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Abstrakt

Rostliny jakozto sesilni organismy nemaji moznost uniku pied abiotickymi ¢i biotickymi
stresovymi faktory. Vyvinuly si proto celou fadu morfologickych, biochemickych a
fyziologickych pfizplsobeni snizujicich negativni vlivy téchto faktort. Velmi dulezitou roli
Vv adaptaci na abioticky stres hraje membranovy transport. Ve své bakalarské praci jsem se
zaméiil na dvé vyznamné rodiny proteini zicastnéné v tomto transportu, konkrétné na RAB
GTPazy a SNARE proteiny. V prvni ¢asti je charakterizovan fenomén stresu a popsany
strategie, jak se rostliny vyrovnavaji s ptisobenim stresorti, zejména produkce reaktivnich forem
kysliku (ROS) a autofagie. Nasledujici kapitola se zabyva tivodem do membranového
transportu u rostlin. Ve zbytku prace charakterizuji RAB GTPéazy a SNARE proteiny a popisuji
mechanismus jejich fungovani. Cilem klicovych c¢asti téchto kapitol je shrnout soucasné
poznatky o funkcich RAB GTPaz a SNARE proteint v drahach navaznych na Golgiho aparat
pii odpovédi na abiotické stresory, respektive na sekunddrni oxidativni stres.

Kli¢ova slova: rostliny, abioticky stres, membranovy transport, sekrece, endocytdza,

vakuola, RAB GTPazy, SNARE proteiny

Abstract

Plants as sessile organisms are strongly affected by abiotic and biotic stress factors. Thus, they
have developed an array of morfological, biochemical and physiological adaptations to reduce
the negative effects of these factors. The membrane trafficking, among others, plays very
important role in adaptation to abiotic stress. In my bachelor thesis | have focused on two
important protein families involved in this trafficking, namely on RAB GTPases and SNARE
proteins. In the first part, the phenomenon of stress is characterized and the strategies how plants
cope with the effect of stressors are described, especially the production of reactive oxygen
species (ROS) and autophagy. Following chapter deals with an introduction to the membrane
trafficking in plants. In the rest of the thesis, | characterize RAB GTPases and SNARE proteins
and provide contemporary insight in the mechanism of their function. The aim of the key parts
of these chapters is to summarize current knowledge of RAB GTPases” and SNARE proteins’
functions in post-Golgi trafficking pathways during response to abiotic stressors or secondary
oxidative stress.

Key words: plants, abiotic stress, membrane trafficking, secretion, endocytosis,
vacuole, RAB GTPases, SNARE proteins
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Seznam pouzitych zkratek

ABA
ATP
BaMV
CAM
ER
ESCRT
GA
GAP
GDF
GDI
GDP
GEF/GEP
GFP
GTP
MV
MVB
NADP*

NHX
NPSN
NSF
OX
PEG
PM
PVC
QQS
ROS
SNAP
SNARE
TGN
TOR
TRAPP
VAMP
VHA
WT

kyselina abscisova (abscisic acid)

adenosintrifosfat (adenosine triphosphate)

z angl. bamboo mosaic virus

z angl. crassulacean acid metabolism

endoplasmatické retikulum (endoplasmic reticulum)

z angl. endosomal sorting complex required for transport
Golgiho aparat (Golgi apparatus)

z angl. GTPase activating protein

z angl. GDI displacement factor

z angl. GDP dissociation inhibitor

guanosindifosfat (guanosine diphosphate)

vyménny faktor (guanine nucleotide exchange factor/protein)
zeleny fluorescenéni protein (green fluorescent protein)
guanosintrifosfat (guanosine triphosphate)
methylviologen (methyl viologen)

z angl. multivesicular body
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate)

Na*/H* pienase¢ (Na*/H* antiporter)

z angl. novel plant SNARE

z angl. N-ethylmaleimide sensitive fusion protein
nadmérna exprese/nadmérné exprimujici (overexpression/overexpressing)
polyethylenglykol (polyethylene glycol)

plasmaticka membrana (plasma membrane)
prevakuolarni kompartment (prevacuolar compartment)
z angl. Qua-Quine Starch

reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

z angl. soluble NSF attachment protein

z angl. soluble NSF attachment protein receptor

z angl. trans-Golgi network

z angl. target of rapamycin

z angl. transport protein particle

z angl. vesicle-associated membrane protein

vakuolarni H*-ATPaza (vacuolar H*-ATPase)

divoky typ (wild type)



1. Uvod

Témer veskera lidska strava a zivoc¢isna krmiva pochazeji ptimo ¢i neptimo z rostlin. Je proto
velmi dulezité pochopit mechanismy ptsobeni faktorti, které negativné ovliviuji rast rostlin a
snizuji vytézek hospodaiskych plodin. Zejména v poslednich letech nabyva studium piisobeni
stresorl na rostliny na vyznamu jak v zékladnim, tak téZ v aplikovaném vyzkumu. Jednou
Z hlavnich pfi€in vzristajicitho zdjmu o tuto problematiku jsou zmény Zzivotniho prostiedi
nastavajici po celém svété. Mezi né patii zejména veétsi vykyvy teplot a srazek, jez mohou byt
kratkodobé a necekané, jindy naopak dlouhodobé. Tyto faktory mohou téz souviset s dalsSimi
negativnimi jevy, napiiklad se zasolenim pidy. Dalsi velmi vyznamnou pfi¢inou je neustale
rostouci lidska populace. V dob&é psani tohoto textu ¢ita lidstvo dle stranky
http://www.worldometers.info/world-population/ lehce pies 7,6 miliardy lidi. Existuje nékolik
projekci Organizace spojenych narodi (OSN), jak bude vypadat dalsi vyvoj, nicméné shoda
panuje v tom, ze minimaln¢ dalsich nékolik desitek let bude lidska populace nartstat. S tim se
prirozené zvySuje mnozstvi potravin nezbytné k uspokojeni jejich potieb, a tedy téz snaha
ptipravit plodiny schopné nasytit vzristajici poptavku i ptes zhorSeni podminek pro péstovani.

Cilem této bakalatské prace je shrnout poznatky o zapojeni RAB GTP4z a SNARE proteinli
do odpovédi na puisobeni abiotickych stresorti vV drahach navazujicich na Golgiho aparat (GA).
Shrnuty jsou téz aktudlni znalosti o funkcich téchto proteinovych rodin v odpoveédi na
oxidativni stres, nebot’ tento typ stresu miiZze uzce souviset s vlivem abiotickych stresovych
faktort. Pochopeni funkci RAB GTP4z a SNARE proteinli a vzajemnych interakci mezi nimi
i dal§imi bunécnymi komponentami muze vést ke komplexnéjSimu porozuméni toho, jak
pusobeni abiotickych stresorii méni membranovy transport v buiice, a tedy jak piesné na né
rostlina reaguje. Tyto poznatky jsou velmi dileZitou prerekvizitou pro realizaci snah
0 vytvofeni rostlin, jeZ budou schopny 1épe snaSet neptiznivé podminky prostredi. Takovéto
rostliny maji potencidl vyfesit €1 minimalné vyrazné omezit problémy se zajiSténim stravy pro
rostouci lidskou populaci nejen po strance kvantitativni, ale téz kvalitativni. V zévéru prace se
pokusim shrnout, zda jsou genetické Gpravy souvisejici se zmeénou tirovné exprese RAB GTPaz
a SNARE proteint ¢i s expresi téchto proteint z jinych druht (typicky odolnéjSich) v rostlinach
schopné zvysit jejich toleranci k abiotickym stresorim, ¢i zda je nutné pfi této snaze hledat jiné

molekularni hrace.


http://www.worldometers.info/world-population/

2. Fenomén stresu a odpovéd’ rostlin na néj

2.1. Stresové faktory a stres

Stresové faktory neboli stresory byvaji definovany jako neptiznivé vlivy vnéjSiho prostiedi,
které zavaznym zptisobem ohrozuji rostlinu. Stres Ize definovat jako fyziologicky stav rostliny,
ktera reaguje na piisobeni stresorti aktivaci obrannych mechanismi. Jejich cilem je obnoveni
rovnovazného stavu, tzv. homeostaze (Pavlova 2005).

Stres muzeme d¢lit na zakladé riznych hledisek. Jednim z nich je rozdé€leni podle délky a
intenzity pisobeni na intenzivni, avSak typicky kratkodoby stres akutni a déle trvajici stres
chronicky, ktery vSak miva mensi intenzitu. Nejcastéji se pouziva déleni podle charakteru
pusobicich stresori na stres bioticky a abioticky. Do biotického stresu spadd predevsSim
herbivorie, vzdjemné interakce mezi rostlinami (zejména konkurence) a plsobeni patogend.
Abiotické stresory lze rozdélit na fyzikalni a chemické. Do prvné jmenované skupiny spada
mechanické poskozeni, nadmérné ozéfeni ¢i puisobeni nizkych nebo vysokych teplot. Mezi
stresory chemické se fadi nedostatek Zzivin, sucho ¢i naopak nadbytek vody, nizké pH,
ptitomnost toxickych kovii v pudé ¢i nadbytek iontd riznych soli (Buchanan et al. 2015). Solny
a osmoticky stres jsou niZze charakterizovany, nebot’ pravé tyto dva stresy predstavuji stale
aktualné;jsi problém a zabyva se jimi vétSina studii analyzujicich abioticky stres. Stru¢né popsan
je 1 mechanicky stres, jenzZ velmi uzce souvisi s riistem bun€¢k a potazmo i celé rostliny.

Sekundarnim oxidativnim stresem se zabyva kapitola 2.2.1. nize.

2.1.1. Solny stres

Solny stres pfedstavuje jedno z nejvyznamnéjSich ohrozeni v zemédélské produkci. Roli
Vv zasolovani pidy mohou hrat pfirozené procesy, napiiklad vypar vody Vv aridnich oblastech,
zvétravani uréitych typd mateénych hornin ¢i pfimé zasolovani pobieznich oblasti moii a
oceant. Zejména v posledni dob¢ je vSak Casto na viné lidska ¢innost. Jmenovat lze nevhodné
nastavené umélé zavlazovani pudy vedouci k akumulaci iontit obsazenych ve vodé ¢i soleni
silnic pfi zimni Gdrzbé. Salinitou je dnes ohrozeno zhruba 7 % povrchu souse a zavlazované
zemé&délské plochy piedstavuji 58 % sekundarné zasolené puady (Li et al. 2014). Ocekava se, ze
se budou tato ¢isla nadédle zvySovat, a problémy se zasolenim pudy se tak stanou jesté
vyraznéjSimi.

Solny stres je zpusobeny nadbytkem urcitych iontd v pude€. Dle prace Munns & Tester (2008)
je puda definovana jako zasolend, pokud je elektrickd vodivost jejiho vyluhu rovna alespon

4 dS/m. Tato vodivost odpovida zhruba koncentraci 40 mM chloridu sodného. Nejcastéji se
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Vv pud¢ vyskytuji pravé sodné kationty a chloridové anionty vznikajici z této soli. Vedle nich
jsou hojné také ionty SO+, Mg?* ¢i Ca?*. Sodné ionty nepatii mezi esencidlni Ziviny vétSiny
suchozemskych rostlin a obsah téchto iontll v nich neni za béznych podminek pfili§ vysoky.
Toxicita sodnych iontii spociva v nahrazeni draselnych iontli v riznych strukturach, které vede
k naruSeni jejich fungovani. Napiiklad vice nez 50 enzymi je aktivovano draselnymi ionty,
zatimco sodné ionty nejsou schopné tuto roli vykonavat. Chloridové ionty byvaji pro rostlinu
méng Skodlivé nez sodné, nebot’ chlor hraje roli v celé fadé bunéénych procesti, shrnuto v Tester
and Davenport (2003).

Rozlisuji se dvé faze solného stresu, faze osmoticka a iontova neboli iontove toxicka. Pii
pusobeni soli nejprve nastupuje faze osmoticka, ktera je rychla a vyrazné omezuje rust rostliny.
Tato faze je zpisobena zejména osmotickym efektem soli v piid¢, ionty se pii ni v pletivech ve
vys§i mife neakumuluji (Munns & Tester 2008). Probihajici bunééné a metabolické procesy
jsou podobné jako u rostlin vystavenych suchu (viz kapitola 2.1.2.). lontové faze nastava pfti
piekroCeni schopnosti bunky sekvestrovat nadbyte¢né ionty z cytoplazmy, disledkem je pak
nahromadéni jejich toxického mnozstvi. Pti této fazi solného stresu dochazi k posunu rovnovah
metabolickych dé&jti, coz vede k urychleni nastupu senescence zejména starSich casti rostlin
(Munns & Tester 2008). Doba trvani téchto fazi ani pfechod mezi nimi nejsou obecné
definovany, zalezi na konkrétnim rostlinném druhu i na koncentraci piisobicich soli. Pfi
pusobeni solného stresu dochazi zejména ke zménam exprese gendl ¢i enzymové aktivity
proteint. Naptiklad Suzuki et al. zaznamenali pfi déle trvajicim solném stresu (100mM NaCl)
v mangrovové rostliné Bruguiera sexangula zvyseni aktivity nékterych enzymu zapojenych do
glykolyzy, konkrétné fosfofruktokinazy a pyruvatkinazy (Suzuki et al. 2005). Tyto enzymy
piispivaji ke zvySeni katabolismu glukozy, jez umoZznuje dostateCné zasobeni energii pii

pusobeni solného stresu (Suzuki et al. 2005).

2.1.2. Osmoticky stres

Osmoticky stres pfedstavuje stav nedostatku ¢i nedostupnosti vody a Casto souvisi s vySe
charakterizovanym solnym stresem. Pro rostliny je nezbytny dostatecny turgor (tlak
plasmatické membrany (PM) na buné¢nou sténu), jenz uzce souvisi s obsahem vody v burice.
Hnaci silou pohybu vody je tzv. vodni potencial, oznacovany Ww. Tato veli¢ina udava rozdil
mezi chemickym potencidlem vody, jez je sloZkou urcité soustavy, a €isté vody, jejiz potencial
je konvencné povazovan za nulovy. Vodni potencial je v rostlinach typicky zaporny a ma
nékolik slozek — potencidl osmoticky, tlakovy, gravitatni a matricni (Pavlova 2005).

Rozpusténé latky, tzv. soluty, vodni potencial snizuji a zaroven plati, ze voda se pohybuje z mist

3



S vys$im do mist s niz§im vodnim potencialem. Reéalné rychlost pohybu vody je siln€ ovlivnéna
téz propustnosti prostiedi (napiiklad pletiva ¢i PM), kterym voda prochazi. Veli¢ina
charakterizujici tuto vlastnost prostfedi se nazyva vodni permeabilita (Lp) (Pavlova 2005). Za
normalni situace je koncentrace solutli v cytoplasmé vetsi nez vné buiiky, voda tedy pronika
pies semipermeabilni PM do bunky a zvySuje turgor. Tento gradient miize byt narusen
pfitomnosti osmoticky aktivnich latek vné buiky, nejCastéji ionty ¢i organickymi latkami
(Buchanan et al. 2015). Nedostatek vody pro rostlinu mize byt zpusoben téz vyraznym
vyparem vody pfi nedostatku srazek, jmenovat lze i nevhodny ptdni profil ¢i mraz.

Omezena dostupnost vody se navenek projevuje vadnutim rostliny a téz uvniti buiikky dochézi
k fad¢ zmén. Narusené jsou nékteré metabolické drahy, naptiklad fotosyntéza ¢i proteosyntéza,
transport latek, spravna funkce enzymii a v neposledni tadé rist bunky, shrnuto
v Munns & Tester (2008). Osmoticky stres piedstavuje vyrazny selekéni tlak, rostliny si proto
vyvinuly celou fadu mechanisma zmirfiujicich jeho plsobeni. Mezi tyto mechanismy patii
zejména tzv. CAM metabolismus (z angl. crassulacean acid metabolism). Jedna se o specificky
druh fotosyntézy vyskytujici se typicky u sukulentd. Tyto rostliny oteviraji pruduchy a piijimaji
CO2 zejména v noci, ptes den jsou kvili omezeni ztrat vody priduchy uzaviené (Buchanan et
al. 2015). Mezi dulezité mechanismy patii téZ piizptisobeni kofenového systému, tvorba silné
kutikuly &i produkce osmoprotektivnich latek (Pavlova 2005). Rada praci se zabyva zapojenim
rostlinného hormonu kyseliny abscisové (ABA) do odpovédi na osmoticky stres, shrnuto
v Fujita et al. (2011). Bylo objeveno mnoho dal§ich molekularnich mechanismii ovliviiujicich
toleranci k osmotickému stresu. Sem spada i zapojeni riznych SNARE a RAB proteint, jimz

se podrobnéji vénuje tato prace.

2.1.3. Mechanicky stres

Mechanicky stres 1ze rozdélit na interni (dtlezity pro rust, piisobi na tirovni bunék a pletiv) a
externi (zplsoben vn¢jsimi faktory). Tento stres je detekovan ptimo v cytoplasmé, kde dochazi
k mechanické zméné konformace proteind. Disledkem je pak naruSeni jejich vazebnych ¢i
enzymatickych schopnosti. Mezi reakce buiiky na mechanicky stres patii zejména reorientace
kortikdlnich mikrotubuli vedouci ke zvySeni pevnosti bunék a nasledné celych rostlinnych
organi (Hamant et al. 2008, Uyttewaal et al. 2012). Mechanickou pevnost dodava téz
lignifikace sekundarni bunécné stény (naptiklad v pletivu zvaném sklerenchym) ¢i epidermis
diky siln€j$i primarni bunécné stén€ na vnéjsi strane bunek (Pavlova 2005). Reakci bun¢k na
tento typ stresu je také exprese TOUCH gent, napiiklad gent pro tzv. kalmodulin-like proteiny
(Braam & Davis 1990). Celkem zhruba 2,5 % vSech genti je v Arabidopsis thaliana indukovano
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mechanickymi podnéty (Lee et al. 2005). V kofenech bylo pozorovano po mechanické
stimulaci uvolnéni adenosintrifosfatu (ATP) do mimobunééného prostoru, tedy ATP zfejmé

funguje téZ jako mimobunéény signal (Jeter et al. 2004, Weerasinghe et al. 2009).

2.2. Vyrovndni se rostlin se stresory

Rostliny na rozdil od zivo¢ichli nemaji moznost pii pisobeni stresortl opustit ptivodni misto a
vyhledat si misto pfihodnéj$i. Znacny vyznam tak maji mechanismy umoziujici jim se
s podminkami prostiedi efektivné vyrovnat pfimo v daném misté. K témto mechanismtiim patfi
zejména velka regeneracni schopnost Ci plasticita rtistu, vyvoje a metabolismu.

Citlivost ke stresortim se 1i$i nejen mezi rozdilnymi druhy rostlin, ale téZ v rdmci jedné rostliny
mezi jejimi riznymi pletivy ¢i fizemi ontogeneze. RozliSuji se dveé zékladni strategie resistence,
avoidance a tolerance. Avoidance je vzhledem ke stresoru pasivni zptsob vyhnuti se jeho
pusobeni. Tolerance pak pfedstavuje aktivni proces, ktery je spojen se spusténim stresové
odpovédi (Pavlova 2005). Ve stresové odpovédi 1ze nalézt n€kolik obecnych charakteristik.
Dvé z nich, produkce reaktivnich forem kysliku (ROS, z angl. reactive oxygen species) a

autofagie, jsou nize charakterizovany.

2.2.1. Produkce ROS

Vznik ROS je sekundarnim efektem pisobeni Siroké Skaly stresorti, mezi néz se fadi sucho,
intenzivni svétlo, pisobeni vysokych i nizkych teplot ¢i patogent. Vyznamnym faktorem
zvysujicim produkci ROS je také pfitomnost t€zkych kovu (Sytar et al. 2013). ROS zpusobuji
oxidativni stres fadici se mezi stresy sekundarni, nebot’ vyplyvé z disledkl stresu primarniho
(Pérez-Pérez et al. 2012). Mezi ROS miizeme zatadit singletni kyslik (1O), dale superoxidovy
anionradikal (O27), perhydroxylovy radikal (HOz2’), peroxid vodiku (H202) ¢i nejreaktivné;jsi
hydroxylovy radikal (OH), shrnuto v Buchanan et al. (2015).

Vyznamnymi producenty ROS jsou mitochondrie, peroxisomy a u rostlin téz chloroplasty. Za
bézného stavu se ve fotosystému I pienasi elektron na NADP™ a zpisobuje jeho redukci na
NADPH. Pfi ptetiZzeni fetézce vSak dochazi pii tzv. Mehlerové reakci ke vzniku superoxidového
anionradikalu. Pfirozenym vedlej$im produktem ¢innosti fotosystému II je singletni kyslik (Gill
& Tuteja 2010). V mitochondriich rostlinnych bunék funguje tzv. alternativni oxidaza. Tato
oxiddza pomaha zajiStovat staly tok fetézcem vedouci ke snizené¢ mitochondridlni produkci
ROS (Maxwell et al. 1999). Hlavnimi producenty ROS v mitochondriich jsou komplex I,
ubichinon a komplex 111 (Gill & Tuteja 2010).



ROS jsou pro buiiku toxické a ovliviiuji celou fadu procest a struktur. Mohou piisobit pfemény
Vv existujicich proteinech (poruSuji jejich hlavni i postranni fetézce) ¢i naruSovat funkce
membran peroxidaci nenasycenych mastnych kyselin v lipidech (Mirzaei et al. 2012).
V neposledni fadé¢ mohou reagovat s DNA a zplisobovat mutace. Rostliny si proto vytvofily
celou fadu mechanismi snizujicich jejich negativni vliv. Tyto mechanismy lze rozd¢lit na
enzymatické (vyznamné enzymy jsou superoxid dismutasa, katalasa ¢i askorbat peroxidasa) a
na neenzymatické, napiiklad plisobeni glutathionu, askorbatu, antokyanii ¢i karotenoidd,
shrnuto v Sytar et al. (2013).

Je dulezité podotknout, ze ROS nejsou pro rostliny pouze skodlivé, nybrz zajistuji 1 dilezité
funkce, zejména obranu a signalizaci. ROS v nizkych koncentracich funguji jako sekundérni
poslové umoznujici bunice piizptisobit se podminkam prostiedi (Pérez-Pérez et al. 2012). ROS
hraji dalezitou roli v boji s patogeny i1 v regulaci apikalniho ristu. Oxidativni stres také
predstavuje vyznamny krok vedouci k autofagii (Michaeli et al. 2016, Scherz-Shouval et al.
2007).

2.2.2. Autofagie

Autofagie je v eukaryotech hlavni a velmi konzervovanou drahou zajist'ujici obrat poskozenych
proteinl a organel. Muze slouzit jak k hromadné degradaci latek poskozenych plisobenim
stresorti, tak miiZze byt velmi selektivni a regulovat bunééné procesy 1 pii ptihodnych
podminkach (Michaeli et al. 2016). Rozlisuji se dvé zakladni autofagické drahy,
makroautofagie a mikroautofagie. Lépe prozkoumand je makroautofagie, ktera zac¢ina formaci
1zola¢ni membrany, tzv. fagoforu. Konce fagoforu se pak spojuji a vznika tzv. autofagosom,
dvoumembranovy vacek obsahujici material urceny k degradaci. Autofagosom nasledné fuzuje
s lytickou vakuolou a dochazi k degradaci v ném obsazeného materialu (Il Kwon & Park 2008).
Mikroautofagie predstavuje proces pohlceni cytoplasmatického materialu pfimo vakuolou
prostiednictvim invaginace tonoplastu. Tento proces vede ke vzniku autofagickych télisek
uvniti vakuoly a byva vyuzit pro degradaci zasobnich proteinli béhem kliceni ¢i vyvojové
senescence (Il Kwon & Park 2008).

Proteiny zapojené do autofagie se daji rozdélit do n€kolika funkénich skupin. Jmenovat lze
naptiklad ATG1 komplex, ktery funguje jako dillezity regulator autofagie a ktery je sam
negativné regulovan kindzou TOR (z angl. target of rapamycin). Tato kin4za se Vv burice podili
na integraci nutri¢nich a energetickych podnétti. Ukazuje se, ze ROS vedou k inaktivaci TOR
kinazy, a tedy k aktivaci autofagie, shrnuto v Michaeli et al. (2016). Objevuji se téz dikazy, ze

do regulace autofagie je i u rostlin zapojen komplex ESCRT (z angl. endosomal sorting
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complex required for transport). Napftiklad slozka tohoto komplexu FREEI1 reguluje autofagii
usnadnénim faze autofagosomu s vakuolou (Gao et al. 2015). Kulich et al. dale ukazali, Ze
poutaci komplex exocyst obsahujici podjednotku EXO70BI1 je v A. thaliana zapojen do
regulace autofagie (Kulich et al. 2013).

Autofagie je zakladni mechanismus umoznujici zasobeni zivinami pfi jejich sniZzené
dostupnosti. Pro rostliny s defektni autofagickou drahou je typicky vyskyt listovych chloréz a
niz§i mira prezivani pti nedostatku uhliku i dusiku (Kulich et al. 2013). Autofagie je zapojena
do bunécného rastu a diferenciace, podili se 1 na formovani kofenovych vlaskl a prodluzovani
kofen. Kwon et al. ukazali, Ze protein RABG3b v A. thaliana skrze zvySeni autofagické
aktivity pfispiva k hypersenzitivni odpovédi, specifické formé programované bunécné smrti
(Kwon et al. 2013). Tento protein ziejmé funguje v procesu maturace autofagozému (Kwon et
al. 2013). Autofagie ma tedy dvoji roli — na jedné stran¢ mutize vést k buné¢né smrti, na strané
druhé k preziti buniky. Ob¢ tyto funkce musi byt pfesné regulovany a zavisi téZ na vyvojovém

stadiu, bunééném typu ¢i stimulech, jimz je rostlina vystavena (Il Kwon & Park 2008).

3. Membranovy transport v rostlinach

3.1. Uvod

Eukaryotickd buiika je funkén€ kompartmentovand a membranovy transport hraje velmi
vyznamnou roli v doru¢ovani Siroké skaly latek mezi membranovymi kompartmenty, PM a
mimobuné¢nym prostorem (Kanazawa & Ueda 2017). Membranovy transport rostlin sdili fadu
vlastnosti s ostatnimi eukaryoty, nalezneme v ném vsak také jista specifika. Bunky v rostlinach
se nemohou pfemist'ovat, rostlinné organy tak ziskavaji tvar orientovanym bunécnym délenim
a regulovanym ristem buné¢k. Pro ob¢ tyto funkce je nezbytna cilend sekrece proteint. Pfechod
na sou$ a vznik mnohobuné€nosti jsou ziejmée u zelenych rostlin zodpovédné za dramatickou
diverzifikaci transportnich drah dale od GA. Tato diverzifikace je téz spojena s velkou expanzi
komponent ucastnicich se téchto drah. Piikladem muze byt expanze SNARE proteind skupiny
SYP1 ¢i RAB GTPaz skupiny RAB11/RABA v suchozemskych rostlinach (Kanazawa & Ueda
2017).

Membréanovy transport obecné zacina tiidénim materidlu a tvorbou transportniho vacku na

donorové membrané. Toto je zprostiedkovano SAR/ARF GTPazami a komplexy obalovych



proteinil jako klatrin, COPI ¢i COPII. Vznikly vacek je po oddé€leni od donorové membrany
transportovan k membrané cilové, k niz je pfipojen specifickymi RAB GTPazami a jejich
efektory. V zavéreéném kroku transportni drahy vacek s touto membranou fizuje. Tato faze je

zprostiedkovana SNARE proteiny, shrnuto v Ebine & Ueda (2009) a Jiirgens (2004).

3.2. Kompartmenty v transportu navazujicim na Golgiho aparat

V transportnich drahdch navaznych na GA patii mezi dobfe strukturné definované
kompartmenty trans-Golgi network (TGN), multivesicular body (MVB) (téZ oznacovano
prevacuolar compartment (PVC)) a dva typy vakuol (Park & Jiirgens 2012).

TGN — Jedna se o tubulovesikularni kompartment, ktery je ¢asto izce asociovan s cisternami
GA. Predstavuje hlavni misto tfidéni proteint ur¢enych k exocytéze. U rostlin funguje TGN,
nebo urcita jeho cast, jako ¢asny endosom (Dettmer 2006). Integrita a morfologie TGN je
udrzovana riznymi faktory, podil maji naptiklad SNARE proteiny skupiny SYP4 (Uemura et
al. 2012a).

PVC/MVB — Jedna se o kompartment obsahujici intralumenarni vacky formované lokalnimi
invaginacemi membrany. PVC pfenasi proteiny vytiidéné v TGN smérem k vakuole a funkéné
odpovida pozdnimu endosomu u zivoéichu (Tse et al. 2004). PVC nakonec fazuje
S tonoplastem a vnitini vacky jsou uvolnény k degradaci (Park & Jiirgens 2012).

Vakuoly — Rostlinné vakuoly se li§i tvarem, velikosti, funkci i obsahem. Rozlisuji se dva
zékladni typy vakuol: vakuoly skladujici proteiny, které slouzi mj. jako zdroj energie pro
kliceni, a vakuoly lytické. Jejich hlavni funkci je degradace proteinti ¢i skladovani odpadnich a
toxickych latek, shrnuto v Peixoto et al. (2017). Na funkci vakuol se podili cela fada faktord,
naptiklad Kolb et al. (2015) objevili vyznam proteinu FYVEL v biogenezi vakuoly.

Bunééna deska (téz oznacovano bunécna desticka) — Jedna se prechodny membranovy
kompartment vznikajici pfi cytokinezi rostlinné buiiky. Bunéénd deska vznika piedevSim
homotypickou fuzi vackl odvozenych od GA/TGN. Doruceni téchto vacki do roviny déleni je

zajisténo dynamickym mikrotubularnim tGtvarem zvanym fragmoplast (Park & Jiirgens 2012).

3.3. Zakladni a specializované drahy transportu, zapojené proteiny

Membranovy transport rostlin zahrnuje tii zakladni drahy: drahu sekre¢ni, endocytickou a drédhu
smétujici do vakuoly, viz obrazek 1. Sekrecni drdha je zodpovédna za transport noveé

syntetizovanych proteint typicky z endoplasmatického retikula (ER) skrze GA do PM ¢i
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mimobunééného prostoru. Tato drdha je povazovéana za zakladni transportni drahu
Vv interfazové bunce (Kanazawa & Ueda 2017). Endocyticka draha zprosttedkuje transport
z PM do organel. Prvni touto organelou je ¢asny endosom, u rostlin tedy TGN (Dettmer 2006).
Zde je material tfidén a mize byt recyklovan zpét na PM (napiiklad auxinové prenasece PIN1
a PIN2 ¢i transportér boru BOR1), anebo je transportovan do vakuoly a degradovan. Signalem
pro endocytozu proteinit z PM s cilem degradace je jejich ubiquitinace (Park & Jiirgens 2012).
Dtlezitou roli v endocytické draze hraje klatrin, nicméné v rostlinach ziejmé téZ existuje na
klatrinu nezavisly typ endocytozy (Onelli et al. 2008). Transport do vakuoly zahrnuje vice
odlisn¢ regulovanych drah. Jejich soucasti miize byt MVB, jina draha je zfejm¢ nezavisla na
GA (Kanazawa & Ueda 2017). Pro transport do vakuoly potiebuji noveé syntetizované rozpustné
proteiny na svém N- ¢i C-konci vakuolarni tfidici sekvenci. Tridici mechanismy

membranovych proteind jsou prozkoumany vyrazné méné, shrnuto v Park & Jiirgens (2012).

f S Plasmatické membrana \
or) /
@ TGN e Endocyticka driha
©%O Golglho /MVB
9= Jogfgow \

ER < 9/\{@;‘@ o OR()

(

g‘b\ Jadro

Lysosomalni/vakuoldrni
transportni draha

Obrazek 1: Tti zakladni drahy membranového transportu: sekreéni draha, endocyticka draha a draha smétujici do
lysosomu/vakuoly. Upraveno podle Kanazawa & Ueda (2017).

Krom¢ transportnich drah spole¢nych vS§em eukaryotim existuji také drahy rostlinné specifické.
Jednou z nich je membranovy transport do rozhrani mezi rostlinou a mikroorganismem.
Rozlisuji se tfi typy téchto membran: membrana symbiosomu (Symbiosome membrane)
obalujici bakterie rodu Rhizobium v symbiose s rostlinami ¢eledi Fabaceae, periarbuskularni
membrana obklopujici arbuskul formovany mykorhizni houbou a extrahaustoridlni membréana
obklopujici haustorium tvofené vldknitymi patogennimi mikroorganismy, shrnuto v Kanazawa

& Ueda (2017). Ukazuje se, ze sekre¢ni draha je nezbytna pro spravnou tvorbu symbiosomd,



pii tvorbé arbuskulii je tato draha docasné piesmérovana do periarbuskularni membrany
(Pumplin et al. 2012).

Rostlinng specifickou drahou je téz transport do bunécné desky. Pro biogenezi bunééné desky
je dulezity poutaci komplex TRAPPII (z angl. transport protein particle II), pfi jeji maturaci
hraje vyznamnou roli poutaci komplex exocyst (Fendrych et al. 2010, Rybak et al. 2014). Fuze
dorucenych vack je zajisténa syntaxinem (tj. jednim ze SNARE proteini) KNOLLE/SYP111,
jenz je specificky pro cytokinezi (Lauber et al. 1997). Ukazuje se, Ze dochazi k presmérovani
sekre¢ni drahy a recyklaci materialu z endocytézy do formujici se buné¢éné desky (Kanazawa
& Ueda 2017).

Dal$im jevem souvisejicim s membranovym transportem je asymetricka lokalizace proteini
v PM. N¢které proteiny jsou distribuovany rovnomérné po celém povrchu PM, fada proteinii
vSak musi byt pro spravnou funkci lokalizovana asymetricky (naptiklad auxinové pfenasece
z rodiny PIN). V ptipadé proteinu PIN1 se ukazalo, Ze jeho polarni distribuce nevychazi pouze
ze smérované sekrece, nybrz té€Z z endocytdzy a cilené recyklace zprostiedkované proteinem
GNOM, aktiva¢nim faktorem ARF GTPazy (Kleine-Vehn et al. 2008). Polarni lokalizace
ruznych proteinil je dosahovéano vice rozdilnymi mechanismy. Extrémni ptiklad smérovaného
transportu do specifické oblasti PM piedstavuje rast kofenovych vlaski ¢i pylové lacky. Zde se
predpokladd vyznamna role poutaciho komplexu exocyst a RAB GTPaz skupiny
RABA/RABL11 (Park & Jiirgens 2012).

Proteinovych rodin ¢i skupin Gcastnicich se membranového transportu je mnoho. Jmenovat lze
SAR, ARF a RAB GTPazy s jejich interaktory, obalové proteinové komplexy COPI, COPII ¢i
klatrin, heterotetramerni adaptorové proteiny, proteiny piibuzné dynaminu, rizné tiidici signaly
a receptory, SNARE proteiny, Secl/Muncl8 proteiny nebo poutaci komplexy TRAPP,
VFT/GARP, C-VPS, exocyst ¢i retromerni komplex, shrnuto v Jiirgens (2004) a Park & Jiirgens
(2012). Vzhledem k rozsahu této prace bylo nutné vybrat a popsat pouze nekteré z nich. Prvni
zvolenou skupinou jsou RAB GTPazy. Tyto proteiny predstavuji znacné diverzifikovanou
rodinu malych GTPaz a funguji jako hlavni zprostfedkovatelé smérovani vacki k cilové
membrang. Druhou popisovanou skupinou jsou SNARE proteiny. Jedna se o velmi pocetnou
skupinu proteinti hrajicich nesmirné dilezitou roli pii fizi membran. Mnoho studii ukazuje na

Siroké spektrum jejich funkei, z nichz né€které jsou specifické pro rostliny.
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4. RAB GTPazy

4.1. Uvod

Velmi vyznamnou skupinou proteinti zapojenych do vackového transportu jsou RAB GTPazy.
Tato skupina proteinti je piibuznd Ras GTPazam hrajicim roli v bunécné signalizaci
Vv kvasinkach a zivocisich (Vernoud et al. 2003). Proteiny RAB pfedstavuji nejvétsi rodinu
malych GTPaz piibuznych Ras GTPazam a nazev této skupiny byl vytvoien dle jeji identifikace
v cDNA knihovnach mozku potkana (rat brain) (Touchot et al. 1987). Vedle malych GTPaz se
V buiice vyskytuji také heterotrimerické guanosintrifosfat (GTP)-vazajici proteiny. Ukazalo se,
ze jejich a-podjednotka je pribuzna malym GTPazam (Agarwal et al. 2009). Konzervovanou
funkci RAB GTPaz (spolecné s asociovanymi efektory) je podil na tvorbé vacka a jejich
smérovani i vazani K cilové membrané (Ebine & Ueda 2009). Zapojeni RAB GTPaz spole¢né
se SNARE proteiny do vackového transportu je schematicky zndzornéno na obrazku 3 (viz
kapitola 5.1.).

RAB GTPazy funguji jako molekularni pfepinace zavislé na nukleotidu GTP a jeho hydrolyze
na GDP (guanosindifosfat). Aktivni GTP-vézajici a inaktivni GDP-vézajici forma mezi sebou
mohou vzajemné prechazet (Ebine & Ueda 2009). Aktivace proteinit RAB probiha vyménou
vazaného GDP za GTP, kterd je katalyzovana specifickymi enzymy oznacovanymi jako
vyménné faktory (GEF/GEP, z angl. guanine nucleotide exchange factor/protein). Aktivita
téchto proteinti vede téz ke zméné lokalizace RAB GTP4z — jejich forma se méni z cytosolické
na membranové vazanou (Agarwal et al. 2009) Tato aktivni forma skrze specializované
domény interaguje s efektorovymi proteiny a spousti pestrou Skalu jejich funkci. Pro ukonceni
téchto funkci je nutné, aby GTP na RAB proteinu bylo hydrolyzovano. U¢inna hydrolyza GTP
je podporovéna proteiny oznacovanymi jako GTPase activating protein (GAP). Po inaktivaci
je GDP-vazajici forma RAB GTPazy oddélena od membrany pomoci proteinu zvaného RAB
GDP dissociation inhibitor (RAB GDI) a ztstava v cytosolu do dalsiho GTPazového cyklu,
shrnuto v Ebine & Ueda (2009). Odd¢leni RAB GTPazy od RAB GDI je zprostitedkovano
proteinem zvanym GDI displacement factor (GDF) (Dirac-Svejstrup et al. 1997). Schéma

téchto procest je znazornéno na obrazku 2.
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Obrazek 2: Schematicky model cyklu RAB GTPazy. RAB protein je aktivovan pomoci GEF (1), nasleduje
ustaveni komplexu RAB-efektor (2). GAP hydrolyzuje GTP na RAB proteinu (3), GDP-vazajici protein RAB
oddélen od membrany pomoci GDI (4). Upraveno podle Ebine & Ueda (2009).

Proteiny RAB maji typicky okolo 200 aminokyselinovych zbytkli a vyznacuji se vysokou
sekvencni podobnosti. VSechny RAB proteiny obsahuji pét konzervovanych domén, z toho
ctyti (G1, G3, G4 a G5) slouzi k vazani a hydrolyze GTP, doména G2 k vazani efektord,
shrnuto v Agarwal et al. (2009). Biologické funkce téchto proteinti vyrazné zavisi na
posttransla¢nich modifikacich. Oblast jejich C-konce je znan€ proménliva, nicméné témet
vzdy zahrnuje konzervovany motiv obsahujici dva cysteinové zbytky. Pravé tyto zbytky jsou
mistem isoprenylace (pfeneseni geranylgeranylové isoprenové jednotky), kterd je nezbytnd pro
vazani RAB GTPaz k membrané (Ebine & Ueda 2009). Proménliva oblast C-konce RAB
GTPaz se podili také na jejich vnitrobunééné lokalizaci (Moshkov & Novikova 2008).

U rostlin jsou RAB GTPazy znac¢né diverzifikovany (naptiklad v A. thaliana bylo
identifikovano 57 téchto proteinti) a fada z nich plni rostlinné specifické funkce. Velmi
vyznamnym takovymto proteinem je ARA6. Tento protein je mj. charakteristicky absenci vyse
zminéného cysteinového motivu na C-konci. Pro jeho vazbu k membrané a spravnou lokalizaci
je dulezita myristoylace a palmitoylace. Tyto modifikace probihaji na N-konci proteinu ARAG
a jsou umoznény piitomnosti specifickych aminokyselinovych motiva (Ueda et al. 2001).
Fylogenetické analyzy navrhuji rozdéleni RAB GTPaz do podrodin na zaklade¢ jejich lokalizace
¢i funkce v membranovém transportu. U A. thaliana rozliSujeme osm podrodin RAB proteind,
oznaCovanych RABA, RABB, RABC, RABD, RABE, RABF, RABG a RABH. Tyto skupiny
ve smyslu homologie koresponduji s RAB proteiny u zivocicht ¢i kvasinek v tomto potadi:
RABL11, RAB2, RAB18, RAB1, RABS, RAB5, RAB7 a RAB6 (Rutherford & Moore 2002).
Proteiny RABA tvoii nejpocetnéjsi skupinu RAB GTPaz (26 ¢lent z celkem 57 RAB GTPaz
u A. thaliana) a hraji dalezitou roli v transportu mezi TGN a PM, piipadné vakuolou (Asaoka
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et al. 2013a). Skupina RABB je lokalizovana zejména na GA a interaguje S proteiny
obsazenymi v jeho matrix. RABC GTPazy jsou prozkoumany hife, predpoklada se vSak jejich
role v kontrole endocytické drdhy. Funkce proteini skupiny RABD je v anterogradnim
transportu mezi ER a GA i v transportu v ramci GA (Rutherford & Moore 2002). Tyto proteiny
jsou dle fylogenetickych analyz piibuzné skupiné RABE. Clenové podrodiny RABE funguji
v sekretorické draze mezi GA a PM a transkripce nékterych z nich je kontrolovana etylénem,
shrnuto v Moshkov & Novikova (2008). Skupina RABF hraje roli v endocytoze a transportu
do vakuoly a zahrnuje mj. vyznamny rostlinn¢ specificky protein ARA6 (Uemura & Ueda
2014). Proteiny RABG reguluji zejména fuzi vacéka odvozenych od pozdniho endosomu
s vakuolou. Rada studii, naptiklad George & Parida (2011), ukazuje na jejich znaénou
konzervovanost i mezi nepfibuznymi organismy. Relativné velky pocet proteint ve skupiné
RABG ziejmé reflektuje diverzifikaci rostlinnych vakuol a s nimi asociovanych transportnich
drah (Uemura & Ueda 2014). Podrodina RABH hraje roli zfejmé v retrogradnim transportu
skrze membrany GA. Je dilezité téZ pro transport z GA do ER nezavisly na obalovém proteinu
COPI (Moshkov & Novikova 2008).

RAB GTPézy plni v rostlinach celou fadu funkci bunéénych, fyziologickych i vyvojovych.
Ukazuje se jejich role ve fytochromové signalizaci, diferenciaci sv€racich bun€k priaduchi,
V ustanoveni a udrzeni polarity ve Spicce kotenovych vlaski i pylové lacky ¢i pti tvorbé
kotenovych hlizek u ¢eledi Fabaceae, shrnuto v Agarwal et al. (2009). Rada publikaci ukazuje
roli RAB proteintl v odpovédi na podminky prostfedi, naptiklad Mirzaei et al. ukazali v ryzi
(Oryza sativa) zvySenou expresi ¢tyf RAB proteini (RAB2a, RAB7, RAB7a a RABI11C)
v odpovédi na sucho (Mirzaei et al. 2012). Kwon et al. ukazali, Zze protein RABG3b
v A. thaliana reguluje skrze pozitivni roli v autofagii programovanou bunéfnou smrt pii
odpovédi na psobeni stresortl i béhem vyvojovych procesi (Kwon et al. 2013). Funkcim RAB
GTPaz pti pisobeni abiotického stresu se podrobné vénuje kapitola 4.2. nize. Role v biotickém
stresu byla zkoumana naptiklad v praci Huang et al. (2016). Autofi ukazali, Ze protein
NbRABG3f v Nicotiana benthamiana hraje klicovou roli v akumulaci BaMV (z angl. bamboo
mosaic virus) uvniti buiiky. BaMV zfejmé vyuziva protein NbRABG3f k formovani vacku
z membrany GA (Huang et al. 2016).
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4.2. Zapojeni RAB GTPadz do odpovédi na abioticky stres

Razeni proteini v této kapitole vychazi ze systému uzivaného zejména u Zivo¢ichil a kvasinek,
nebot’ toto oznacovani bylo uzito ve vétSing nize citovanych praci. Pro upiesnéni je za lomitkem
vzdy uvedeno téZ oznaceni dané skupiny proteinti bézné pro rostliny. Pofadi je nasledujici:
RAB2/RABB, RABS5/RABF, RAB6/RABH, RAB7/RABG a RABI1/RABA. Ne¢které ze
skupin zminénych v kapitole 4.1. zde nejsou zahrnuty, nebot’ nebyla nalezena prace zabyvajici
se jejich zapojenim do abiotického ¢i oxidativniho stresu. Proteiny z A. thaliana jsou fazeny

predné, nasleduji je proteiny dalSich rostlinnych druht.

4.2.1. RAB2/RABB

SsRAB2 — Protein SsRAB2 =z travy Sporobolus stapfianus byl zkouman ve studii
O’Mahony & Oliver (1999). Autofi ukazali, ze bazalni transkripce genu kodujiciho tento
protein je nizka. Mnozstvi transkriptu SSRAB2 vSak zacalo stoupat béhem vysychani rostlin pfi
relativnim obsahu vody menSim nez 87 %. Maximalni akumulace tohoto transkriptu bylo
dosazeno pfi relativnim obsahu vody mezi 77 % a 11 %, pak jeho mnozstvi zacalo opét klesat.
Béhem prvnich Sesti hodin nasledné rehydratace zlstala turoven transkripce oproti
dehydratovanému stavu téméf nezménénd. K jejimu vyraznéj$Simu zvyseni doslo zhruba po 12
hodinach a podobné vysledky byly zaznamenany v listech i kofenech. SSRAB2 tedy hraje roli
Vv ptipravé na dehydrataci i v zotaveni z ni. ZvySeni transkripce SSRAB2 miize korelovat
s poskozovanim membrany pii vysychani a nasledné rehydrataci. Mze indikovat téz posileni
repara¢nich procest, zejména zvyseni transportu proteinti a lipidi (O’Mahony & Oliver 1999).
LtRAB2 — Protein LtRAB2 z jilku mamivého (Lolium temulentum) byl zkouman ve studii
Dombrowski et al. (2008). Autofi zaznamenali nizkou transkripci genu kodujiciho tento protein
za kontrolnich podminek, ve shod¢ s praci O’Mahony & Oliver (1999). Pisobeni 500mM NaCl
vsak vedlo k postupné akumulaci jeho transkriptu po dobu 24 hodin. Dombrowski et al. (2008)
ukazali podobné trovné exprese genu kodujiciho protein LtRAB2 a stresového genu P5CS.
Oba tyto geny vykazaly zvySenou transkripci pii pasobeni vyssi koncentrace NaCl (>300 mM),
chladu (4 °C) a sucha (tfi dny bez zalivky). Jiné stresory, napt. 12,87% polyethylenglykol (PEG)
¢i teplota 40 °C, expresi téchto gend nezvysily (Dombrowski et al. 2008). LtRAB2 je ziejmée
zapojen do regulace stresovych odpovédi souvisejicich s nedostatkem vody. Tato hypotéza je
podpofena téz zvySenou expresi genu pro LtRAB2 béhem desikace provazejici zrani semen
(Dombrowski et al. 2008). Proti ni ovS§em hovoti fakt, Ze osmoticky stres simulovany aplikaci

PEG transkripci genu kodujiciho LtRAB2 nezvysil. Vysvétlenim mlze byt nizkd aplikovana

14



koncentrace PEG (12,87 %), kterd nemusela byt pro pozorovatelné zvySeni transkripce

dostate¢na.

4.2.2. RAB5/RABF

ARAG — Ebine et al. ukazali, ze rostlinné specificky protein ARA6 (oznacovany téz RABF1)
reguluje v A. thaliana formaci SNARE komplexu zahrnujiciho R-SNARE protein VAMP727
a Qa-SNARE protein SYP121 (Ebine et al. 2011, 2012). ARA6 hraje specifickou roli
v transportu z endosomt do PM a funguje téz v draze regulujici odpovéd’ na solny stres.
Mutantni rostliny v genu pro ARA6 (ara6) vykazovaly hypersenzitivitu k 50mM NacCl.
Rostliny nadmérné exprimujici (OX) gen kédujici fuzni protein ARAG®L-GFP (konstitutivng
aktivni ARA6 fuzovany se zelenym fluorescen¢nim proteinem (GFP)) naopak vykazaly vétsi
toleranci ke 100mM NaCl (Ebine et al. 2011).

Ebine et al. v dalsi studii ukézali, Zze transgenni rostliny exprimujici tento fizni protein
ARAGB®L-GFP vykazuji vétsi toleranci také k osmotickému stresu (sorbitol o koncentraci
200 mM) nez WT (Ebine et al. 2012). Konstitutivné aktivni protein ARA6 v odpovédi na solny
stres tvoii agregaty ve specializovanych subdoménach PM (Ebine et al. 2011). Tyto subdomény
mohou pfedstavovat rozhrani (interface) zodpovédné za vnimani ¢i detoxifikaci osmotického a
solného stresu (Ebine et al. 2012).

Tsutsui et al. ukazali, ze protein ARAG6 je nezbytny pro homeostazi skrobu a glukozy (Tsutsui
etal. 2015). Mutantni rostliny ara6 vykazovaly mnohonasobné zvysenou transkripci genu Qua-
Quine Starch (QQS), ktery hraje roli v udrzovani spravné hladiny $krobu. Tyto rostliny pak
m¢ély mensi obsah Skrobu a vyssi obsah glukézy. Rostliny ara6 jsou ziejmé kvili narusené
homeostazi glukodzy a Skrobu defektni v osmotickém pfizplsobeni cytoplasmy. Tato skute¢nost
muze vysvétlit jejich hypersensitivitu k NaCl i sorbitolu ve studiich Ebine et al. (2011, 2012).
Mechanismus ptisobeni mutace genu ARA6 neni pfesné¢ zndm, uvazuje se o naruseni funkci
dal$ich transkrip¢nich regulatort genu QQS (Tsutsui et al. 2015).

Délku kotent pti pisobeni 100mM NaCl u riiznych linii A. thaliana zkoumali Yin et al. (2017).
Autofi zaznamenali pfi plsobeni soli u rostlin nadmérmné exprimujicich gen ARAG i u linii
ARAGBOBL (exprimuje konstitutivné aktivni ARA6) a ARAG%N (exprimuje dominantné
negativni ARAG6) delsi kofeny o 37,1 %, 35,1 %, respektive 37,1 % nez u WT (z angl. wild
type). Mutantni rostliny ara6 vykazovaly pii této koncentraci NaCl stejnou délku kofent jako
WT. Délka kofenii u linie ARA62!"?° (neschopnost N-myristoylace proteinu ARA6) byla téz
srovnatelnd s WT. Tolerance k solnému stresu tak ziejmé souvisi s N-myristoylaci proteinu

ARAG6, podobné jako u produktu genu tolerance k soli SOS3 (Ishitani et al. 2000). Yin et al. téZ
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zjistili, Ze akumulace transkriptu ARAG stoupd v pribéhu starnuti rostlin a protein ARA6
negativng reguluje expresi markerovych gent senescence SAG12 a SEN1 (Yin et al. 2017). Pti
vyzkumu temnotou indukované senescence byl po ctyfech dnech zaznamenan vyssi obsah
chlorofylu u linie ARA6 OX nez u WT (Yin et al. 2017). Protein ARAG6 je tak negativnim
regulatorem temnotou indukované senescence, jeho zvySend exprese ziejmé& vede k vétsi
ochrané chlorofylu pfed degradaci.

McRAB5b — Transkripce genu kodujiciho protein McRABSb (blizky homolog ARA6)
Z halofytni rostliny kosmatce krystalového (Mesembryanthemum crystallinum) byla zvysena
po aplikaci 400mM NaCl (Bolte et al. 2000). Ke stimulaci exprese stacily pouhé dvé hodiny,
uroven transkripce se vSak zvySovala po celych 72 hodin trvani experimentu. Protein
MCcRABS5bD je ziejmé zahrnut do solnym stresem indukovaného zvyseni va¢kového transportu
do vakuoly ¢i apoplastu. Zajimavé bylo téz zjisténi, ze protein McCRABSb ¢astecné dimerizuje
a v podob¢ dimeru ztraci schopnost vazat GTP. Pfechod mezi monomerem a dimerem tedy
mize hrat regulaéni roli (Bolte et al. 2000).

MiRABS — Liu et al. zkoumali protein MiRAB5 z mangovniku indického (Mangifera indica)
(Liu et al. 2014). Nizka teplota (4 °C) vedla ve stonku po 72 hodinach ke ¢tyfnasobnému
zvySeni transkripce genu MiRAB5. Plsobeni 300mM NaCl vyvolalo v listech napied snizeni
exprese tohoto genu, po 48 hodinach vsak byla jeho exprese 22x vétsi nez v kontrolnim stavu.
Zvyseny obsah odpovidajiciho mRNA transkriptu byl po 48 hodinach ptisobeni 300mM NaCl
pozorovan téz ve stonku. Aplikace 30% PEG vedla k vice nez Sestinasobnému zvyseni
transkripce v listech po 24 hodinach. Ve stonku bylo zaznamenano nejvetsi mnozstvi
transkriptu MiRAB5 po 48 hodinach. Protein MiRABS je tedy ziejmé zapojen do odpovédi na
chlad a solny i osmoticky stres (Liu et al. 2014).

ScRAB - Protein SCRAB V rostling jojoba kalifornska (Simmondsia chinensis) byl zkouman ve
studii Mizrahi-Aviv et al. (2002). Tento protein vykazal nejvétsi homologii ke skupiné RABS.
V kultivovaném stonku kontrolnich rostlin byl zaznamenan 2,5x vétsi obsah transkriptu SCRAB
nez ve stonku rostlin vystavenych 150mM NaCl. Vysledek je tak opacny neZ u proteinu
McRABS5b (Bolte et al. 2000). Tyto rozdily mohou odrazet specificky metabolismus rtiznych
rostlinnych druhti ¢i odliSnou regulaci metabolickych drah v kultivovanych rostlinnych

organech (Mizrahi-Aviv et al. 2002).

4.2.3. RAB6/RABH

OsRAB6a — Yang & Zhang ukazali roli ryzového (O. sativa) proteinu OsRAB6a v udrzovani

homeostaze zeleza (Yang & Zhang 2016). Pti nedostatku zeleza byla zaznamenana zvySena
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transkripce genu OsRAB6a ve stonku i v kofenech. U rostlin OSRAB6a OX byl pozorovan pii
vystaveni nedostatku Zeleza vétsi rast, vyssi obsah zeleza i chlorofylu nez u WT. U rostlin
s redukovanou expresi OSRAB6a bylo v téchto parametrech naopak dosazeno vzdy mensich
hodnot nez u rostlin WT. Rostliny OsRAB6a OX akumulovaly vice Zeleza a zinku v semenech
a vykazovaly vyraznéji zvySené exprese genu souvisejicich s nedostatkem zeleza (OSNASL,
OsNAS2, OsIRT1 a OsIR0O2). Yang & Zhang téz u téchto rostlin pozorovali del$i hlavni kofen
1 tii nejdelsi adventivni kotfeny. Da se predpokladat, ze vétsi kofenovy systém je schopen 1épe
zajistit piijem zeleza pii jeho nedostatku. Protein OsRAB6a tedy pozitivné reguluje

fyziologické i morfologické procesy asociované s piijmem Zeleza (Yang & Zhang 2016).

4.2.4. RAB7/RABG

AtRAB7 — Mazel et al. zaznamenali zvySeni transkripce genu kodujiciho protein AtRAB7
(AtRABG3e) v A. thaliana pii pisobeni vyssich koncentraci H20> ¢i pfi solném stresu, naopak
zranéni ¢i chlad jeho expresi nezvysily (Mazel et al. 2004). U rostlin AtRAB7 OX byla
zaznamenana rychlejs$i endocytoza a tyto rostliny byly tolerantnéjsi k pisobeni 200mM NaCl
nez WT. Pifi dlouhodobé&j$im plisobeni 100mM NaCl nékteré transgenni rostliny dokonce
kvetly, u rostlin WT kveteni zaznamenano nebylo. Transgenni rostliny pfijimaly vice iontli Na*,
které byly sekvestrovany do vakuoly, a obsahovaly mensi mnozstvi ROS. NiZzsi sensitivita
téchto rostlin byla pozorovéana i k 500mM sorbitolu. Po odstranéni vlivu sorbitolu se rostliny
WT na rozdil od transgennich rostlin nebyly schopné zotavit. ZvySenou odolnost rostlin
AtRAB7 OX lze vysvétlit rychlejsi endocytozou, lokalizaci Na™ do vakuoly ¢i mensi produkei
ROS ziejmé diky omezeni aktivity NADPH oxidazy (Mazel et al. 2004).

OsRAB7 — Nahm et al. zaznamenali stimulaci transkripce ryzového (O. sativa) genu OsRAB7
pfi pusobeni ruznych abiotickych stresortit (Nahm et al. 2003). Slaby nardst jeho exprese byl
pozorovan pii pisobeni 150mM NaCl, zvySovani nastalo i po exogenni aplikaci 100pM ABA.
Vystaveni chladu (4 °C) vedlo po 24 hodinach ke zietelné€ vétsi transkripci, nez byla jeji bazalni
uroven. Nedostatek vody vyvolal mohutny nérGst transkripce genu OSRAB7 jiZ po dvou
hodinach. Protein OsRAB7 byl lokalizovan do tonoplastu, pfedpokladd se tedy jeho role
v transportu do vakuoly (Nahm et al. 2003).

Peng et al. nasledné piedlozili pfimy dikaz, Ze zvySena exprese genu OSRAB7 vede k vyssi
toleranci k solnému stresu (Peng et al. 2014). Podobné dikazy o zvySeni tolerance k pisobeni
soli byly zaznamenany téz pti nadmérné expresi genu AtRAB7 v A. thaliana (Mazel et al. 2004)
i genu PgRAB7 v Nicotiana tabacum (Agarwal et al. 2008). Peng et al. zkoumali reakci WT a
rostlin OsRAB7 OX pfi vystaveni 200mM NaCl (Peng et al. 2014). Transgenni rostliny
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vykazaly pii této koncentraci soli CetnéjSi postranni koteny a jejich vétsi délku. Po
dvanactidennim vystaveni soli mé¢ly tyto rostliny vétSinou zelené listy, naopak téméf vSechny
netransgenni rostliny uhynuly. Po odstranéni vlivu soli se rostliny OSRAB7 OX dokézaly
zotavit, WT vSak nikoliv. U transgennich rostlin byl pii ptisobeni soli také zaznamenan vyrazné
vétsi narust obsahu prolinu nez u WT (Peng et al. 2014). Tento fakt a zaznamenana akcelerace
vackového transportu u rostlin se zvySenou expresi OSRAB7 tak mohou byt vysvétlenim jejich
vys$i tolerance k solnému stresu. Exprese genu OSRAB7 v bakteriich Escherichia coli vedla
také ke zvySeni jejich tolerance k chladu (20 °C), vyssi teploté (52 °C) i pusobeni NaCl
(koncentrace 1000 mM). Tato zvySend tolerance byla ziejmé zalozena na obdobném
mechanismu jako u rostlin (Peng et al. 2011).

PgRAB7 — Zvysena transkripce genu PGQRAB7 v dochanu klasnatém (Pennisetum glaucum)
byla zaznamenana pti suchu, nizkych teplotach (4 °C) i po aplikaci 250mM NaCl (Agarwal et
al. 2008). Listové disky To generace transgenniho tabaku (N. tabacum) exprimujiciho protein
PgRAB?7 vykazovaly po vystaveni riznym koncentracim NaCl (100, 200 a 300 mM) vyrazné
vys$si obsah chlorofylu nez WT. Téz u T1 generace transgennich rostlin byl rlst ve srovnani
s WT pii aplikaci 100mM, 200mM i 300mM NaCl postizen mén¢. Transgenni rostliny po tficeti
dnech doséhly vysSich hodnot v poctu i1 délce kofend, v listové ploSe 1 Cerstvé hmotnosti nez
WT. Vyssich hodnot ve vSech téchto parametrech dosahly transgenni rostliny téz po aplikaci
400mM manitolu. Narist tolerance transgennich rostlin mize byt vysvétlen zaznamenanym
zvySenim transportu proteini do vakuoly ¢i ochrannymi/opravnymi mechanismy
v endomembranovém systému (Agarwal et al. 2008).

Tripathy et al. zaznamenali u ryZe (O. sativa) exprimujici gen PgRAB7 pii ptisobeni NaCl
(koncentrace 100, 200 a 400 mM) vyssi klicivost a vétsi obsah chlorofylu v listovych discich
nez u WT (Tripathy et al. 2017). Transgenni rostliny akumulovaly méné Na* v kofenech i
listech a dokazaly udrZet integritu vakuoly a intaktni grana v chloroplastech 1 pfi plisobeni
200mM NaCl. Pti aplikaci této koncentrace NaCl netransgenni rostliny neplodily vibec,
transgenni rostliny o 33-53 % mén¢ nez pti kontrolnich podminkach. U téchto rostlin byla téz
zaznamenana o 344 % vyssi uroven Cisté fotosyntézy nez u WT. Po vystaveni suchu na dvanact
dni vykazaly vy$$i hodnoty v obou téchto parametrech opét transgenni rostliny. Exprese
PgRAB7 v ryzi zménila Groven transkripce celé fady jejich ptirozenych geni, zvysila napiiklad
mnozstvi mRNA transkriptu OSRAB7 ¢i genti zahrnutych do detoxifikace ROS. ZvySena
tolerance transgenni ryZze miZze byt vysvétlena sekvestraci Na* do intaktnich vakuol ¢i mensi
akumulaci ROS diky ptsobeni antioxidantli. Roli mtze hrat také vyssi fotosynteticka aktivita

diky chloroplastiim s neposkozenymi grany (Tripathy et al. 2017).
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PjRAB7 — George & Parida zkoumali gen kodujici protein PJRAB7 z naditce jehnédokvétého
(Prosopis juliflora) zceledi Fabaceae, stromu velmi odolného k abiotickému stresu
(George & Parida 2011). Gen PjRAB7 je ziejmé zapojen do odpovédi na abioticky stres, nebot’
jeho transkripce v semenaccich naditce byla siln€¢ indukovana aplikaci S00mM NaCl. Ukazaly
se velké rozdily v toleranci k solnému stresu (150mM NaCl) mezi transgennim tabakem
(N. tabacum) exprimujicim gen PJRAB7 a WT. Transgenni tabak byl ptisobenim soli po§kozen
vyrazné méné a akumuloval signifikantné vétsi mnozstvi Na™ nez WT. ZvySeni tolerance
u transgenniho tabaku je mozné vysvétlit sekvestraci Na* do vakuoly, ktera snizuje jeho
negativni vliv v cytosolu a zaroven usnadnuje piijem vody (George & Parida 2011).

AhRAB7 — Sui et al. studovali protein AhRAB7 (AhRABG3b) v podzemnici olejné (Arachis
hypogaea) (Sui et al. 2012). Autofi odhalili mirné zvySeni exprese genu kodujiciho tento
protein po aplikaci 20% PEG a 100uM ABA. Vyraznéjsi nartst jeho exprese byl zaznamenan
po 48 hodinach plisobeni chladu (4 °C), nejvyssi vzestup transkripce (az 35x) byl pozorovan po
aplikaci 250mM NaCl. Po sedmi dnech pusobeni 200mM NaCl a téz 20% PEG mély rostliny
AhRAB7 OX normalni vzhled, WT rostliny vSak vykazovaly zfejmé znamky vadnuti. Exprese
genu AhRABY7 v E. coli téZ vedla ke zvyseni tolerance k riznym koncentracim NaCl, NaHCO3
i PEG. Tyto poznatky ukazuji, ze protein AhRAB7 je ziejmé zapojen do odpovédi na abioticky
stres.

Sui et al. v nasledné studii zkoumali pomoci analyzy RNA-seq (t¢Z RNA sequencing) zmény
exprese gend mezi rostlinami A. hypogaea AhRAB7 OX a rostlinami WT pii pisobeni solného
stresu (Sui et al. 2017). Ze 164 genu, jejichz exprese se signifikantné zménila pii pisobeni
250mM NaCl v transgennich rostlinach oproti rostlinam WT, bylo 110 genti znamych jako
responsivni na solny stres. Jednalo se naptiklad o geny kodujici tzv. late embryogenesis
abundant (LEA) proteiny, aquaporin TIP, peroxidazu ¢i proteinfosfatazu 2C. Protein AhRAB7
ziejm¢e zvySuje toleranci k solnému stresu diky své roli v signalnich drahich zahrnujicich
fosfatidylinositol, Ca?* a ABA. Tyto faktory se podili na regulaci exprese transkripénich faktort
a efektorovych proteint dulezitych pro odstranéni ROS ¢i fluidizaci membran (Sui et al. 2017).
TaRAB7 — Liu et al. zkoumali uroven transkripce genu TaRAB7 z pSenice seté (Triticum
aestivum) pii pusobeni houbového patogena Pucinia striiformis f. sp. tritici a abiotickych
stresort (Liu et al. 2012). Pti ptisobeni 20% PEG6000 vzrostla transkripce genu TaRAB7 jiz po
dvou hodinach, tfindctindsobného zvyseni bylo dosazeno po dvanacti hodinach. Pisobeni
200mM NacCl vedlo téZ po dvanacti hodinach k témét dvanactindsobnému zvySeni mnozstvi
MRNA transkriptu tohoto genu. Podobnych vysledkil s niz§im maximem po tomtéz ¢asovém

useku bylo dosazeno pfi pusobeni chladu (4° C). GTPaza TaRAB7 muze hrat roli v regulaci

19



exprese genu diilezitych pro pfizptusobeni se podminkam prostiedi, tj. mize byt soucasti bazalni
rezistence ke stresorum (Liu et al. 2012).

AIRAB7 — Protein spadajici do skupiny RAB7 byl izolovan téz z halofytni travy Aeluropus
lagopoides (Rajan et al. 2015). Mirn¢ zvySena exprese genu AIRAB7 byla zaznamenana pii
pusobeni sucha a 20uM ABA, tedy tento gen zifejmée hraje urcitou roli v odpovedi na abiotické
stresory. Aplikace 250mM NaCl vsak nevedla k signifikantnimu zvySeni akumulace transkriptu
AIRAB7. Studovana koncentrace soli totiz ziejm¢ nepiedstavuje pro tuto halofytni rostlinu
stresovou situaci. Autofi t€Z ukazali, ze buniky E. coli exprimujici gen pro protein AIRAB7
vykazovaly ve srovnani s kontrolnimi buiikami leps$i rlst a vétsi mnozstvi kolonii na médiich

obsahujicich 500mM NaCl, 400mM manitol & 20uM ABA (Rajan et al. 2015).

4.2.5. RAB11/RABA

Skupina RABAL — Asaoka et al. zkoumali v A. thaliana proteiny RABA1 (nejvétsi podskupina
RABI11/RABA proteintl), zejména protein RABA1b (Asaoka et al. 2013a). Proteiny RABAL
vykazovaly podobnou lokalizaci jako R-SNARE proteiny VAMP721/722 operujici
v sekretorické draze (Sun et al. 2013). Konstitutivné aktivni forma proteinu RABA1Db byla
pozorovana na PM. Z téchto poznatkli se tedy da usuzovat, ze protein RABA1b funguje
Vv transportu mezi TGN a PM. Rust ctyfnadsobnych mutantd v genech kddujicich proteiny
RABAlaazRABAI1d byl ptekvapivé velmi narusen jiz pii aplikaci NaCl o koncentraci 15 mM.
VétSina téchto rostlin zahynula ve stadiu déloh a jejich Cerstvd hmotnost byla 5x niZs§i nez
u rostlin WT. Jesté¢ vyrazngji byl narusen rist rostlin exprimujicich dominantné negativni
protein RABA1bS2™N, Ostatni ¢lenové skupiny RABA1 tedy zfejmé dokazou ¢asteéné nahradit
ztratu proteint RABAla az RABA1d, ale nejsou schopni potlacit efekt dominantné negativniho
proteinu RABA1bS?'N,

Asaoka et al. vSak zjistili, ze studovani ¢tyfndsobni mutanti obsahuji obdobné mnozstvi Na*
jako WT (Asaoka et al. 2013b). Akumulace Na* ve vakuolach byla u obou linii rostlin téZ velmi
podobna. Tito studovani mutanti tedy nejsou defektni v p¥ijmu a vnitrobuné¢né distribuci Na*.
Proteiny skupiny RABA1 jsou tak zifejm¢ obsaZeny ve vice nepiimé odpovédi na solny stres.
UvaZovat lze regulaci iontové homeostaze, transport CI” ¢i jinych iontl, zmény lipidového
slozeni membran nebo podil na lokalizaci auxinového pienasece PIN (Asaoka et al. 2013b).
Rist ctyfnadsobnych mutantli ani rostlin exprimujicich dominantné negativni protein
RABA1bS?N nebyl narusen aplikaci 30mM sorbitolu (Asaoka et al. 2013a). Hypersensitivita

tedy zfejmé neni zplsobena zvySenou osmolaritou, nybrz vysokou koncentraci ionti.
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OsRAB11 — Kim et al. zjistili, ze transkripce genu OSRAB11 v ryzi (O. sativa) je zvySena
pusobenim soli, sucha i chladu (Kim et al. 2017). Transgenni rostliny A. thaliana exprimujici
dominantné negativni protein OSRAB11(S28N) mély pii pasobeni 100mM NaCl koteny
dosahujici pouze 50 % délky kotenil rostlin WT. Rostliny nadmérné exprimujici protein
OsRAB11 s neporusenou funkci naopak mély zhruba 1,4x delsi kofeny nez WT. Autoti dale
ukdzali, Ze dominantné negativni protein OsRAB11(S28N) nenarusi pii pisobeni soli expresi
gend pro Na*/H" antiportery SOS1, AtINHX1 a AtNHX2. Naru$ena vSak byla jejich spravna
lokalizace do PM, respektive tonoplastu. Je mozné, Ze exprese dominantné¢ negativniho
proteinu OsSRAB11(S28N) vede k poskozeni drahy proteint skupiny RABA1, ktera je dulezita
mj. pro lokalizaci Na*/H" antiportertt do PM (Asaoka et al. 2013a). V transportu do vakuoly
ziejmé funguje podobny mechanismus, konkrétné vsak charakterizovan nebyl (Kim et al.
2017).

Son et al. zkoumali roli proteinu OsRAB11 v transportu al podjednotky V-ATPazy (OsVHA-
al) do vakuoly (Son et al. 2013). Tato podjednotka piimo interagovala s GTP-vazajici
formou proteinu OsRABI11 a jeho GAP, OsGAP1. Pii pisobeni solného stresu (100mM NaCl)
jsou oba tyto proteiny dillezité pro zménu lokalizace OsVHA-al z TGN do PVC a nésledné do
vakuoly. Rostliny s po§kozenym proteinem OsGAP1 ¢i dominantné negativnim proteinem
OsRABI11(S28N) vykazovaly pfi aplikaci 100mM NaCl kratsi kofeny a mensi Cerstvou
hmotnost. Kli¢ivost semen rostlin exprimujicich dominantné negativni protein
OsRABI11(S28N) byla signifikantné snizena pusobenim jiz 75mM NaCl. Pro toleranci
k solnému stresu je tedy ziejmé dilezity vakuolarni transport OsVHA-al, v némz hraji
dualezitou roli proteiny OsRAB11 a OsGAPI1. Spravna lokalizace OsVHA-al pak umoziiuje
sekvestraci nadbyte¢nych iontli Na* do vakuoly (Son et al. 2013).

CPRABA5e — Karim et al. zkoumali v A. thaliana protein CPRABAS5e lokalizovany do
stromatu a thylakoidd chloroplastii (Karim et al. 2014). Mutantni rostliny v genu pro tento
protein vykazovaly opozdéné kliceni oproti WT. Obsah chlorofylu i ¢erstva hmotnost vSak byly
s rostlinami WT srovnatelné. Mutanti prekvapive nebyli citlivéjsi k piisobeni chladu, sucha ani
soli. Aplikaci 10uM bengalské Cervené (produkuje singletni kyslik) vSak byla prok4zéna vétsi
citlivost mutantl k oxidativnimu stresu. Také se ukazalo, Ze teplota 4 °C vyvolala u mutantnich
rostlin zmény v ultrastruktute chloroplastu. U rostlin WT tyto zmény na strukturalni Grovni
zaznamenany nebyly (Karim et al. 2014). Je mozné, Zze zménéna struktura chloroplastii muze
vést k odlisné urovni fotosyntézy u mutantl. Pfi jiném experimentalnim designu by tedy mohly

byt zietelné rozdily mezi WT a mutantnimi rostlinami v toleranci k chladu.
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5. SNARE proteiny

5.1. Uvod

Mezi proteiny zapojenymi do vackového transportu zaujimaji vyznamné misto proteiny
SNARE (z angl. soluble NSF (N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein) attachment protein
receptor). Tyto s membranami asociované proteiny jsou konzervovany od kvasinek az k vy$sim
rostlindm a savcim. Vedle zajisténi fize membran pomahaji SNARE proteiny také cilit vacky
do mista jejich urceni (Uemura & Ueda 2014). Mezi jednotlivymi SNARE proteiny je mnoho
rozdilt jak ve velikosti, tak ve struktutre. VSichni ¢lenové vSak sdili spole¢ny strukturni motiv,
tzv. SNARE doménu, ktera pfispiva k interakci mezi témito proteiny. SNARE doména se
nachazi v jejich cytoplasmatické Casti, sklada se z 60 az 70 aminokyselin a mé strukturu tzv. a-
helixu (Weimbs et al. 1997, Wesolowski & Paumet 2010). Vzhledem k témto spole¢nym
vlastnostem se soudi, ze interakce mezi rtiznymi c¢leny rodiny SNARE probihd podle
spole¢ného mechanismu.

Existuje n€kolik moznych zptisobl déleni SNARE proteint, nejcastéji se pouzivaji klasifikace
funkéni a strukturni. Dle prvné€ jmenované klasifikace 1ze rozlisit t-SNARE proteiny asociované
s cilovou membranou a v-SNARE proteiny asociované s membranou vacku (Sollner et al.
1993). Castgji se viak pouziva klasifikace strukturni, nebot’ pti homotypické membranové fizi
je obtizné urcit, ktery kompartment predstavuje transportni vacek a ktery cilovou membranu.
Strukturni klasifikace déli rodinu SNARE do skupin Q-SNARE a R-SNARE na zakladé
pfitomnosti glutaminového (Q), respektive argininového (R) polarniho zbytku v centru SNARE
domény (Fasshauer et al. 1998). Mezi témito klasifikacemi plati obecné vztah, Ze Q-SNARE
predstavuji t-SNARE proteiny a R-SNARE pak v-SNARE proteiny (Fasshauer et al. 1998). Q-
SNARE proteiny 1ze na zédklad€ sekvenc¢ni homologie dale rozdélit na tfi zakladni skupiny —
Qa-, Qb- a Qc-SNARE proteiny. Specifickou skupinu Q-SNARE proteinti pak piedstavuji tzv.
SNAP25-like proteiny, které obsahuji v jednom polypeptidovém fetézci zarovenn Qb-SNARE i
Qc-SNARE motiv (Ebine & Ueda 2009, Fasshauer et al. 1998). R-SNARE proteiny mohou byt
dale rozdéleny na zaklad¢ absence/piitomnosti tzv. longin domény v oblasti N-konce na kratké
VAMPs (z angl. vesicle-associated membrane proteins), oznacované téz ,,brevins®, a dlouhé
VAMPs neboli ,longins“. Pro rostlinné R-SNARE je typicka absence kratkych VAMPs,
namisto toho rostliny vyuzivaji specifickou sestavu dlouhych VAMPs (Ebine & Ueda 2009).
Presné pocty genli kodujicich SNARE proteiny v rostlindch nejsou znamy. Ziejmé vsak je, Ze

v A. thaliana je kodovano vice nez 60 SNARE proteint (Sanderfoot 2007).
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SNARE proteiny ziejmé obecné piedstavuji molekuldrni konstrukce, které se samovolné
uspotadavaji do tzv. coiled-coil struktury. Tento mechanismus pfiblizuje membrany do takové
blizkosti, jez umozni jejich fuzi. Funkéni SNARE komplex je tvofen ¢tyfmi SNARE proteiny,
vzdy po jednom z kazdé skupiny R-SNARE, Qa-, Qb- a Qc-SNARE; pii t¢asti SNAP25-like
proteinu se vSak komplex sklada pouze ze tii molekul SNARE, shrnuto v Ebine & Ueda (2009).
Kazda organela v endomembranovém transportu obsahuje konkrétni sestavu SNARE proteind.
Schopnost tvofit interakce mezi specifickymi Q-SNARE a R-SNARE proteiny nejspise ve
spolupraci s dalSimi mechanismy (regulovanymi napt. RAB GTPazami) udili specifitu fuzi
membran (Ebine & Ueda 2009, Hachez et al. 2014). Schéma tohoto mechanismu je strué¢né
znazornéno na obrazku 3. Po dokonceni fize membran je SNARE komplex opét rozpojen. Déje
se tak za ucasti fady faktord, napiiklad ATPazy NSF ve spojeni s jejimi kofaktory zvanymi
SNAPs (z angl. soluble NSF attachment proteins). Po tomto rozpojeni jsou SNARE proteiny
recyklovany zpét do ptivodniho kompartmentu (Zhao et al. 2015).

Transportni
vacek

Obrazek 3: Model obecného mechanismu vackové vazby a fuze. Znazornéno je zapojeni RAB GTPaz s jejich
efektory a SNARE proteint. H-autoinhibi¢ni doména Qa-SNARE, slozena ze tii helixti (Ha, Hb, Hc), LD —
Longin doména. Upraveno podle Ebine & Ueda (2009).

Zakladni funkce SNARE proteinii je znama jiz dlouhou dobu. Rada studii viak ukazuje, Ze
paleta jejich funkci je mnohem pestiejsi. Jmenovat Ize podil na otevirani a zavirani praducht
(Leshem et al. 2010) ¢i kontrolu funkce iontovych kanala (Nisa et al. 2017, Sun et al. 2013).
SNARE komplex, ktery se sklada z VAM3/SYP22 (Qa-), ZIG/VTI11 (Qb-), SYP51 (Qc-) a
VAMPT727 (R-SNARE), je zapojen do biogeneze vakuoly, vakuolarniho transportu, zrani
semen ¢i stonkového gravitropismu (Ebine et al. 2008, Yano et al. 2003). Kromé role
Vv odpovédi na abioticky stres, pojednané v kapitole 5.2., ukazuje fada publikaci na jejich silné

zapojeni do resistence K patogentim (Bao et al. 2012, Liu et al. 2016, Sharma et al. 2016).
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5.2. Zapojeni SNARE proteinii do odpovédi na abioticky stres

Razeni proteinil v této kapitole vychazi ze strukturniho déleni SNARE proteintl, pofadi je
nasledujici: Qa-, Qb-, Qc-SNARE proteiny, nasledné¢ SNAP25-like proteiny a nakonec R-
SNARE proteiny. Pokud byly v dané skupiné¢ zkoumany proteiny z A. thaliana, jsou opét

fazeny predné, nésleduji je proteiny dalSich rostlinnych druht.

5.2.1. Qa-SNARE proteiny

Skupina SYP4 — Skupina SYP4 v A. thaliana zahrnuje proteiny SYP41, SYP42 a SYP43
(Uemuraetal. 2004). Uemura et al. zjistili, ze z dvojitych mutant v genech kodujicich proteiny
skupiny SYP4 byli nejvice postizeni mutanti Syp42syp43. Tito mutanti vykazovali rychlejsi
senescenci, mensi vzrast a méli kratsi kofeny (Uemura et al. 2012a). Ukazalo se, ze nadmérna
exprese fuzniho proteinu GFP-SYP41 (protein SYP41 fuzovany s GFP) mize zvratit poskozeni
zpusobené mutaci Syp42syp43, proteiny skupiny SYP4 tedy zfejm€ maji Castecné se
prekryvajici funkce. Tyto proteiny byly lokalizovany na TGN a hraji roli v regulaci vackového
transportu navazujiciho na GA (zejména sekre¢ni drahy a drahy sméfujici do vakuoly). Jsou
také velmi dulezité pro udrzovani spravné morfologie GA a TGN (Uemura et al. 2012a).
Uemura et al. v dalsi studii zkoumali odpovéd’ dvojitych mutanti Syp42syp43 na abioticky stres
(Uemura et al. 2012b). NaCl o koncentraci 75 mM rust téchto mutantd velmi omezila, aplikace
100mM NaCl pak vedla k zastaveni jejich rustu po vyvoji déloh. Rist WT byl naruSen také,
avSak signifikantné méng. Proteiny SYP4 se mohou podilet na lokalizaci NHX5 a NHX6
(vnitrobunécné Na*/H* antiportery 5 a 6). Jejich spravna lokalizace je ziejmé dulezitd pro
toleranci k solnému stresu (Uemura et al. 2012b). Téz pii osmotickém stresu (sorbitol
v koncentracich 150 mM a 200 mM) se ukazal naruseny rist mutanti Syp42syp43. Proteiny
SYP4 tvoti komplex s VTI12 (Qb-), SYP61 (Qc-) a YKT6 (R-SNARE) (Chen et al. 2005,
Sanderfoot et al. 2001). Konkrétni funkce tohoto SNARE komplexu neni znama, spekuluje se
0 jeho podilu na fazi vackt odvozenych z trans cisteren GA s TGN ¢i fazi TGN s vacky
odvozenymi z MVB/PVC. Jiz dfive se ukazalo, Ze protein SYP61 zapojeny do tohoto SNARE
komplexu hraje roli v odpovédi na abioticky stres (Zhu et al. 2002).

SYP22/VAM3 — Protein SYP22, oznacovany téz VAMS3, je lokalizovan na tonoplastu a
membrané PVC (Uemura et al. 2004). Hamaji et al. v A. thaliana ukazali, Ze pfi pusobeni
200mM NaCl se v buikach objevuje mnoho malych membranovych vacku, které se pohybuji
okolo centralni vakuoly (Hamaji et al. 2009). Tyto struktury zfejmé obsahuji sodné ionty a

mohou hrat roli v odpovédi na solny stres. Mutantni rostliny v genu pro SYP22 vykazovaly
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vétsi toleranci k solnému stresu (200mM NaCl). Dulezité je zjisténi, Ze zatimco obsah Na* ve
stonku je mens$i u mutantnich rostlin nez u WT, v kofenech byla zaznamenana situace opacna.
Dtsledkem je zvySena tolerance stonku mutantnich rostlin k solnému stresu. Odlisna
akumulace Na* v podzemni a nadzemni ¢asti rostlin je zpiisobena rozdily v distribuci proteinu
AtNHX1 (Na*/H* antiporter 1). V kofenech bylo pozorovano vétsi mnozstvi tohoto proteinu
U mutantnich rostlin nez u WT, ve stonku byla situace dle ocekavani opacnd. D4 se
predpokladat podobny mechanismus vysvétlujici zvySenou odolnost mutanti v genu pro
SYP22 jako u proteint skupiny AtVAMP7C (Leshem et al. 2006). Mutace SYP22 tedy muze
inhibovat fuzi vackt obsahujicich H2O2 s vakuolou, a tim ji chranit (Hamaji et al. 2009).
NtSYP121/NtSYR1 — Leyman et al. ukazali, ze tabakovy (N. tabacum) protein NtSYP121,
oznacovany téz NtSYR1, hraje roli v senzitivité svéracich bunék priduchti k ABA (Leyman et
al. 1999). Dalsi studie pak potvrdila lokalizaci NtSYP121 na PM bez zietelnych rozdili mezi
bunéénymi typy (Leyman et al. 2000). Pisobeni 20uM ABA vedlo k vice nez desetinasobnému
zvySeni mnozstvi proteinu NtSYP121 v PM. Aplikace 10uM auxinu, 10uM kinetinu ani 1pM
kyseliny giberelové v§ak zvyseni jeho mnozstvi v PM nevyvolaly. Aplikace 300mM NaCl
zpisobila transientni zvySeni Urovné exprese proteinu NtSYP121 se stejnou kinetikou jako
poskozeni listu nlizkami. Ukdzalo se, Ze exogenni aplikace S0uM kyseliny jasmonové i 1mM
kyseliny salicylové vede téz ke zvysSeni exprese tohoto proteinu, piisobeni nizké teploty (4 °C)
vSak nikoliv. Solny stres a mechanické poSkozeni listu zprostfedkuji stimulaci exprese genu
NtSYP121 odliSnymi drahami. U mutanti s naruSenou syntézou ¢i signalni kaskadou ABA byl
po tomto poskozeni zaznamenan stejny vzestup transkripce genu NtSYP121 jako u rostlin WT.
Pfi solném stresu (300mM NaCl) vSak u zminénych mutanti signifikantni vzestup exprese
tohoto genu zaznamenan nebyl (Leyman et al. 2000). Prvni draha tedy ziejmé neni zavisla na
ABA, druhd vsak zavisla je.

Protein SYP121 byl zkouman také v jinych rostlinnych druzich. Ukazalo se, ze hraje roli
Vv transportu a aktivité akvaporinu PIP2;5 1 v aktivité kanali pro draselné ionty v kukufici (Zea
mays) (Besserer et al. 2012). Da se tedy piedpokladat jeho funkce v osmotickém piizptsobeni
bunky béhem pisobeni stresord. Hachez et al. odhalili, ze proteiny SYP61 a SYP121 jsou
v A. thaliana dulezité pro transport akvaporinu PIP2;7 (Hachez et al. 2014). SYP61 a SYP121
jsou ziejm¢ obsazeny v tomtéz SNARE komplexu, naruseni kazdé jeho komponenty vedlo
k poruse doruceni PIP2;7 do PM. Tyto proteiny se tedy daji povazovat za regulatory vodni
homeostaze skrze modulaci prostupnosti PM pro vodu (Hachez et al. 2014).
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5.2.2. Qb-SNARE proteiny

Skupina OsNPSN — Skupina proteintt OsNPSN (z angl. novel plant SNARE) v ryzi (O. sativa)
obsahuje tfi ¢leny (OsNPSN11, OsNPSN12, OsNPSN13) a byla zkoumana ve studii Bao et al.
(2008a). Tyto proteiny jsou znaéné¢ homologické s proteiny AtNPSN v A. thaliana,
aminokyselinova identita je 57-80 %. Proteiny OsNPSN jsou lokalizovany do PM (Bao et al.
2008a), stejné¢ jako proteiny AtNSPN (Uemura et al. 2004). Lokalizace ve vackovych
strukturach pobliz PM a interakce s dal§imi faktory pravé v PM byla prokazana téz u proteinu
TaNSPN11 v Triticum aestivum (Wang et al. 2014). Ptsobeni 20mM H20 vedlo ke zvySeni
