci Tm do listh 4. thaliana se akumuluje protein PR1 a kaldza, coZz znaci, Ze
stres ER zplisobeny Tm by mohl vyvolavat v rostlinach drahy MTI. K otestovani vztahu mezi
MAMPs a stresem ER v rastu bakterialnich patogent byla sledovana aktivace PR1 v rostlinach

oSetfenych Tm, FIg22 nebo obéma latkami zaroveil. Akumulace a vys$si hladina transkripce PR1
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pii oSetieni obéma latkami naznacuje, ze akumulace PR1 po oSetieni Tm je nezéavisla na drahach
MTI. Inokulace bakteridlnich kmenti zahrnujicich kompatibilni i nekompatibilni patogeny,
vcetné kment deficientnich v sekre¢nim systému III. typu, vyvolava vyrazné symptomy choroby
v listech pfedem oSetifenych Tm. Napiiklad patogen P. syringae pv phaseolicola bez své
hostitelské rostliny (Phaseolus vulgaris) 1 nekrotrofni patogen Erwinia carotovora subsp.
carotovora vykazuji az stokrat vyssi rust a vyraznéjsi symptomy infekce v listech 4. thaliana
osetfenych Tm nez v listech bez oSetfeni. Nadmérny stres ER v dusledku vysoké koncentrace
Tm (10 pg/ml) a HR vyvolana drahami ETI nakonec vede k bunécné smrti. U listi oSetfenych
Tm a bakterii P. syringae pv tomato DC3000 obsahujici prazdny vektorovy plasmid (Pst EV)
nastava bunécnd smrt ve vEtsi mife nez u listd inokulovanych jen bakteriemi, coz znaci, ze

bunécna smrt nastava primarné v disledku ptasobeni Tm.

Osetreni listd Tm a bakteridlnimi kmeny exprimujicimi efektorovy protein — P. syringae
pv tomato DC3000 (Pst DC3000), linie AvrRpml a AvrRpt2 — které jsou s A. thaliana
nekompatibilni, na druhou stranu odhalilo aditivni efekt na bunétnou smrt. Draha vedouci
k bunééné smrti vyvolané Tm je tedy nezavisld na HR zptuisobené ETI. Jak lze predpokladat,
pusobeni bakteridlniho kmenu Pst DC3000 ArcC, deficientniho v sekreci efektort, tento aditivni
efekt nema. Pfestoze autofi pozorovali ve svych experimentech aktivaci PR1 a akumulaci kalozy
jakoZto markery imunity vyvolané MAMPs, hlavnim podporovatelem ristu bakterii a bunécné

smrti je stres ER vyvolany ptisobenim Tm (Chakraborty et al., 2017).

OSetfeni rostlin latkami flg22 a Elf18 aktivuje béhem jedné aZ dvou hodin geny /REIA4 a
IREIB asi 1,5-2 x rychleji. Exprese genid /REIA a IREIB tedy rychle vzristd po inokulaci
MAMPs. Inokulaci listti variant WT, irela, irelb a irela/b (dvojity mutant v obou variantach
IRE]) bakterii Pst DC3000 nebyly zjistény Zadné vyrazné rozdily v symptomech ani rlstu
bakterii mezi WT rostlinami a mutanty. To vedlo k zavéru, Ze pfispévek IRE1 k imunité zfejme
nebude vyznamny. JelikoZ pfedchozi experimenty prokazaly vyssi nachylnost rostlin oSetfenych
Tm k bakterialni infekci, byla role IRE1 zkouména jesté¢ za stresu ER. Rostliny infiltrované
kombinaci Pst DC3000 a Tm vykazovaly zvySenou nachylnost k patogenu. U dvojitého mutanta
irela/b byl rist bakterii prekvapivé vyssi. To potvrzuje, ze dvé kopie IREI jsou schopné

vzajemn¢ kompenzovat funkce jedna druhé, pokud jedna verze chybi.

Prispévek IRE1 byl zkouman v reakcich vyvolanych MAMPs. Oc¢ekava se, Ze pokud je
IRE1 zapojen do inhibice bakterii v ndvaznosti na MTI, nebude flg22 schopen inhibovat rlst
bakterii u mutantl irel, protoze IRE1 inhibuje v 4. thaliana rust virulentnich gram-negativnich
bakterii. Po infiltraci WT rostlin a mutantd v IREI flg22 a bakterii Pst DC3000 nebyl ve

vysledku zadny podstatny rozdil mezi WT a mutantnimi rostlinami, coz znaci, ze ptispévek IRE1
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k reakcim MTI nebude vyznamny. MAMPs indukuji expresi specifické skupiny obrannych gent
skrze transkripcni faktory, jako je naptiklad skupina proteini WRKYs. Ackoliv hladina exprese
nckterych TF je vyssi u WT oproti mutantu irel/a/b (naptiklad WRKY29), hladina jinych TF
naopak nevykazuje rozdily mezi WT a mutantnimi rostlinami (napiiklad FRK7). IRE1 tedy nema

zéasadni funkci v MTI (Chakraborty et al., 2020)

U A. thaliana je protein RIN4 klicovy pro identifikaci bakteridlnich efektorti. Degradaci
RIN4 se aktivuji proteiny rezistence RPM1 a RPS2, které rozpoznéavaji ptitomnost bakterialnich
efektort AvriRpm1 a AvrRpt2 (Mackey et al., 2002). Dal$i moznost zapojeni IRE1 v rostlinné
imunité byla studovéna s vyuzitim linie bakterii ~rcC, mutantni v sekreci efektort typu III. Rist
bakterii byl omezeny ve srovnani s virulentnimi liniemi, ale v porovnani mezi WT rostlinami a
mutanty v /RE nevykazoval zadné signifikantni rozdily. Pfitomnost virulentnich bakterii, jako
napiiklad Pst DC3000, exprimujicich AvrRpmI nebo AvrRpt2, prokazal vyssi rist bakterii
vyvolany AvrRpt2 u mutanti v /RE], pficemz dvojity mutant irela/b vykazoval vyssi citlivost k
AvrRpt2. IRE1 je tedy zapojen do imunity vyvolané efektory, zprosttedkované RPS2, ale neni

zapojen do imunity zprostfedkované RPM1 za stresu ER.

V souvislosti s imunitou vyvolanou bakteridlnimi efektory casto dochdzi i ke vzniku
hypersenzitivni reakce (HR). AvrRpt2 skutecné vyvolava ¢asnou HR v ire/ mutantech, avSak u
dvojitétho mutanta irel/a/b neni reakce podstatné vyss$i nez u mutantd v jedné z verzi IRE].
Experimenty vyuzivajici infiltrace AvrRpt2 po oSetfeni Tm odhalily, Ze bunééna smrt vyvolana
stresem ER a efektory bakterii byla aditivni. Nebyly pozorovany zadné rozdily v bunécné smrti
mezi dvojitym mutantem irel/a/b a jednoduchymi mutanty v /RE1, ani mezi vSemi genotypy pii
kontrolnim oSetfeni rostlin bakterii Pst DC3000. Tyto poznatky znaci, Ze bunécna smrt vyvolana

stresem ER zesiluje HR vyvolanou diky ETI (Chakraborty et al., 2020).

Degradaci proteinu RIN4 se u 4. thaliana aktivuje RPS2, schopny rozpoznavat AvrRpt2,
a tim se aktivuje HR v misté infekce (Mackey et al., 2003). Testovani role IRE1 v degradaci
RIN4 aktivované AvrRpt2 u rostlin WT, irela, irelb a irela/b prokazalo ptitomnost RIN4 u
vSech testovanych genotypil za pfitomnosti 1 nepfitomnosti Tm. U mutantnich rostlin bylo po
infekci degradovano pouze 30 % RIN4 v porovnani s WT rostlinami. Konformacéni zmény
proteinu RIN4 plsobenim AvrRpml jsou dostatecné pro aktivaci RPM1. Fosforylace RIN4
pusobenim AvrRpml byla zkoumana u rostlin WT, irela, irelb a irela/b, oSetfenych i
neoSetfenych Tm. Podobné hodnoty fosforylace pozorované u vSech genotypli za obou
podminek znaci, ze fosforylace RIN4 aktivovana bakteridlnimi efektory neni ovlivnéna stresem

ER (Chakraborty et al., 2020).
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Uloha fosfolipidové signalizace v imunité
rostlin

Obecne¢ rysy fosfolipidove signalizace u rostlin

Fosfolipidy jsou béznou strukturni soucasti lipidové dvojvrstvy plazmatické membrany i
jinych bunéénych membran. Funguji vSak také v pfenosu signalu. Jejich pfeménou vznikd vicero
bioaktivnich lipidi i solubilnich molekul, které vazbou na cilové proteiny ovliviiuji aktivitu
enzymu, vackovy transport i iontovy tok a tim se podileji na utvaifeni metabolismu buriiky.
Fosfolipidova signalizace je u rostlin striktné regulovana a je schopna vysoce reagovat na rizné

signaly z prostredi. Jeji komponenty se ukdzaly byt podstatné pro rust a adaptabilitu rostlin.

V membrané¢ jsou k fosfolipidim vazany membranové receptory. Vazba latky
z extracelularniho prostedi je signdl, kterym se receptor aktivuje. Aktivita receptoru se pak
pfenasi na aktivitu efektorového enzymu, jenz preménuje lipidy na signélni molekuly. Takovych
enzymu existuje vice a aktivita kazdého z nich Usti v jinou signalni drdhu. U rostlin se vyskytuji
fosfolipazy (fosfolipdza Al, A2, C a D), sriznou preferenci k substratim, které hydrolyzuji
(fosfatidylcholin, fosfatidylethanolamin ad.), a lipidové kindzy fosforylujici diacylglycerol
(diacyl glycerol kindzy, DGK), inositolfosfat nebo inositolbisfosfat. Aktivitou fosfolipaz i
lipidovych kinaz vznikaji vyznamné lipidové signalni molekuly (Meijer et al., 2003, Ruelland et

al., 2015).

Souvislost stresu ER a fosfolipidové signalizace

Vicero experimentll v posledni dob& poukazalo na souvislost stresu ER a fosfolipidové
signalizace. Komunikace mezi proteiny ER a fosfolipidy byla sledovéna u proteinovych télisek
Zea mays, odvozenych piimo z membrany ER. Mutace v zdsobnim proteinu zeinu vyvolala stres
ER a zvySeni enzymatické aktivity, v€etné aktivity DGK (Shank et al., 2001). U A. thaliana se
ukazala také fosfolipaza C (AtPLC2) jako dilezity enzym odpovédi na stres ER, nebot’ rostliny
plc2-1, mutované v tomto enzymu, vykazovaly zvySenou nachylnost k oSetfeni Tm (Kanehara et
al. 2015). Pozorovani UPR vyvolané u rostlin 4. thaliana oSettenych Tm odhalilo, Ze za stresu
ER je udrzovana rovnovdha mezi membranovymi fosfolipidy, ale transkripce enzymi
zapojenych v biosyntéze fosfolipidi, je zvySena (Yu et al., 2018). Dalsi enzymy hrajici roli ve
stresu ER jsou desaturdzy mastnych kyselin. Desaturdzy glycerolipidii ER jsou vyznamné
v odpovédi na stres ER, nebot mutace v téchto enzymech vyvolava pii oSetfeni Tm
hypersenzitivni reakci (Nguyen et al., 2019). Vazbu mezi metabolismem lipid v chloroplastech

a stresem ER prokazala studie, kde rostliny mutované v genu SSI2 (SUPPRESSOR OF
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SALICYLIC ACID INSENSITIVITY2) pro desaturazu mastnych kyselin akumulovaly vyssi
hladinu proteinu BiP3 (Iwata et al., 2018). Nové objeveny protein SVB (SMALLER
TRICHOMES WITH VARIABLE BRANCHES), lokalizovany v ER a dalSich organelach, ma
schopnost vazat fosfoinositidy a rostliny mutované v tomto proteinu vykazuji zvysSenou toleranci
ke stresu ER. Transkripce SVB je pod kontrolou drahy UPR IRE1/bZIP60 a je zesilena pfi stresu
vyvolaném Tm (Yu & Kanehara, 2020). U tasy Chlamydomonas reinhardtii je v rdmci stresu ER
dilezity TF CrbZIP1. Vyzkum CrbZIP1 odhalil, ze tento TF aktivuje expresi enzymui
zuCastnénych v syntéze nékterych fosfolipidi a mastnych kyselin, a diky tomu je dulezitou

soucasti odpovédi na stres ER skrze prestavbu lipidovych molekul (Yamaoka et al., 2019).

Uloha diacylglycerol kinaz a kyseliny fosfatidové
v imunité rostlin

Diacylglycerol kindzy (DGK) jsou enzymy majici dulezitou funkci v lipidové signalizaci
u rostlin. Jejich role spociva v katalyze fosforylace diacylglycerolu (DAG), zavislé na ATP,
pficemz vznikd kyselina fosfatidovd (PA), zasadni molekula rostlinnych metabolickych drah
vedoucich k odpovédi na stres plsobici z vnéjSiho prostfedi (Testerink & Munnik, 2005).
Aktivita DGK je tedy podstatnd pro lipidovou homeostazi skrze udrZzovani dostatecného
mnozstvi DAG a PA, coz zaroven ovliviiuje derivaty PA a jejich aktivitu v lipidové signalizaci
(Eichmann & Lass, 2015). Pochopeni fungovani DGK by tedy mélo byt vyhodou v dalSim
zkouméni mechanismu adaptaci rostlin na stres. U rostlin se vyskytuje vice riznych isoforem
DGK. U A. thaliana bylo prokdzano 7 isoforem DGK (AtDGK) (Gémez-Merino et al., 2004).
V rostlinnych bunkach byla jejich aktivita zaznamenédna nejprve v jadie (Topham et al., 1998),
plazmatické membran€ (Lundberg & Sommarin 1992) a chloroplastech (Tan et al., 2018), ale
metody bioinformatiky v posledni dobé& predpovédély jako jejich hlavni destinaci ER a dalsi
klicové organely (Carther et al., 2019).

DGK?2 u 4. thaliana obsahuje N-koncovou transmembranovou doménu, ktera je nezbytna
pro lokalizaci tohoto enzymu do membréan, primarné vSak do membrany ER (Vaultier et al.,
2008). U nekolika rostlinnych druhtt véetné A. thaliana byly provedeny studie role DGK
v adaptaci na stres z prostfedi. U DGK2 byla zatim prokazana jen tloha v odezvé na plisobeni
nizkych teplot (Gémez-Merino et al., 2004; Lee et al., 2005) a sucha (Tan & Wang, 2020). Pti
oSeteni riznymi druhy MAMPs (napiiklad chitosanem) nebo piitomnosti bakterialnich efektorti
typu III (AvrRpm1, AvrRpt2) byla u vice druhii rostlin pozorovana akumulace PA, vznikla
zvySenou enzymatickou aktivitou nespecifikovanymi isoformami DGK. (Andersson et al., 2006;

Raho et al., 2011). PA je vyznamny lipidovy sekundarni posel, zapojeny v odezvach na abioticky
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1 bioticky stres. Jedna se o nejjednodussi fosfoglycerolipid, slozeny z diacylglycerolu
s fosforylovou skupinou, esterifikovanou na sn-3 hydroxylu glycerolové kostry. Specifické
interakce hostitel-patogen, ale 1 obecné elicitory vyvoldvaji dvoufazovou odpoveéd
prostiednictvim PA, kde prvni faze je velmi rychla (v fadu minut) a zahrnuje drahy vyuzivajici
DGK a fosfolipazy C a druhé faze (v fadu hodin) zahrnuje drahy fosfolipaz D (Andersson et al.,
2006). Soucasné s tim dochazi k akumulaci ROS, coz je zfejmé aktivovano diky PA. Po tvorbé
ROS a oxida¢nim vzplanuti ¢asto nasleduje HR, jenz zahrnuje tvorbu antimikrobialnich latek,
syntézu PR proteinli a programovanou bunécnou smrt v misté infekce (Testerink & Munnik,

2005; Arisz et al., 2009).

Experimenty s BTH, analogem kyseliny salicylové zvySujicim rezistenci viici patogentim,
ukdazaly aktivaci transkripce genu OsBIDKI pro DGK u Oryza sativa pti pasobeni BTH nebo pfi
infekci houbou Magnaporthe grisea. Rostliny N. tabacum navic vykazovaly pfi zesilené expresi
genu OsBIDKI zvySenou rezistenci vici infekci virem tabdkové mozaiky a patogenem
Phytophthora parasitica (Zhang et al., 2008). OsSetfeni bun¢k N. fabacum cryptogeinem,
proteinem sekretovanym houbou Phytophthora cryptogea, vyvolava akumulaci PA, vzniklé
aktivitou fosfolipaz C i DGK. Pouziti inhibitortt DGK zpiisobuje snizenou produkci PA a silny
pokles oxidativniho vzplanuti zprostiedkovaného NADPH oxiddzovou aktivitou enzymu
RBOHD. Pii oSetteni cryptogeinem bylo u N. fabacum pozorovéno zvySeni exprese DGKS.
Ukaézalo se tedy, ze PA vznikla aktivitou DGK kontroluje NADPH-oxidazovou aktivitu a DGK5
je zapojena v obrannych reakcich na ptitomnost MAMPs (Cacas et al., 2017).
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Experimentalni Cast
Metody a materialy

Péstovani rostlin

Semena A. thaliana linie Col-0 byla sterilizovana, ponechana dva dny pii teploté¢ 4 °C
k pteruseni dormance a poté zaseta do raselinovych tablet Jiffy. Rostliny byly kultivovany
v raselinovych tabletach v kultivatnim boxu Snijders po dobu Ctyi tydnti od zaseti semen
v rezimu kratkého dne (10 hodin svétla, 14 hodin tmy), pii 70% vlhkosti, teploté¢ 22 °C a
intenzit& svétla 100-130 umol m 2 s™! (podle Ishiga et al., 2011)

Osetieni rostlin

U kazdé rostliny staré Ctyfi tydny byly vzdy tfi pln€ vyvinuté pravé listy oSetfeny bud’
kontrolnim 1puM roztokem ,,mock® (voda a DMSO), roztokem latrunculinu B o koncentraci 1
UM (rozpusténim latrunculinu B ve vod¢) nebo roztokem tunicamycinu (Tm) o koncentraci 0,5
mg/ml (rozpusténim Tm ve vodé). Roztok DMSO navozuje nestresové podminky, slouzi jako
kontrolni oSetfeni. Tm navozuje stres ER a latrunculin B (LatB) narusuje aktinovy cytoskelet. Po
oSetfeni byly rostliny dale kultivovany v kultivacnim boxu Snijders ve stejném reZimu po dobu

24 hodin nebo ¢tyt dnd.

Hodnoceni poskozeni listll v reakci na tunicamycin

Mira poskozeni jednotlivych listi vlivem pouzitych latek byla hodnocena ¢Etyfi dny po oSetieni.
K hodnoceni byla pouZita niZe pfiloZzena Skala (Obr. 2) s hodnotami od 0 do 10, kde 0 odpovida
zcela zdravému nepoSkozenému listu a 10 odpovida listu, kde nekréza zasahuje vice nez 90 %
plochy. Byl vypocitan aritmeticky primér miry poskozeni listi v rdmci jednotlivych pouzitych

latek (mock/LatB/Tm).
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LatB induced symptoms evaluation
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Obr. 2: Skdla symptomii na listech po osetieni k hodnoceni miry poskozeni (protokol Laboratoie

patofyziologie rostlin UEB AV CR)

Hodnoceni tvorby ROS v reakci na tunicamycin

Osetfené listy byly v case 24 hodin po oSetfeni a ¢tyfi dny po oSetieni odstfizeny a ve vakuovém
exsikatoru infiltrovany roztokem diaminobenzidinu (DAB) o koncentraci 1 mg/ml (DAB
rozpustén v 10mM TRIS pufru pH 7,8), pfipadné roztokem nitrotetrazoliové modii (NBT) o
koncentraci 2 mg/ml (NBT rozpusténo v 10mM TRIS pufru pH 7,8). DAB se v pfitomnosti
peroxidu vodiku oxiduje za vzniku hnédého zbarveni, NBT reaguje se superoxidovym aniontem
za vzniku nerozpustného tmavé modrého produktu. Po infiltraci byly listy ponechany 2 hodiny
na svétle a poté ponofeny na 3 dny do 80% ethanolu za c¢elem odbarveni chlorofylu. Po tfech
dnech byly listy omyty destilovanou vodou a skenovany (skener Epson, program Epson Scan)
pro naslednou kvantifikaci tvorby ROS v programu Fiji (Schindelin et al., 2012). Pro kazdy typ
oSetfeni (mock/Tm/LatB) byla vypocitana primérna plocha listu, na které se podafilo barvenim

prokazat vznik ROS (podle Thordal-Christensen et al., 1997; Kumar et al., 2013).
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Vysledky

Hodnoceni poskozent listil v reakci na tunicamycin

Obr. 3: Symptomy na listech v ramci jednotlivych typii oSetieni ctyri dny po oSetreni
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Obr. 4: Mira poSkozeni listii ctyri dny po oSetieni. Mira poskozeni je dana skdalou od 0 do 10, kde 0 odpovida zcela
zdravému listu a 10 odpovida listu, kde je nekrozou zasazeno vice nez 90 % plochy listu. Graf vyjadiuje aritmeticky
prumér poskozeni listit v ramci jednotlivych typii oSetieni. Kontrolni roztok ,,mock™ (1 uM) odpovida nestresovym
podminkam, roztok Tm (0,5 mg/ml) navodil stres ER a roztok LatB (1 uM) narusil aktinovy cytoskelet. Chybové
usecky vyjadruji standardni chybu primeéru (SEM).

Na Obr. 3 jsou zobrazeny symptomy na listech v rdmeci jednotlivych typl oSetfeni Ctyfi dny po
oSetfeni. PoSkozeni listi bylo kvantifikovdno podle vySe uvedené skaly (Obr. 2). Obr. 4

zobrazuje prumérnou hodnotu poskozeni listl. V pfipad¢ kontrolné oSetienych listl (mock) byla
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prumérna hodnota poskozeni nejmensi - 0,56. Po oSetfeni Tm byla primérna hodnota poskozeni

listd 2,56. Nejvétsi praimérné poskozeni listd zpiisobilo osetieni LatB - 4,00.
Hodnoceni tvorby ROS v reakci na tunicamycin

Osetteni rostlin Tm indukovalo stres ER nésledovany tvorbou ROS a buné¢nou smrti.

Nasledujici vysledky ukazuji kvantifikaci ROS v listech v ramci jednotlivych typt oSetfeni.

Lokalizace ROS v listech 24 hodin po oSetfeni

Obr. 5: Vizualizace ROS po barveni DAB v ramci jednotlivych typu osetieni 24 hodin po oSetreni. Hnédé skvrny

zobrazuji pritomnost ROS na zakladé oxidace DAB ucinkem peroxidu.
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Obr. 6: Kvantifikace ROS v oSetienych listech pomoci DAB. Graf vyjadiuje aritmeticky prumér plochy listii

obarvenych DAB v ramci jednotlivych oSetieni — kontrolnim roztokem ,,mock® (1 uM), roztokem LatB (1 uM)
narusujicim aktinovy cytoskelet a roztokem Tm (0,5 mg/ml) indukujicim stres ER. Chybové usecky vyjadiuji

standardni chybu priuméru (SEM). Kvantifikovano pomoci programu Fiji.

Na Obr. 5 je ptitomnost ROS v listech 24 hodin po oSetieni zobrazena diky oxidaci DAB
v pritomnosti peroxidu. Obr. 6 zobrazuje vysledky kvantifikace ROS v listech. Barveni DAB
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vizualizovalo nejméné¢ ROS v kontrolné oSetfenych listech (mock) — v priméru na 1,07 %
plochy listu. V listech oSetfenych LatB byly vizualizovany ROS v priméru na 1,30 % plochy
listu. V listech oSetienych Tm vznikaly ROS nejvice — v priméru na 3,30 % plochy listu.

Lokalizace ROS v listech ¢tyfi dny po oSetieni
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Obr. 7: Vizualizace ROS po barveni DAB v ramci jednotlivych typii oSetieni ¢tyri dny po oSetreni. Hnédé skvrny

zobrazuji pritomnost ROS na zdkladé oxidace DAB ucinkem peroxidu.
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Obr. 8: Kvantifikace ROS v osetrenych listech pomoci DAB. Graf vyjadiuje aritmeticky prumér plochy listi

obarvenych DAB v ramci jednotlivych oSetreni — kontrolnim roztokem ,,mock® (1 uM), roztokem LatB (1 uM)
narusujicim aktinovy cytoskelet a roztokem Tm (0,5 mg/ml) indukujicim stres ER. Chybové usecky vyjadruji

standardni chybu primeru (SEM). Kvantifikovano pomoci programu Fiji.

Pritomnost ROS v listech Ctyfi dny po oSetfeni je zobrazena diky barveni DAB (Obr. 7).

Vysledky kvantifikace ROS v listech zobrazuje Obr. 8. Barveni DAB vizualizovalo nejméné
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ROS v kontrolné oSetfenych listech (mock) — v priméru na 0,69 % plochy listu. V listech
osetfenych LatB bylo vizualizovano ROS nejvice — v priméru na 3,07 % plochy listu. V listech

osetfenych Tm byly vizualizovany ROS na 2,17 % plochy listu.

Lokalizace superoxidového radikalu 24 hodin po oSetieni
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Obr. 9: Vizualizace superoxidového radikalu po barveni NBT v ramei Jednotlivych typii oSetieni 24 hodin po

osetreni. Modré zabarveni zobrazuje pritomnost superoxidového radikalu diky reakci NBT se superoxidem.
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Obr. 10: Kvantifikace superoxidovéeho radikalu v oSetFenych listech pomoci NBT. Graf vyjadiuje aritmeticky primer
plochy listit obarvenych NBT v ramci jednotlivych oSetreni — kontrolnim roztokem ,,mock* (1 uM), roztokem LatB (1
uM) narusujicim aktinovy cytoskelet a roztokem Tm (0,5 mg/ml) indukujicim stres ER. Chybové usecky vyjadruji
standardni chybu pruméru (SEM). Kvantifikovano pomoci programu Fiji.

Ptitomnost superoxidového radikalu 24 hodin po oSetfeni vizualizovalo barveni NBT (obr. 9).
Vysledky kvantifikace ROS v listech zobrazuje Obr. 10. Nejméné superoxidového radikalu

vizualizovalo barveni NBT v kontrolné oSetfenych listech (mock) v priméru na 1,30 % plochy
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listu. V listech oSetfenych LatB byl superoxidovy radikal vizualizovan v priméru na 3,76 %
plochy listu. V listech osetfenych Tm bylo vizualizovano superoxidového radikalu nejvice, byl

lokalizovéan v priméru na 3,82 % plochy listu.

Lokalizace superoxidového radikalu ¢tyii dny po oSetfeni
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Obr. 11: Vizualizace superoxidového radikalu po barveni NBT v ramci jednotlivych typu oSetieni 24 hodin po

oSetreni. Modré zabarveni zobrazuje pritomnost superoxidového radikalu diky reakci NBT se superoxidem.

Plocha listd obarvena NBT (%)

mock LatB Tm

Obr. 12: Kvantifikace superoxidového radikalu v oSetienych listech pomoci NBT. Graf vyjadruje aritmeticky primér
plochy listii obarvenych NBT v ramci jednotlivych oSetieni — kontrolnim roztokem ,,mock* (1 uM), roztokem LatB (1
uM) narusujicim aktinovy cytoskelet a roztokem Tm (0,5 mg/ml) indukujicim stres ER. Chybové usecky vyjadiuji

standardni chybu primeru (SEM). Kvantifikovano pomoci programu Fiji.
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Ptitomnost superoxidového radikalu v listech 4 dny po oSetfeni byla vizualizovana barvenim
NBT (obr. 11) Obr. 12 uvadi vysledky kvantifikace ROS v listech. Barveni NBT vizualizovalo
nejméné superoxidového radikalu v kontroln€ oSetfenych listech (mock) - v priméru na 1,67 %
plochy listu. Nejvice superoxidového radikalu bylo vizualizovano v listech oSetfenych LatB — v
priméru na 4,22 % plochy listu. V listech oSettenych Tm byl superoxidovy radikal vizualizovan

v pruméru na 3,54 % plochy listu.

Experimenty potvrdily, ze tunicamycin v listech A thaliana indukuje UPR nasledovanou
vznikem ROS a bunécnou smrti. Vznik ROS je béznym dé&jem pii UPR, protoze oxidativni
prostfedi napomahd spravnému skladani proteinti. Pfemira ROS vSak vyvoldva bunécnou smrt.
Existence ROS byla prokazana diky infiltraci DAB, pifipadné¢ NBT. Infiltrace DAB i NBT 24
hodin po oSetfeni ukazala vétsi plochu zasazenou ROS v listech pfedem oSetfenych Tm. Rozdil
v mnozstvi ROS vizualizovanych pomoci infiltrace DAB a NBT byl pravdépodobné zpiisoben
nedostate¢nou infiltraci DAB do listl. Infiltraci DAB ¢tyfi dny po oSetfeni bylo zjisténo, ze
v tomto Case je vice ROS pfitomno v listech oSetfenych LatB neZ v listech oSetfenych Tm.
Bunééna smrt v reakci na Tm se projevila nekrézami na listech. Hodnoceni symptomu ¢tyti dny
po osetieni prokazalo, ze Tm vyvolava symptomy poskozeni na listech, ale ne tak vyrazné jako
LatB. Tato metoda miize byt pouzita jako zaklad pro dalsi zkouméani UPR v souvislosti

s imunitou rostlin.
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Zaver

Studie posledni doby prokazaly jasnou souvislost mezi UPR a imunitou rostlin. Obrana
rostliny v pfitomnosti patogenu vyvolava poptavku po masivni transkripci, coz mize zpusobit
hromadéni nespravné slozenych proteinti a tim stres v ER. V dusledku toho se aktivuji signalni
drahy UPR a dochazi k transkripci specifickych genti odezvy na stres ER. Jako zasadni se
ukazuje role kyseliny salicylové, nebot spojuje signalizaci UPR skrze aktivaci drahy
IRE1/bZIP60 (Nagashima et al., 2014) a vznik lokalni i systémové rezistence, dilezité v obrané
proti Sifeni patogent v rostliné. Byla také potvrzena role enzymu IRE1 v imunité vyvolané
bakteridlnimi efektory (Chakraborty et al., 2020). Pfibyvaji rovnéz diikazy o zapojeni fosfolipida
v signalizaci imunity rostlin. Prok4zéna je role kyseliny fosfatidové (Andersson et al., 2006;

Arisz et al., 2009), déle je tfeba objasnit i roli diacylglycerol kinaz.

V dopliikkové experimentalni ¢asti prace byla navrzena a testovana metoda na hodnoceni projevii
UPR pomoci tunicamycinu. Byly potvrzeny hypotézy, Zze oSetfeni listh 4 thaliana Tm bude
indukovat UPR, pficemz bude nasledovat vznik ROS, tvorba nekr6z a bunééna smrt. Pfitomnost
ROS byla vizualizovéana barvenim DAB, ptipadné¢ NBT a nasledné kvantifikovana. Hodnocenim

symptomd na listech bylo prokazano, Ze Tm vyvolava nekrozy na listech.

Piestoze signalizace imunity rostlin je jiz dikladné popsana, jisté o ni neni znamo vse.
Nyni bude dilezitym pfedmétem vyzkumu imunity rostlin pfedevS§im role fosfolipidové
signalizace a zapojeni riznych enzymi ucastnicich se metabolismu lipidi v souvislosti s UPR.

Tento vyzkum by mohl objasnit dalsi ¢ast uz tak komplexni rostlinné imunity.
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