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Abstrakt

Arzén v jeho rozlicnych forméch je jednym =z najtoxickejSich environmentalnych
kontaminantov, ktory je taktiez prijimany rastlinami a dokaze ovplyvnit ich vitalitu. Rizikovou
kategdriou su kulturne plodiny, u ktorych As kontaminacia znizuje celkovy vynos a v dosledku
toho sa As dostdva do potravového ret'azca. Jeho anorganické (arzenit a arzendt) a organické
(methylované) formy st prijimané korefimi a rhizomami, kde sa bud’ mézu akumulovat’, alebo
st translokované a nasledne hromadené v nadzemnych Castiach. Arzenatreduktdza je enzym,
ktory katalyzuje redukciu arzenatu na arzenit, ¢im ovplyviiuje nielen celkovu toxicitu As v
rastline, ale aj jeho transport medzi podzemnymi a nadzemnymi orgdnmi a detoxifikaciu.
Sucinnost’ jednotlivych mechanizmov prijmu, translokacie a detoxifikacie As vSak nie je
dopodrobna preskimana. Ciel'om tejto bakalarskej prace bolo analyzovat’ a porovnat’ vyznam
arzenatreduktdzy v tychto procesoch na modelovom organizme Arabidopsis thaliana, na
kultirnej plodiny ryzi a u hyperakumulatora arzénu Pteris vittata. Rozli€na tolerancia
horeuvedenych organizmov voci As a ich rozdiely v prednostnom mieste ukladania As v listoch
alebo v semenach by mohli byt vyuzité pre rozli¢né ucely, ako napriklad pri fytoremediacii As-
kontaminovanych pdd, alebo pri selekcii rastlin s cielom obmedzenia prijmu i translokacie As
do konzumovatel'nych Casti rastliny. Prave preto ma podrobnejsie identifikovanie a vzajomné
prepojenie jednotlivych tucastnikov prijmu, translokadcie a detoxifikacie potencial
sprostredkovat’ viac moznosti pri Slachteni plodin odolnych voci zvySenej koncentracii As v

prostredi.
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Abstract

Arsenic in its various forms is one of the most toxic environmental contaminants, which is also
taken up by plants and can affect their vitality. The risk category is crops where As
contamination reduces the overall yield and through which As enters the food chain. Its
inorganic (arsenite and arsenate) and organic (methylated) forms are taken up by roots and
rhizomes, where they can either accumulate or be translocated and subsequently stored in
shoots. Arsenate reductase is an enzyme that catalyses the reduction of arsenate to arsenite,
thereby affecting not only the overall toxicity of As in the plant, but also its transport between
underground and aboveground organs. However, the interplay of the different mechanisms of
As uptake, translocation and detoxification has not been investigated in detail. The aim of this
bachelor thesis was to analyze and compare the importance of arsenate reductase in these
processes in the model organism Arabidopsis thaliana, in a rice crop and in the arsenic
hyperaccumulator Pteris vittata. The different tolerance of these organisms to As and their
differences in the preferential site of As deposition in leaves or seeds could be used for different
purposes, such as in the phytoremediation of As-contaminated soils, or in limiting the uptake
or translocation of As to edible parts of plants.

This is why a more detailed identification and interconnection of the different players involved
in uptake, translocation and detoxification has the potential to provide more possibilities in

breeding crops resistant to elevated As concentrations in the environment.
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Z.oznam skratiek

ABC transportér - ATP Binding Cassette transportér

ABCB - ATP-binding cassette transporters of the B subfamily
ABCC - ATP-binding cassette transporters of the C subfamily
ACR2 - Arsenic Compounds Resistance 2

ACR3 — Arsenic Compounds Resistance 3

ADP — adenozindifosfat

As — arzén

As' — arzenit

AsY — arzenit

ATP — adenozintrifosfat

Col-0 — Columbia 0

DMA - kyselina dimetylarzinova

eGFP — enhanced green fluorescent protein

GFP - green fluorescent protein

GRX - glutaredoxin

GSH - glutation

GWA - genome-wide association mapping

HACI/ATQI - High Arsenic Content 1/Arsenate Reductase QTL1
HJ2 - Hei Jing 2

INT2 — inositol transporter 2

IPS1 —induced by phosphate starvation

Kas-1 - Kashmir-1

Col gl-1 - Columbia

LOF — loss of function

Lsi — Low Silicon

MATE - multidrug and toxic compound extrusion

MIP - major intrinsic protein

MMA - kyselina monometylarzénova

NIP — nodulin 26-like intrinsic proteins

NTR1/PTR — putative peptide transporter/nitrate transporter 1
PCs — fytochelatiny

PCS1 — Phytochelatin synthase 1



PGP/ABCB/MDR - ABC-B/multi-drug resistance/P-glycoprotein
ArsC — Arsenate reductase C

PHO2 — phosphate 2, ubiquitin-conjugating enzyme 24
PHT1 — phosphate transporter 1

Pi — anorganicky fosfat

PIN2 - PIN-formed 2

PIP - plasma membrane intrinsic proteins

QTL - quantitative trait locus

ROS - reactive oxygen species

Si — kremik

SIET1 — Silicon Efflux Transporter 1

TIPs - tonoplast intrinsic proteins

TMADO - oxid trimetylarzinu

VPT1 — vacuolar phosphate transporter 1

WHO — World Health Organization

WT — wild type



1. Uvod

Arzén (As) je prirodzene sa vyskytujici toxicky polokov, ktorého koncentricia v prostredi v

priebehu rokov vykazuje signifikantny narast. Tento znepokojivy trend sa stdva v dnesnej dobe

prioritou zdujmu, ked’ze arzén patri medzi karcinogénne latky prvej triedy (Neumann et al.,

2010, Argos et al., 2010; Chen, Graziano et al., 2011; Li et al., 2017). Do prostredia sa uvol'nuje

aj prirodzenou cestou, napriklad oxiddciou minerdlov obsahujicich As (Zhang et al., 2017). Je

to vSak prave nekontrolované pouzivanie As obsahujucich pesticidov a herbicidov,
zavlazovanie kontaminovanou vodou a banské ¢innost’, ktoré st hlavnymi dovodmi introdukcie

As v potravovom ret’azci (Garelick et al., 2008). Konzumadcia potravin so zvySenym obsahom

As potom moze sposobovat’ zdvazné ochorenia u 'udi, vratane rakoviny (Rahman et al., 2022).

Nadmernd As-kontamindcia prostredia sposobuje ekologické problémy, najzndme;jsi je pripad

kontamindcie povodia Gangy a Brahmaputry dosledkom banskej ¢innosti (Brammer, 2009). V

juhozipadnom Bangladési je koncentracia arzénu v pitnej a zavlazovacej vode 15-ndsobne
vysSia ako maximdlna povolend hodnota pitnej vody definovand WHO (World Health

Organization [WHO], 2004). ZvysSujuca koncentracia As v prostredi sa vSak nevyhyba ani

Eurépe, kde najvyssie hladiny dosahuju prave okolia intenzivnej tazby nerastnych surovin

(Tarvainen et al., 2020).

Arzén je z kontaminovanej pody a vody absorbovany rastlinami. Anorganické (arzenit a
arzenat), ale aj organické (methylované) druhy As st prijimané predovSetkym korenmi
prostrednictvom transportérov, ktoré st za normdlnych podmienok zodpovedné za prijem a
prenos esencidlnych alebo prospesnych Zivin. Rastliny ho potom moézu uchovéavat v
podzemnych, alebo translokovat’ do nadzemnych casti.

Toxicita As zalezi na prijatej ¢i akumulovanej forme a na mieste hromadenia. Arzenat ma
schopnost’ nahradzovat fosfat (Pi) v kritickych biochemickych reakcidch a molekulach (Orsit
and Cleland, 1972; Park and Agrawal, 1972;Long and Ray, 1973; Gresser, 1981).

Pravdepodobne najdolezitejSou reakciou vyzadujicou Pi je oxidativna fosforyldcia pomocou
ATP syntaz, ktoré sa nachddzaju na vnutornej membrdne mitochondrii a v tylakoidnej

membrane plastidov (Gresser, 1981). Po introdukcii arzendtu rastlina formuje ADP-As"

molekuly, ktoré nie je schopna spracovat’ ako zdroj energie. Trivalentnd forma arzenit sa
dokaze, vd’aka svojej afinite k tiolovym skupindm proteinov, vel'mi jednoducho viazat’ k trom

sulfhydrylovym skupindm (Kitchin and Wallace, 2006b) a ovplyviiuje skladanie proteinov a

enzymov, a tym padom aj ich spravne fungovanie. (Cline et al., 2003; Ramadan et al., 2007).

Organické formy As st sice menej toxické pre 'udi nez anorganicky As ale, o sa rastlin tyka,
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niektoré formy su pre ne viac toxické, pretoze nedokazu byt detoxifikované (Tang, Kang et al.,

2016).

Okrem priameho zasahovania do biochemickych reakcii vyvoldva arzén aj sekunddrny,
oxida¢ny stres. Indukuje tvorbu reactive oxygen species (ROS), ktorych nadbytok ma za
nasledok oxidativne poskodenie membran, membranovych a cytoplazmatickych proteinov a
stimulaciu tvorby chromozomalnych aberacii. Nadmerny prijem As vedie u vacSiny rastlin k
znizeniu celkovej Cerstvej hmotnosti, popripade az k Umrtiu. U kultirnych plodin to ma
neZelané nésledky na produktivite a efektivite pol'nohospodérstva a na kvalite produktov.
Negativne vplyvy As st prehl'adne popisané napriklad v ¢lanku od Finnegana a Chena (2012)
a Geng et al. (2023).

Na ochranu si rastliny vyvinuli mnohé detoxifikacné mechanizmy, ktorymi sa snazia vzniknuty
oxida¢ny stres eliminovat. Tieto antioxidaéné mechanizmy su bud’ enzymatického alebo
neenzymatického typu, a rastlinami sa nimi moze zbavovat' ROS (prehl'adne napr. v Geng et

al. (2023)). Esencidlnu rolu v detoxifikdcii prijatého As hrd enzym arzenatreduktdza, ktord

1T I

sprostredkiiva redukciu As" na As™™, ¢o umoziuje naslednu vizbu As™ s molekulami bohatymi

na cystein, fytochelatinmi (PCs) (Grill et al., 1989). Komplex As"™-PCs je neskor sekvestrovany

do vakuol cez ABC transportéry C-typu. Sekvestracia arzénu je jednym z kltacovych a
findlnych procesov, ktoré rastline zabezpecuju toleranciu voci jeho toxickym tc¢inkom. Rastliny
su schopné vytvarat’ aj komplexy arzenitu s glutationom (As"™-GSH), ktorych produkcia,
podobne ako produkcia As™-PCs, predstavuje detoxifikaénui reakciu rastliny na pritomnost’ As

(Song et al., 2010, Song et al., 2014)

Vsetky rastliny disponuju obecnym mechanizmom prijmu, translokicie a detoxikacie
roznorodych foriem arzénu. Koordindcia a ucinnost’ jednotlivych krokov v ameliordcii As

stresu je ale druhovo Specificka zalezitost'.

Typicky modelovy organizmus Arabidopsis thaliana je extrémne senzitivny voci arzénu. Jeho
kratka generacna doba, maly jadrovy gendm a produkcia mnoZstva semien ho vSak robi
vhodnym kandidatom pre $tidium procesov, ktoré st ovplynené As alebo pre Stidium zasahov
zvySujucich toleranciu rastlin vo¢i As. HlbSie pochopenie prijmu a biotransformécie As v A.
thaliana ma potencial prispiet’ k vyvoju metdd, ktoré by mohli byt neskodr impletované v inych

rastlinach prostrednictvom genetického inZinierstva (Park et al., 2016).

Ekonomicky dolezitym modelom S$tudia As prijmu a akumulécie je ryza. Tédto plodina

reprezentuje zékladnu potravinu pre priblizne polovicu svetovej populacie, s odhadovanou
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ro¢nou produkciou zhruba 776 miliénov ton (data z roku 2022 z Food and Agricultural

Organization of the United Nations). Toxické t¢inky arzénu vSak znizuju jej celkovu biomasu

a teda vynosy. Ryza je aj ucinny akumuldtor arzénu predovsetkym v zrnach, ¢im sa stava

hlavnym rizikom As pre Pudi (Dahal et al., 2008; Sohn, 2014). Casto je pestovand v

zaplavenych semi-anoxickych pddach, ktoré su uz prirodzene bohatsie na arzén. Ten v nich

dominuje vo svojej mobilnejsej forme (Xu et al., 2008). Dokonca sa predpoklada, ze

prebiehajuce klimatické zmeny taktiez napomahaju k zvySovaniu urovne akumulacie As v tejto

kultirnej plodine (Muehe at al., 2019). Je teda doleZité zamerat’ sa na podrobné prestudovanie

mechanizmov As prijmu, translokécie a detoxifikacie v ryZi.
Hyperakumulétor Pteris vittata je extrémne efektivny v absorpcii, redukcii a translokécii arzénu
do svojich vejarovitych listov a dokdze prosperovat’ na pddach s koncentraciou As vo vyske az

1500 mg/kg (Tu et al., 2002). Jeho gametofyt, rovnako ako sporofyt, méa schopnost’ redukovat’

a nasledne aj ukladat’ arzén a tym znizovat’ jeho obsah v pdde (Lombi et al., 2002; Webb et al.,

2003; Ze-Chun et al., 2004). Tato schopnost’ z neho robi idedlneho kandidata pre udrzatel'nti a

ekonomicky vyhodnu formu bioremediacie As kontaminovanych pol'nohospodarskych pdd -
fytoremediaciu (konkrétne fytoextrakciu). Tymto spdsobom je mozné vyrazne znizit
kontamindciu pod a nasledne i obsah As v rastlindch ryze, ¢im sa zvysi aj ich celkovy vynos

(Mandal et al., 2012).

Z vyssie uvedenych dévodov som sa preto rozhodla v tejto bakalarskej praci sustredit’ na
prijem, translokdciu a redukciu As v uvedenych rastlinnych druhoch. Su to procesy, ktoré si
zasadné nielen pre potlacenie toxickych prejavov As a jeho hromadenie v konzumovatel'nych

Castiach rastlin, ale na druhej strane aj ich hyperakumulac¢nu kapacitu.

2. Prijem arzénu

Prijem As zdvisi nielen na podmienkach prostredia, ale aj od rastliny samotnej. Ked’Ze najvacsia

koncentracia As sa nachadza prave v pode (Johnson and Hiltbold, 1969) a v podzemnej vode

(Samanta et al., 1999), na jeho prijime u vac¢Siny rastlin zohrava najdoleZitejsiu ulohu koreniova

ststava rastliny. Vynimkou su vodné splyvavé rastliny, ktoré dokazu absorbovat’ As aj cez ich

listy (Xue et al., 2012).

V pode sa As vyskytuje v troch formach, ktoré st dostupné pre rastliny. Majoritnymi s

pentavalentnd forma (As", arzenat) a trivalentnd forma (As'", arzenit) (Khan et al., 2010,

Seyffert et al., 2010). V mensich mnoZstvach sa v pode nachddzaju aj metylované formy ako
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napriklad kyselina monometylarzénovd (MMA), kyselina dimetylarzinovd (DMA) a oxid

trimetylarzinu (TMAO) (Huang, 2014, Zhao, Zhu et al., 2013).

Arzenat je formou, ktord je vysoko oxidovand a stabilnd. Predominantne sa nachadza v
aerobnych pddach, kde vykazuje silnu afinitu k oxyhydroxidom zeleza. Konkrétne pre ryzu je
tento jav vyhodny, kedZze sa na jej koretioch vytvaraji zelezné plaky, ktoré po vizbe s
arzenatom neprepustaju As" do korena a teda tvoria efektivnu bariéru vo¢i prijmu As" (Chen

et al., 2005).

Na druhej strane, arzenit sa vyskytuje prevazne v anaerobnom redukénom prostredi, akym su
napriklad uz spominané zaplavené ryZové polia. Zaliatie pdd vedie k mobilizacii arzenitu do
podneho roztoku a tym padom k zvySeniu trovne jeho prijmu rastlinami (Kumarathilaka et al.,

2018).

Mnoho abiotickych a biotickych faktorov hra signifikantnd dlohu v konverzii medzi tymito
dvoma pddnymi formami As. Povod metylovanych foriem As v pdde a enzymoldgia metyldcie
nie sd objasnené. Sucasné poznatky naznacuju biotransformaciu anorganického As roznymi
mikroorganizmami a pouzivanim Specifickych pesticidov a herbicidov (Huang, 2014; Yan et

al., 2005; Zhao, Zhu et al., 2013).

2.1. Prijem As"

Arzenat je Struktirnym a chemickym analégom anorganického fosfatu (Pi), ktory sa do rastliny

dostdva prostrednictvom fosfatovych transportérov rodiny 1 (PHT1) (Meharg & Macnair,1990;

Zhao et al.,2009). Sice je vztah medzi prijimanim As" a Pi kompeti¢ny, bolo dokazané, Ze

spominané transportéry vykazuju vyssiu afinitu k Pi (Asher & Reay, 1979; Meharg et al., 1994;
Jiang et al., 2014).

V A. thaliana bolo identifikovanych devit’ AtPHT1 a z toho Styri z nich priamo zohravaju tlohu
v transporte arzendtu. Su to AtPHT1;1, AtPHT1;4, AtPHT1;8 a AtPHT1;9 (Ayadi et al., 2015,
Shin et al.,2004, Remy et al., 2012, LeBlanc et al., 2012, Catarecha et al., 2007).

Dominantd dlohu v prijme AsY v A. thaliana zohravaji fosfatové transportéry AtPHTI;1 a
AtPHT1;4. Expresia génov pre prislusné transportéry na plazmatickej membriane buniek
rhizodermis, korenovych vlaskov a korenovej ¢apicky dosahuje najvysSich urovni pocas Pi

deprivdcie, o napoveda o ich dolezitosti pocas trvania tohto Specifického stresu (Shin et al.

2004). Loss of function (LOF) double mutanti phtl;1 phtl;4 vykazovali v porovnani s Col-0
vysoku Groven tolerancie vo&i AsY, pricom aj pri velmi vysokych koncentracidch (200 uM
AsY) bol ich rast zniZeny len 0 50%, zatial’ ¢o rast Columbia-0 (Col-0) bol zniZeny o 94%. (Shin
et al., 2004).
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V korenoch A. thaliana si exprimované aj AtPHTI;8 a AtPHTI;9, ktoré kéduju transportéry
lokalizované na plazmatickej membrane a prispievaji k prijimu Pi pri fosfat-deficientnych

podmienkach, ale okrem toho hraju rolu aj v prijime As¥ (Remy et al., 2012). Prijem arzendtu

cez Pi transportéry v A. thaliana je schématicky zobrazeny na Obr. 1A.
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Obr. 1: Prijem, vydaj a sekvestracia rozli¢nych foriem arzénu v A. thaliana a ryzi (Li et al., 2016)

Unknown

*

Zaujimavl perspektivu poskytla Stiidia vakuolarneho transportéra AtVPT1, ktory prispieva k
sekvestracii Pi do vakuol. V nej autori navrhli, Ze nielen expresia fosfatovych transportérov, ale
aj cytosolickd koncentracia Pi mdze ovplyvnit celkovy prijem As". Pri tomto tvrdeni
vychddzali z pozorovania LOF mutantov vpt/. Ti, kvoli nedostato¢nej sekvestréacii do vakuol,

mali v porovnani s Col-0 vysSiu koncentrdciu Pi v cytoplazme. Vdaka tejto zvySenej
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koncentracii Pi, vptl mutanti down-regulovali expresiu génov z rodiny PHTI a tym padom

obmedzili nielen prijem Pi, ale aj As" (Luan et al., 2018).

V ryzi bolo zatial’ identifikovanych 13 fosfatovych transportérov patriacich do rodiny PHT,
ktoré sa ucastnia prijimu a transportu Pi a zatial’ sa u troch z nich dokazala aj tloha pri prijime

a transporte arzendtu (OsPHT1;1, OsPHT1;4 a OsPHT1;8) (Ye et al., 2015).

Expresia OsPHTI;1 (OsPTI) je, ¢i uz v nadzemnych alebo podzemnych ¢astiach rastliny,
konstitutivna nezavisle od koncentracie Pi v prostredi, ale po pridani As¥ do média dochddza k
miernemu stlmeniu trovne jeho transkripcie. Knockdown OsPHTI; 1 znizil As¥ akumuldciu v
nadzemnych Castiach v porovnani s wild type (WT), zatial’ ¢o koncentracia As v koreni bola s
WT velmi podobnd. Overexprimujice OsPHTI;l linie vykazovali vys§i obsah As v
nadzemnych castiach v porovnani s WT. Spolo¢ne s lokalizaciou OsPHT1;1 na plazmaticke]
membrane je pravdepodobné, ze OsPTHI;1 sa podiel'a na prijme As¥ a Pi z pody, alebo
vykladaniu As" a Pi z apoplastu do symplastu, ¢o mdze ulah¢it’ prenos As¥ do nadzemnych

Casti (Kamiya et al., 2013).

Dal§im fosfatovym transportérom, ktory sa pravdepodobne uéastni prijmu As je OsPHT1;4
(OsPT4). Tento transportér sa nachddza na plazmatickej membrdne buniek vegetativnych a
generativnych pletiv. Jeho expresia bola detekovand nielen v rhizodermdlnych bunkéch
primarnych a laterdlnych korenov, ale aj v bunkach primarnej kory, centralneho valca a

dokonca aj v embryondlnych bunkidch (Zhang et al., 2015). T-DNA inzer¢nd mutacia v

OsPHTI;4 znizila As" prijem a translokéciu a redukovala akumuldciu anorganického As v

zrnach ryze (Cao et al..2017; Ye et al.,2017). Overexpresia OsPHTI;4 zase signifikantne

zvysila obsah celkového As aj v korenoch, aj v nadzemnych castiach (o 22 a 47% v tomto
poradi). Tito zmenu odzrkadlovala vyrazna redukcia v dizke korefiov a vyske nadzemnych
Casti (0 50 a 30 % v tomto poradi). Obsah As v zrnach sa taktiez zvysil, a to 0 22-30%. Vplyv

overexpresie OsPHT1;4 na celkovy vynos vSak autori neskimali (Ye et al., 2017).

Overexpresia OsPHTI;8 (OsPT8), lokalizovaného predovSetkym na cytoplazmatickej
membrane rhizodermis nachadzajicich sa v blizkosti koretiovej $picky a lateralnych koreiiov,

taktiez zvySila AsV prijem v porovnani s WT (Wu et al., 2011). Knockout mutanti zase

vykazovali znizeny As¥ prijem a signifikantne zvySenu korefiovli elongiciu v As-

kontaminovanom prostredi (Wang et al, 2016). Vysokd expresia OsPHTI;8 bola taktiez
detekovana na prechodovej ¢asti medzi korefiom a nadzemnou ¢astou, ¢o by mohlo naznac¢ovat’

jeho tlohu pri translokdcii Pi a As" z korefia do nadzemnych &asti (Wang et al, 2016). Prijem

arzenatu cez Pi transportéry v ryZi a porovnanie s transportnymi cestami As" u A. thaliana je

schématicky zobrazené na Obr. 1.
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Okrem tychto fosfitovych transportérov ovplyviiuje prijem As' aj IPSI, kI'i¢ovy regulator
signalizdcie indukovanej pocas nedostatku Pi. Jeho expresia bola potlacend pri zvySenom

obsahu As¥ v médiu (Kamiya et al., 2013). OsIPSI je nekédujica RNA schopna indukovat

tvorbu microRNA 399 (miR399), ktorej zvySena koncentracia zase cieli na OsPHO?2 transkript.
OsPHO?2 funguje ako ubiquitin E2 konjugaza regulujica proteiny, ktorych hladina sa zvySuje
pri nedostatku Pi. Tento proces vedie k indukcii expresie PHT1 a teda k zvySenej akumulécii

Pi v nadzemnych castiach (Bari et al., 2006).

Hyperakumuldtor Pteris vittata rastie predovietkym na aerébnych pddach, kde dominuje As",

a pocas deplécie Pi nielen toleruje jeho nizku dostupnost’, ale po pridani As¥ do média dokonca

zvysi svoju biomasu a prijem As (Lessl and Ma, 2013). As¥ sa podla vsetkého dostiva z
externého prostredia do rastliny skrze fosfiatové transportéry rodiny PHTI1, ktoré su
lokalizované v korefioch. V sucasnosti boli v P. vittata popisané tri fosfatové transportéry z
rodiny PvPHT1 (PvPHT1;2, PvPHT1;3 a PvPHT1;4). PvPHT1;3 a PvPHT1;4 pravdepodobne
zohrévaji zdsadnu dlohu pri prijime alebo transporte As" a st lokalizované na plazmatickej
membrane, pricom oba transportéry vykazuji vysoki mieru expresie aj v korenioch, aj v listoch

P. vittata (Cao et al., 2019, DiTusa et al., 2015). Heterolégnou expresiou génov kédujicich

horeuvedené proteiny v kvasinkdch rasticich v 150 pM As" po dobu 3 hodin bolo pozorované,
ze bunky PvPHT1; 3 linie akumulovali takmer o polovicu viac As ako PvPHT1;4 transformanty

a ich tolerancia vo&i As" bola o priblizne 10% niz§ia nez u PvPHTI;4 linii (Sun et al., 2020).

PvPHTI;4, exprimovany hlavne v korefioch a minoritne aj vo vejarovitych listoch, upreguluje
svoju expresiu, narozdiel od PvPHTI; 3, pri nedostatku Pi v pritomnosti As", a teda vyzaduje

pdsobenie oboch stresorov (Sun et al., 2020). Tieto data naznacuju, ze PvPHT1;4 ma v P. vittata

potencial zohravat' dolezitejSiu ulohu v efektivnom prijime As nez doposial’ popisany
PvPHT1;3.

Hoci st PvPHT1;3 a PvPHT1:;4 dobre charakterizované v kvasinkach, ich funkcia v P. vittata,
rovnako ako dloha PvPHTI1;2, nie je dobre objasnend a definitivne vyzaduje dalSie

preskimanie (Sun et al., 2020).

2.2. Prijem As™
Arzenit (As™) sa do rastliny dostdva viacerymi moznymi transportérmi, najcastejsie ¢lenmi
rodiny MIP (major intrinsic protein). Tieto integralne membranové proteiny, casto nazyvané
aquaporiny, sprostredkivaju transport malych polarnych molekul skrz membranu (Johansson

I

et _al. 2000). U rastlin sd, v suvislosti s prijimom a transportom As", najrelevantnejsi

zastupcovia nodulin 26-like intrinsic proteins (NIP), plasma membrane intrinsic proteins (PIP)
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a tonoplast intrinsic proteins (TIPs) (Bienert et al.,2008; Bienert & Jahn,2010; Mosa et al.,2012)

V A.thaliana bolo identifikovanych 9 ¢lenov rodiny NIP, pricom 6 z nich, exprimovanych
hlavne v koreni, sprostredkiiva prijem As'. St to konkrétne NIP1;1, NIPI;2, NIP3;1, NIP5;1,
NIP6;1 a NIP7;1.

Klacovym uréovatefom As' tolerancie v A. thaliana je AtNIP1;1, exprimovany na
plazmatickej membrane dominantne v koreni, na prechode koreiia a hypokotylu, a dokonca aj
zatvaracich buniek prieduchov, pricom tato lokalizdcia nebola autormi vysvetlend. V
lateralnych korenoch vykazoval expresiu na korenovych Spickach a v centralnom valci, zatial’
¢o v primarnom koreni bola expresia zaznamenand len v centralnom vélci. LOF mutanti nip1; 1

1

generovali na As"-obsahujicom médiu vac¢siu Cerstvi hmotnost’ biomasy ako Col-0 a mali o

70% nizsiu hladinu As™ v semenac¢ikoch. To by mohlo znamenat,, Ze ostatné transportéry,
odlisné od AtNIP1;1 sprostredkiivajui len 30% celkového prijmu As™

al., 2009).

do korenov (Kamiya et

Dalsie kandidatne gény zodpovedné za As™ prijem si AftNIP1;2 a AtNIP1;5. Expresny pattern
NIP5;1 je v kontraste s NIPI;I. NIP5;1 sa exprimuje v epidermdlnej, kortikdlnej a
endodermalnej vrstve buniek, ale slabo v stéle. LOF mutanti A. thaliana nipl;2 a nipl;5 mali o

10-15% niz$iu hladinu As v porovnani s Col-0 (Takano et al., 2006). Stadia od Isayenkov and

Maathuis (2008) identifikovala AtNIP7; 1 ako gén kédujiici protein zodpovedny za As™ prijem,

pricom LOF mutanti nip7;1 vykazovali o takmer 30% niz8iu koncentraciu As v semenacikoch

1II

v porovnani s Col-0, pricom oba druhy rastli v pritomnosti As™ (Isayenkov and Maathuis,

2008).

U d’alsieho skimaného transportéra AtNIP3; 1 bolo pozorované, ze jeho delecni mutanti nip3; I
vykazovali miernu toleranciu voci arzenitu v porovnani s Col-0, rozumejic, ze obsah As v
nadzemnych ¢astiach mutantnych rastlin klesol o takmer 45%. Obsah As v korenioch nip3;1 a
Col-0 rastlin bol v8ak veI'mi totozny. Double dele¢ni mutanti nip3; I nip1; I rastici v tych istych
podmienkach (s pritomnostou As™) ako single mutanti nip3;1 dokonca prejavili signifikantne
vy$$iu Uroven rastu korefiovej stistavy a celkovo vysSiu Cerstvu hmotnost’ nadzemnych Casti v
porovnani s nip3;1 a Col-0. Tieto vysledky naznacujti, Ze AtNIP3;1, podobne ako AtNIPI;1,

Il 7ohrava uz

funguje v A. thaliana ako transportér As™, hoci délezitejsiu funkciu v prijime As
spominany AtNIP1;1. Podl'a autorov AtNIP transportéry v A. thaliana pravdepodobne tvoria

komplexnu siet’ nielen pre prijem, ale i vydaj a distribiciu arzenitu (Bienert et al., 2008;, Xu et

al., 2015). Schematické zndzornenie prijmu arzenitu v A. thaliana a jeho sekvestricie je

znazornené na Obr. 1A.

10


https://bmcbiol.biomedcentral.com/articles/10.1186/1741-7007-6-26
https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-1-4419-6315-4_9
https://link.springer.com/article/10.1007/s11248-012-9600-8
https://www.jbc.org/article/S0021-9258(19)81921-X/fulltext
https://www.jbc.org/article/S0021-9258(19)81921-X/fulltext
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1475503/
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014579308003414#fig2
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014579308003414#fig2
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014579308003414#fig2
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014579308003414#fig2
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014579308003414
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1674205215000921?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1674205215000921?via%3Dihub

g kyselinou kremicitou

Oryza sativa prijima arzenit viacerymi sposobmi. Podobnost’ As
umoziuje v ryzi jeho transport prostrednictvom kremikového transportéra s vysokou mierou
expresie - OsNIP2;1 (OsLsil), lokalizovaného striktne na distdlnej strane cytoplazmatickej
membrany buniek exodermis a endodermis. Knockout mutécia Lsil sposobuje zniZenie prijimu
Si" a As™ a ich translokaciu v rastline. Dal§im délezitym transportérom Si je OsLsi2
(OsSIET1), ktory sa zas striktne nachddza iba na proximadlnej strane cytoplazmatickej
membréiny buniek exodermis a endodermis. Té4to polarizovand lokalizacia OsLsil a OsLsi2
zabezpecuje, ze Si je prijimany a transportovany dostredivo do stéle prostrednictvom OsLsil,
a nasledne je nakladny do xylému vd’aka OsLsi2. Tymto spdsobom sa zvySuje efektivita celého

procesu, ¢o vysvetluje, pre¢o ma ryza vysSiu kapacitu pre prijem a translokdciu As™ v

porovnani s inymi pol'nohospodérskymi plodinami (pSenica, jacmen) (Su et al., 2010, Ma et al.,
2008).
Dalsie dva transportéry z tejto rodiny, OsNIP1;1 a OsNIP3;3, vykazuji vysoki efektivitu pri

transporte As'!

, pricom OsNIP1;1 netransportuje Si. Oba gény maju nizku uroven expresie v
koreni, a prave preto knockout muticia bud’ OsNIP3;3 alebo OsNIPI; I neznizila prijem As™
alebo jeho akumuldciu v nadzemnych castiach ryze. Overexpresia bud OsNIP3;3 alebo
OsNIPI;1 v rastline avSak vyrazne znizila As akumuléaciu v nadzemnych castiach, pri¢om
obsah As v korefioch sa nezmenil. To naznaduje, Ze absorpcia As'!! korefimi nebola ovplyvnena.

Obsah As™ v xylémovej §tave v overexprimujicich linidch bol viak priblizne polovi¢ny v
11T

porovnani s WT €o napoveda o redukcii nakladania As™ do ciev xylému (Sun et al., 2018).
OsNIP3;1 a OsNIP3;2 reprezentuju d’alSie transportéry As', ale narozdiel od ostatnych
spominanych dokazu sprostredkovat’ aj transport peroxidu vodika, co je aktivita, ktora doteraz

nebola u vac¢siny NIPs dostatocne preskimana (Katsuhara et al., 2014). V studii Ma et al. (2008)

vyskumnici exprimovali dalsi ryZovy NIP OsNIP2;2 (OsLsi6) v oocytoch Xenopus laevis a
demonstrovali arzenit-transportni  aktivitu. AvSak kratkodobé experimenty s T-DNA

inzerénymi liniami ryZe neodhalili Ziadnu signifikantnt rolu v prijime As™

. Autori pripisuju
tento vysledok vel'mi nizkej tirovni expresie tohto génu v koreni (Ma et al., 2008). Niektoré z

vykonanych §tadii taktiez navrhujt funkciu OsPIP2;4, OsPIP2;6 a OsPIP2;7 v prijime As™v

ryZi, avsak tieto tvrdenia definitivne vyZaduju d’al$i vyskum (Mosa et al., 2012). Schématické

zndzornenie prijmu arzenitu v ryZi pomocou NIP a PIP transportérov a sekvestracia arzenitu si
znazornené na Obr. 1B.

P. vittata je narozdiel od A. thaliana a ryze menej efektivna pri prijme As™ (Wang et al., 2011)

a tento mechanizmus eSte nie je dostatocne objasneny. Predpoklada sa, ze podobne ako u

horespominanych rastlin, v iom hraji vyznamnu ulohu aquaporiny, konkrétne rodiny MIP a
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TIP (He et al., 2015). Hlavnym kandiddtom je momentdlne PvTIP4;1, lokalizovany najmi v
korefioch sporofytu, s nizkou uroviiou expresie v stonku a vo vejarovitych listoch. Stadia,
prostrednictvom prace s protoplastmi P. vittata, pozorovala PvTIP4;1 hlavne na periférii
protoplastov, ¢o naznacuje, Ze subcelularne by sa protein mohol vyskytovat na

cytoplazmatickej membrane (He et al., 2015).

2.3. Prijem metylovanych foriem arzénu
Nizsie pKa MMA a DMA v porovnani s anorganickym As znamend, Ze prijem tychto
metylovanych foriem bude ovela efektivnejsi pri nizSom pH prostredia (rozumej 4,5 —5,5).
Taktiez je doleZité pripomenit’, Ze v porovnani s arzenitom a arzenatom je ich transport do
rastliny pomalsi (Tang, Kang et al., 2016, Zheng et al., 2012, Li, Ago et al., 2009, Raab et al.,
2007).

V stcasnosti nenachadzame vel'a informacii o prijme MMA a DMA u A. thaliana. Stadia od

Tang et al. (2017) identifikovala putativny peptidovy transportér patriaci do rodiny nitratovych

trasportérov 1/peptidovych transportérov (NTR1/PTR), a to konkrétne AtPTR1 a AtPTRS,
ktoré oboje vykazovali transportni aktivitu pre DMA pri heterolégnej expresii odpovedajtcich
génov v oocytoch Xenopus laevis. Oba proteiny boli lokalizované na plazmatickej membréne,
avSak ich uloha v transporte DMA v rastlinnom modeli zatial’ nebola testovana (Tang et al.,
2017 ).

Co sa ryze tyka, MMA do nej prenika majoritne skrz NIP transportér z rodiny akvaporinov,
OsLsil, pricom knockout mutanti /si/ mali o 80% niz§i obsah MMA v porovnani s WT (Li,

Ago et al., 2009). Tento dramaticky efekt vSak nebol zopakovany pri prijime DMA, ¢o by

mohlo naznacovat’ vysSiu afinitu OsLsil prave k MMA (Li, Ago et al., 2009). Je to prave

OsLsil, ktory je zobrazeny na Obr. 1B ako sprostredkovatel’ prijimu metylovanych foriem As
V 1yZi.

Blizky homol6g AtPTR1, OsPTR7 z ryZe taktiez vykazoval transportna aktivitu pre DMA v
oocytoch Xenopus laevis. Po exprimovani OsPTR7 v protoplastoch Nicotiana benthamiana, bol
tento putativny peptidovy transportér lokalizovany hlavne na plazmatickej membrane. Expresia
v rastlindch ryZe bola detekovana v bunkdch nadzemnych pletiv, ale urcita miera expresie bola

zaznamenand aj v koretioch (Tang et al., 2017 ).

Napriek tomu, Ze Obr. 1 zobrazuje moznu konverziu metylovanych foriem arzénu z MMA na
DMA, schopnost’ metyléacie vo vysSich terestrickych rastlindch nebola dokdzana (Lomax et al.

2011, Chen et al., 2019).
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U hyperakumuldatora Pteris vittata rasticom v médiu s pridanymi 10 mg MMA alebo DMA na

liter média bolo dokazané, ze tieto rastliny mali rovnomerne rozlozeny obsah celkového As

1T

medzi korefimi a vejarovitymi listami. Pri rastlin4ch rasticich v As" alebo As™ prostredi neboli

detekované ziadne metylované formy v xylémovej stave (Kertulis et al., 2005).

V tych papradiach, ktorym bol As dodany len vo forme DMA, sa aj prenasal najmi ako DMA.
Na druhej strane, rastliny zasobované ¢isto MMA obsahovali v xylémovej stave aj DMA, ¢o

by mohlo naznacovat’ schopnost’ metylacie As in planta (Chen et al., 2003).

Celkovo sa zda, Ze paprad’ transportuje arzén vo forme, ktora je pre nu najmenej Skodliva, bez

ohladu na dodavani formu. Stadia od Tu et al. (2003) detekovala v listoch P. vittata pri

dodavani DMA alebo MMA len malo metylovanych foriem alebo ziadne, ¢o naznacuje, ze v
listoch méze bud’ dochddzat k demetyldcii, alebo je rastlina neochotnd translokovat

metylované formy do nadzemnych casti (Kertulis et al., 2005).

U vsetkych troch organizmoch nepochybne hraju signifikantnt rolu pri prijme As" z prostredia
transportéry rodiny PHT1. U A. thaliana, rozdielna afinita k Pi u zatial’ identifikovanych PHT
ovplyviiuje toleranciu rastlin vo¢i As" a intraceluldrna koncentricia Pi m4 pravdepodobne efekt

1

na celkovi toxicitu As". Prijem As™ z prostredia je predovsetkym sprostredkovany NIP

transportérmi z rodiny akvaporinov, pricom v A. thaliana je vacSina exprimovana v korenoch
a niektoré aj v nadzemnych &astiach a predpoklada sa, Ze medzi sebou pri prenose As™
interaguju. V ryzi sa pravdepodobne PHT1 transportéry podiel’aji nielen na prijime As", ale aj
na jeho translokacii do nadzemnych casti. As™ vyuziva k vstupu do ryze kremikové
transportéry exprimované v koreni, a preto ma ryza vysoku kapacitu pre prijem As'™. V Preris
vittata bola funkcia PHT transportérov doteraz dobre popisand len v kvasinkdch a ich
charakterizdcia definitivne vyzaduje d’alsi vyskum. Co sa prijmu As™ tyka, Pteris vittata
vykazuje omnoho mensiu efektivitu v porovnani s A. thaliana a ryZzou. O prijime metylovanych

foriem u vSetkych zmienenych druhoch existuju len nekompletné informadcie, ktoré nie st dobre

overené in situ a potrebuji d’alsi vyskum.

3. Translokacia arzénu do nadzemnych ¢asti

Koncentracia a akumuléacia As v nadzemnych Castiach rastlin nezévisi len od prijimu As z
externého prostredia, ale aj od jeho translokécie z korefiov do nadzemnych casti. Tento proces

sa li§i v ramci druhu rastlin a koncentrécie a specidcie As v prostredi.
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Arzén sa z koreila do nadzemnych casti transportuje bud’ xylémom, alebo, medzi jednotlivymi
nadzemnymi ¢astami, floémom. Je ddlezité pripomenut’, Ze u vacsiny rastlin je iba mensia Cast’
celkového As translokovand, prave z dovodu rozsirenych toleranénych mechanizmov, ktorych
jednotlivi hraci participuju aj pri obrane voci inym toxickym prvkom.

V pripade hyperakumulatorov je to vSak opacne: vicSina potencidlne Skodlivych
kovov/metaloidov sa ukladd vo vyhonkoch. Prikladom je P. vittata, kde sa priblizne 80% arzénu
ukladd v nadzemnych castiach. Naopak, len priblizne 5-10% celkového arzénu konéi v
nadzemnych ¢astiach neakumulujicich druhov, ako je napriklad A. thaliana (Quaghebeur and

Zed, 2004 , Isayenkov and Maathuis, 2008) a ryza (Ma et al., 2008). Z tychto 5-10% celkového

As, arzenit reprezentuje majoritnu Cast’ (zhruba 60-100%) (Zhao et al., 2008, Ma et al., 2008).

3.1. Nakladanie As do xylému
Predpoklada sa, Ze transport As xylémom je hlavnym sprostredkovatel'om pohybu As z koretiov
do nadzemnych Casti u ryze, Arabidospis thaliana a Pteris vittata (Zhao et al., 2011, Indriolo

et al., 2010).

V koreni sa moze arzenit nachadzat’ z viacerych dovodov. Bud’ je prijaty priamo zo substratu,
alebo vznikol redukciou prijatého arzendtu prostrednictvom enzymu arzendtreduktiza (viac
informécii v kapitole Arzenatreduktaza).

V A. thaliana sa As™ dostdva do cievic xylému najmi pomocou transportérov AtNIP1;1 a

AtNIP3,1 (Kamiya et al., 2009, Xu et al., 2015). AtNIP3;1 sa dominantne nachadza v

rhizodermdlnych bunkéch a v prechodovych endodermdlnych bunkach v blizkosti pericyklu.
Tieto bunky st tenkostenné a umoznuju efektivny prechod rozpustenych latok do stéle
(Peterson and Enstone, 1996). V koreniovych Spi¢kach nebola expresia AtNIP3;1 zaznamenand

(Xu et al., 2015).

V porovnani s Col-0 vykazovali LOF mutanti nip3;1 zjavné zlepSenie tolerancie voci arzenitu

na zéklade vidcsej biomasy nadzemnych Casti a nizSiemu obsahu As v nadzemnych Castiach.

1II

Double LOF mutanti nip3;1 nipl;1 zas preukdzali zvySeny rast korefiov v As™-obsahujicich

podmienkach v porovnani s Col-0 (Xu et al., 2015).

V xyléme ryZe ma arzenit vysokd mobilitu (Zhao et al., 2011) a do cievic sa dostdva

predovsetkym cez kremikové transportéry (Ma et al., 2008). Kremikovy transportér z rodiny

akvaporinov OsNIP2;1 (OsLsil), lokalizovany vyhradne na vonkajSej strane cytoplazmatickej

membrany buniek exodermis a endodermis, je zodpovedny za horizontélnu translokaciu As™ a

1T

mdze sprostredkovat’ transport As™ v oboch smeroch v zavislosti od koncentracného gradientu.

Na proximadlnej strane exodermdlnych a endodermalnych buniek korena sa nachaddza OsLsi2,
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ktory zohrdva taktiez dolezitd ulohu pri radidlnom transporte As™ smerom k stéle, kde je

nakladany do xylému. Po vystaveni LOF mutanta Isi2-2 As™

-obsahujiicim podmienkam sa
zistilo, ze Isi2-2 mal o 66% niz$i obsah As v nadzemnych c¢astiach v porovnani s WT. Obsah

As v xylémovej Stave sa taktiez znizil, a to 0 73% v porovnani s WT (Ma et al., 2008). Polohova

polarizacia OsLsil a OsLsi2 zabezpecuje absorpciu a transport kremika do stéle
prostrednictvom OsLsil, po ktorom nasleduje jeho nakladanie do xylému prostrednictvom
OsLsi2. Tym sa zvySuje celkova ucinnost’ procesu, ¢o je vysvetlenim toho, preCo ma ryza
vy&§iu schopnost’ absorpcie a translokacie As'™!

Ma et al., 2008).

v porovnani s inymi plodinami. (Su et al., 2010,

Dalsie transportéry zudastiiujuce sa translokacie As™ v ryzi sa OsNIPI;1 a OsNIP3;3,
lokalizované na plazmatickej membrédne, pricom OsNIP1;1 bol detekovany v bunkich
exodermis, endodermis a v parenchyme xylému. Oba st zobrazené na Obr. 2. Uroveii expresie
oboch transportérov v koreni je v§ak vel'mi nizka v porovnani s hladinou expresie OsLsil. LOF
muticia bud® OsNIPI;1 alebo OsNIP3;3 nemala vplyv na As akumulédciu v nadzemnych

Castiach, avSak overexpresia bud’ OsNIPI;1 alebo OsNIP3;3 signifikantne znizila obsah As v

1

nadzemnych Castiach ryze rasticej v As"-obsahujicich podmienkach. Obsah As v koretioch

I

overexprimujicich mutantov sa vSak nezmenil, a teda absorpcia As™ korefimi ovplyvnena

nebola. Obsah As™ v xylémovej §tave z overexprimujicich linii bol pribliZzne poloviény v
porovnani s WT, ¢o naznaduje, Ze nakladanie As™

2018).

do ciev xylému bolo redukované (Sun et al.,

Nielen OsLsi2, ale aj ABC transportér C-typu OsABCC7 m4 podiel na translok4cii arzenitu z

koretla do nadzemnych casti. Tento transportér je intenzivne exprimovany v xylémovych

parenchymatickych bunkach vo vnutri stéle korefiov ryZe a vykazuje afinitu pre komplexy As'-

PC aj As"™-GSH (Tang et al., 2019). Podiel OSABCC?7 na naloZenie As™ komplexov do xylému

je viak len mierny, ked’ze vi¢Sina As v xylémovej $tave ryze je skor vo forme volného As™

alebo As nez vo forme As"'-tiolovych komplexov (Shi et al., 2016; Xu et al., 2007; Zhao et
al., 2009).

U nedavno objaveného transportéra OsMATE?2 patriaceho k proteinom rodiny MATE
(multidrug and toxic compound extrusion) bola predloZend domnienka, ze tento transportér by
mohol zohréavat tlohu pri translokécii As do zfn ryZe, ked’Ze Specifické uml¢anie OsSMATE2 v

bunkach endospermu zniZilo akumulaciu As v zrnach ryZe (Das et al., 2018). Priamo

transportnu aktivitu OsMATE?2 je v8ak eSte potrebné potvrdit.

Hyperakumuldtor Pteris vittata translokuje korefimi prijaty As" cez xylém do rhizémov, kde

1T

prebieha majoritny podiel redukcie na As™. Cesta As sa zakoncuje vo vejarovitych listoch, kde
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sa nachadza hlavne vo forme As™ (Wang et al.. 2002, Poynton et al., 2004, Mathews et al.,
2010, Li et al., 2020). Okrem ABCC1 a NIP transportérov identifikovanych v A. thaliana a

1T

ryZi, bol v kvasinkdch ndjdeny d’alsi As™ transportér, ACR3 (Arsenic Compounds Resistance

I

3), ktory v nich plni funkciu vydaja As™ z buniek (Wysocki et al., 1997). Napriek tomu, Ze u

kvitntcich rastlin ACR3 gény chybaji (Indriolo et al., 2010), u hyperakumulatora Pteris vittata
boli identifikované transportéry patriace do tejto rodiny, nazvané PvACR3 a PvACR3;1. Oba
boli detekované na tonoplaste gametofytov a PvACR3 knockdown gametofyty rastice 6 dni na
médiu s 0,5mM As"™ vykazovali o 43% silnejSiu redukciu drovne rastu v porovnani s WT
gametofytmi. PvACR3; I knockdown mutanti mali Groven rastu za rovnakych podmienok vel'mi
podobni s WT, ¢o znamend, ze ich funkcia v As tolerancii v P. vittata ostiva neobjasnend. Na
zaklade tohto pozorovania a lokalizécie transportéra PvACR3 autori predpokladajt, Ze funkcia
PvACR3 tkvie v rychlom transporte arzenitu z cytoplazmy do vakuol. Tato hypotéza je v stilade

s vysledkami publikovanymi Pickering et al. (2006), ktoré preukazali, ze dominantnou formou

arzénu v gametofytoch (skladovanou pravdepodobne vo vakuoldch) P. vittata je arzenit

(Pickering et al., 2006, Indriolo et al., 2010). Funkcia PvACR3 a PvACR3;1 v gametofyte vSak

definitivne vyZzaduje d’alSie preskimanie. U sporofytov P. vittata bola expresia PvACR3 silne
upregulovand pritomnostou arzenitu v koreni, ale lokalizacia a iloha PvACR3 a PvACR3;1 v
sporofytoch P. vittata si v Case pisania tejto prace, neobjasnené. Vyskum komplikuje prave
transport As v sporofyte, ktory vyzaduje nalozenie As do xylému pre translokiciu do
nadzemnych Casti, kde je pravdepodobne sekvestrovany vo vakuoldch (Zhao et al., 2003, Chen

et al., 2017).

Nemalu Cast’ translokovaného arzénu v P. vittata tvori arzenat, ktorého transport z korefiov do

rhizémov sprostredkivajd PHT1 transportéry (DiTusa et al., 2015, Li et al, 2020, Han et al.,
2017). Je dolezité pripomentt’, Zze u P. vittata sa v korefioch a vejarovitych listoch nachadza
velmi malé mnozstvo As"™-GSH/As™-PCs komplexov a dominantnou formou arzénu,
ulozeného pravdepodobne vo vakuoldch, je volny As™. Lisi sa tym od A. thaliana a ryze,
1

pretoze v tychto rastlinach sa do vakuol sekvestruje As

alebo fytochelatinmi (PCs) (Song et al., 2014, Song et al., 2010).

v komplexe s glutationom (GSH)

Po vytvoreni transgénnych linii A. thaliana sa PvACR3 vyskytoval na plazmaticke] membrane

M koreniovy vydaj, ¢o by mohlo znamenat’ funkciu

a jeho heterologicka expresia zvySovala As
PvACR3 pri vydaji As™ z cytoplazmy v A. thaliana. Na druhej strane, heterologicka expresia
PvACR3;1 v A. thaliana bola detekovana na tonoplaste buniek korefia, ¢o naznacuje zachovanie

pdvodnej predpokladanej funkcie PvACR3;1, a teda sekvestrovanie As™ do vakuol korefiovych
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buniek. Vysvetlenie odliSnej subcelularnej lokalizacie vSak autori vo svojej Studii neobjasnili

(Zhao et al., 2003, Chen et al., 2017).

Ochota transportovat’ As do nadzemnych casti nakladanim do xylému sa li$i v zavislosti od
rastlinného druhu. A. thaliana je vo vSeobecnosti velmi senzitivny na pritomnost’ As a

nevykazuje taku efektivitu nakladania As™

do xylému ako ryza. T4 transportuje arzenit vel'mi
ucinne prostrednictvom kremikovych transportérov, vd’aka jeho Struktirnej podobnosti s
kremikom. V nadzemnych castiach a semendch oboch spominanych rastlin je potom
transportovany volny arzenit sekvestrovany vo vakuolach vo forme thiolovych komplexov. P.
vittata naopak minimalizuje vyskyt komplexov As"-PCs/GSH a pravdepodobne vyuZiva
PvACR3 a PvACR3;1 na rychle nakladanie arzenitu do xylému. Hypotetizuje sa, ze PvACR3
a PvACR3;1 funguje aj pri sekvestracii volného arzenitu do vakuol, avSak je dolezité

pripomenut’, Ze funkcia oboch transportérov ostdva neobjasnend.

3.2. Translokacia arzénu floémom
Arzén sa do semien pravdepodobne dostiva cez floémovy transportny systém, ktory

transportuje materidly zo zdrojovych pletiv (listy) do zdsobnych pletiv (zrno) (Marschner

1995). Momentalne vSak existuje len zopar S§tadii, ktoré sa zaoberaju jednotlivymi

I

transportérmi zapojenymi do nakladania As do floému. Je ddlezité pripomenut’, Ze As™ sa do

nadzemnych Casti A. thaliana a ryze dostava hlavne vo vol'nej forme, ked’ze horespominana

I

komplexacia As™ s PCs v korenoch znizuje troven As translokacie do nadzemnych Casti a v

' 4o vakuol. Dominantnd formu As vo floéme A. thaliana a

korefioch zvysuje sekvestraciu As
ryze reprezentuje prave volny arzenit a tuto hypotézu podporuje fakt, Ze majoritnou formou As

v nadzemnych Castiach A. thaliana je volny arzenit (Liu et al., 2010). V A. thaliana st dva

inozitolové transportéry AtINT2 a AtINT4, lokalizované na plazmatickej membréane
sprievodnych buniek, zodpovedné za nakladanie As™ do floému. NaruSenie expresie bud
AtINT?2 alebo AtINT4 viedlo k zniZenému obsahu As vo floémovom exudate a v semenach A.

thaliana (Duan et al., 2016).

As transport do zfn ryZe je vykonany taktiez najmi skrz floém (Carey et al., 2010). Ci existuji,

' 4o floému

podobne ako u A. thaliana, inositolové transportéry zodpovedné za nakladanie As
aj v ryZi, nie je zndme. Ak sa vSak tieto ndlezy preukdzu uplatnitelné aj pre ryZu, potom mozu
byt inozitolové transportéry kandidatmi na buducu geneticki modifikdciu s cielom znizit

obsah arzénu v zrnéch ryze.
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Ovplyvnenie As translokiacie do zfn ryze by taktiez mohlo byt vykonané genetickou
modifikdciou fytochelatinsyntazy OsPCS1 v sucinnosti s OsABCCI1 transportérom. Modulacia
ich funkcie by mohla obmedzit' As transport do zfn tym, ze oba hraci podporuji jeho

sekvestraciu vo forme PC konjugédtov do vakuol (Zhang et al., 2023). OsABCC1 sa nachidza

predovsetkym na tonoplaste floémovych sprievodnych buniek nédov, internédii a korena.
Knockout mutanti Osabccl vykazovali zvySenu alokdciu As do zfn, ¢o naznaluje, ze

OsABCCI1 hré uréita ulohu pri obmedzovani As transportu do zfn ryze (Song et al., 2014).

Schématické zobrazenie funkcie a lokalizacie OsABCCI v ryZi je znazornené na Obr. 3.
Distribicia organického a anorganického arzénu v zrnach ryze je vyrazne odliSnd od A.

thaliana. Anorganicky arzén je va¢Sinou pritomny v bunkdch pokozky zrna, zatial’ <o DMA sa

s viacSou pravdepodobnostou dostdva do endospermu (Carey et al., 2010). Medzi organické
formy As taktieZ radime TMAO, ktory, spolocne s DMA a MMA, reprezentuje 10-90%
celkového As v ryZovych zrnach (Zhao et al., 2008, Arao et al., 2011, Zheng et al., 2010).

Mobilita organického arzénu vo floéme je vySSia, neZ mobilita anorganického arzénu.
MMA/DMA sa moze v zrnach ryze akumulovat v dvojnésobne vysSich koncentracidch v

porovnani s As"/AsY (Zheng et al., 2012).

DMA transportnud aktivitu objavili Tang et al. (2017) v putativnom peptidovom transportéri

OsPTR7 (OsNPF8.1), lokalizovanom predovsetkym na plazmatickej membrdane buniek
nadzemnych orgénov ryZze, s nizSou uroviiou expresie aj v korefioch. T-DNA inzer¢na mutécia
OsPTR7 sposobila takmer 70% redukciu As akumuldcie v nadzemnych castiach rastlin
rasticich v médiu s obsahom DMA. Tito mutanti vykazovali taktiez signifikantnd redukciu
celkového As obsahu v zrndch. Tieto zistenia podporuju tvrdenie, ze OsPTR7 sa zucCastiiuje
nakladania DMA do floému (Tang et al., 2017). Lokaliz4cia a funkcia OsPTR7 je zndzornend
na Obr. 2.

Transport As floémom v P. vittata doposial’ preskiimany nebol.

Arzenit sa v A. thaliana prenasa floémom do zfn, priCom inozitolové transportéry AtINT2 a

1 Do ztnryze je As™ taktiez

AtINT4 pravdepodobne zohravaju klI'ai€ovi tlohu pri nakladani As
transportovany primarne cez floém, kde je podla vSetkého nakladany prostrednictvom
OsABCCI1. DMA sa do zfn ryZze dostava pravdepodobne skrz OsPTR7, pricom organické

formy As sa v ryzi preferen¢ne hromadia v odliSnej lokalite, ako formy anorganické.

4. Vydaj arzénu
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Na zniZenie toxickej zataze buniek moze byt As™

z korenov (alebo z rhizémov, v pripade
Pteris vittata) rastlin extrudovany do vonkajSieho prostredia. Na rozdiel od prijmu arzénu v

rastlinach, ktory je do velkej miery preskimany, mechanizmy vydaja As ostdvaji stile

zéhadou.
V A. thaliana je viacsina As v podobe komplexov s PCs. Znizenie As™ komplexicie
(pozorované v cadl-3 PC-deficientnych mutantoch) vedie k zvySenému As™ vydaju do

vonkajsicho prostredia a k zvySenej As translokdcii do nadzemnych ¢asti. Bolo zaznamenané,
7e vydaj As"! korefimi ryZe a A. thaliana bol pomalsi, pokial rastliny boli zdsobované As" (Liu

et al., 2010; Xu et al, 2007; Zhao, Ago et al., 2010).

AtPIN2 sprostredkiiva vydaj auxinu v laterdlnej koreniovej ¢iapocke, rhizodermalnych bunkach

a v bunkich kortexu (Abas et al., 2006; Rahman et al., 2010). Ashraf et al. (2019) vo svojej

Stadii naznacuju, Zze AtPIN2 sa mdze podiel'at’ aj na vydaji As™. V porovnani s Col-0 bol
knockdown mutant pin2/eirl-I1 viac nichylny na inhibiciu rastu korefiov vyvolanou As'™!' a
akumuloval 2-3-krat vys$si obsah arzénu vo vrcholovych castiach koretiov, teda na miestach,

kde by bol ArPIN2 exprimovany v Col-0 (Ashraf et al., 2019). V stadiach od Geisler et al.

(2017) ¢i Cho et al. (2012) bolo preukazané, ze PIN interaguju so skupinou membranovych

proteinov rodiny PGP/ABCB (ATP-binding cassette transporters of the B subfamily), ktoré sa
podielaju na transporte auxinu. V mnohych organizmoch sa proteiny zo skupiny
PGP/ABCB/MDR podielaji na aktivnom efluxe r6znych xenobiotik vratane kovov z buniek.
Autori predpokladaju, ze rastlinné ABCB by mohli interagovat’ s PIN2 pri vydaji arzénu z
koreniov (Ashraf et al., 2019).

Podobne ako u A. thaliana, kI'i¢ové membranové transportéry zodpovedné za As™

vydaj v
epidermalnych bunkéch koreiia ryZe doteraz neboli charakterizované. Transportéry z rodiny

1II

akvaporinov, ako napriklad OsLsil, m6Zu sprostredkovat transport As™ v oboch smeroch v

zavislosti od koncentraéného gradientu. Stadia s pouzitim mutantov OsLsil ukazala, Ze vydaj

1T

skrze OsLsil predstavoval len 15-20% celkového vydaju As™ do vonkajSieho prostredia, ¢o

naznacuje existenciu d’alSich vytokovych transportérov (Zhao, Ago et al., 2010).

V P. vittata vydaj As™ korefimi pravdepodobne nezohrava déleziti tlohu a uroveh tohto
procesu si rastlina udrziava na minimalnej hladine. Sice niektoré Stadie ukazali, Ze pri vysokej
hladine As v prostredi dochddza v korefioch P. vittata k vyznamnému vylucovaniu As™ z
korenov, ale to by mohla byt stratégia detoxifikdcie As, ktora sa uplatiiuje len pri nadmernom

zatazeni As¥ (200-500 uM) (Chen et al., 2016, Han et al., 2016). Stddia od Huang et al. (2011)

1II

preukézala, 7e P. vittata v mensej miere vyplavuje do média aj As™ aj AsY, priom troven
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vydaja As" je vicsia. Celkovy As vydaj je viak omnoho mensi ako ten u ryZi a pravdepodobne

nebude vyznamne zasahovat’ do detoxifikacie As (Xu et al, 2007).

Celkovo sa mechanizmy vydaja As medzi jednotlivymi druhmi liSia, ¢o odrdza ich adaptaciu

na kontamindciu As.V A. thaliana ovplyviiuje vylu¢ovanie As™ jeho komplexdcia s PCs a

GSH. Je mozné, ze AtPIN2 sprostredkiiva vydaj As!' z koretiov, ale heterologickd expresia v

1T

kvasinkach nepreukézala ziadnu transportnt aktivitu As™. U ryzi bolo dokdzané, Ze transportér

I

z rodiny akvaporinov OsLsil sprostredkovdva obojsmerny transport As™ v zdvislosti od

koncentraéného gradientu. Podiel tohto transportéra na vydaji je viak maly. Dalsie objasnenie

I

mechanizmov vyplavovania As™ z ryZe mé zasadny vyznam pre pochopenie a zmiernenie

' do xylému

toxicity arzénu v plodinach ryZe. Hyperakumulator P. vittata G¢inne naklada As
pre transport do nadzemnych casti a preto limituje jeho vydaj do vonkajSieho prostredia, pokial’

nie je silne zatazeny.
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Obr. 2: Schématicky navrh As prijmu, transportu a detoxifikacie v ryzi (Kumar et al., 2022)

5. Arzenatreduktaza

Arzenétreduktdza reprezentuje vyrazny spdjaci faktor medzi prijatym arzénom a jeho vydajom
¢i translokaciou. Detoxifikdcia As v rastline vyzaduje redukciu arzénu z As" formy na As™
formu a tento kldCovy krok je katalyzovany enzymaticky prdve prostrednictvom
arzendtreduktdzy. Mechanizmus tohto procesu je obecny naprie¢ eukaryotickymi organizmami

(Mukhopadhyay and Rosen, 2002).

5.1. Arzenatreduktaza Arabidopsis thaliana
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Proces redukcie As¥ na As'!! je najlepsie prestudovany u Arabidopsis thaliana, v ktorom hrd

esencidlnu rolu enzym arzendtreduktdza. Jednym z prvych kandiditov na kdédovanie
arzendtreduktidzy bol protein AtACR2. Tento protein vykazuje sekvencnu homologiu ku
kvasinkovej arzenatreduktize (ScACR2), ¢o mohlo naznacovat’ podobnu funkciu aj v A.
thaliana. Vlozenie AfACR2 do mutantného kmena E.coli, ktorému chybala endogénna

arzendtreduktiza ArsC (Oden et al., 1994) malo za vysledok komplementiciu tejto

arzenatreduktazy. To umoznilo tomuto As" hypersenzitivnemu kmefiu opit’ nadobnat’ pdvodnii

AsY toleranciu (Dhanker et al., 2006).

Liu et al. (2012) ale dokazali, ze napriek As" reduktizovej aktivite tohto homoléga v

heterologickych systémoch in vitro (Bleeker et al., 2006; Dhankher et al., 2006), nema AtACR2

ziaden vplyv na As" redukciu v in vivo podmienkach. Podobne, pouzitim root growth recovery

(RGR) systému Sanchez-Bermejo et al. (2014) nedetekovali ziadne signifikantné odliSnosti v

AsY senzitivite v ACR2 knockout alebo overexprimujticich mutantoch v porovnani s Col-0
(Columbia 0). Knockout mutanti nevykazovali Ziadnu zmenu v arzendtreduktdzovej aktivite a

ani zmeny v As akumul4cii a distrubticii v A. thaliana (Sanchez-Bermejo et al., 2014).

Autori pri svojom vyskume porovnavali genotyp Kashmir-1 (Kas-1), ktory bol arzenat-
senzitivny a genotyp Col g/-/ (Columbia), ktory bol arzenét-tolerantny a prostrednictvom
mapovania QTL (quantitative trait locus) identifikovali QTL ATQI, ktory je zodpovedny za
senzitivitu k arzénu. V tomto lokuse autori urcili gén Ar2g21045, ktory kéduje rodandze-
podobny protein, ktory je fylogeneticky vel'mi odlisny od AtACR2. Tito doména je u
eukaryotickych organizmov charakteristickd pre As"¥ reduktdzy a na zdklade tohto tvrdenia si

vyskumnici dovolili urcit’ Ar2g21045 ako gén zodpovedny za kddovanie arzendtreduktdzy a

teda za prirodzené zvySenie As" tolerancie rastliny (Sanchez-Bermejo et al., 2014). Narozdiel
od AtACR2, arezendtreduktizova aktivita ATQ1 bola dokdzand aj v in vivo, aj v in vitro

podmienkach (Chao et al., 2014).

Népodobne, genome-wide association mapping (GWA) analyza identifikovala na chromozome
2 dalsi QTL, HAC1/ATQ1 (High Arsenic Content 1), zodpovedny za As toleranciu. Pouzitim
mutantov A. thaliana hacl-1 a hacl-2 sa zistilo, Ze prave inzercia v géne At2g21045 je
zodpovednd za spominany fenotyp a v dosledku toho bol gén At2g21045 pomenovany
HACI/ATQI (Chao et al., 2014). Predikovand aminokyselinovd sekvencia kédovana HACI

(HACI, 1) obsahuje rodandze-podobni doménu, ktora sa predovsetkym vyskytuje v rastlinnych

enzymoch a funguje ako arzendtreduktdza (Bordo and Bork, 2002). Na otestovanie tejto

hypotézy vyuzili vyskumnici hacl-1 a hacl-2 LOF mutantov. Tito mutanti vykazovali zvySent

akumuléciu arzenatu v nadzemnych castiach a korefioch v porovnani s Col-0. Taktiez z celkove;j
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koncentracie As v korenioch Col-0 reprezentoval arzenit az 98%, zatial’ ¢o u koretiov LOF single
mutantov len 79-83%. Redukovana kapacita konvertovat’ arzenat na arzenit v korenoch je
spdjand so zvySenim koncentricie arzendtu v nadzemnych castiach rastlin. Vyskumnici
navrhuju, ze arzenat je v nich pravdepodobne redukovany vd’aka druhej, funk¢énej alele HACI
(HACI; 1) alebo prostrednictvom HACI-nezdvislych mechanizmov, ako napriklad cez glutation

alebo glutaredoxin (Sundaram et al., 2008). Tato konverzia by v§ak bola vel'mi pomala a z tohto

dovodu zvazuji aj mozny prispevok enzymov (napr. fosforyldza purinovych nukleotidov,
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogendza, glykogénfosforyldza a ornitinkarbamoyltransferdza)
tvoriacich fosforylované produkty. Tie by mohli podporovat’ chemickid redukciu arzendtu
vd’aka nespravnemu pouzitiu arzenatu namiesto fosfatu, generujic arzenylované produkty. Tie
potom glutation redukuje I'ahsie ako samostatne sa nachadzajiici As" (Gregus et al., 2009, Chao

etal., 2014).

AtHACI je primarne exprimovany v korefloch. Vyuzitim fuzneho proteinu HAC1-GFP (green

fluorescent protein) Chao et al. (2014) lokalizovali tento protein v korenovych vlaskoch, v

rhizodermalnych bunkach na povrchu korena pokracujiuc az po pericykel (tento vyskyt vSak

nebol reprodukovany Studiou od Fischer et al. (2020)). Vystavenie Col-0 rasticeho v prostredi

obsahujicom arzenat o koncetracii 100 uM vyrazne zvysilo troveit HACI mRNA v korefioch,

zatial’ Co vystavenie rovnakou ddvkou arzenitu malo za nasledok jej pokles (Chao et al., 2014).

HAC!1 dosahuje najvyssiu efektivitu As¥ redukcie vtedy, ked’ sa tento protein nachadza v
epidermis, kortexe a v endodermis a naopak najmenej U¢inni az nulova v bunkéch stéle.
Vynimkou st bunky protoxylému, kde je HACI schopny limitovat’ As translokaciu do
nadzemnych Casti. Expresia HACI z pS4 promotéra v bunkich protoxylému mutantov hacl-1
je dokonca schopné zvratit As overakumulaciu, ktord je pre tohto mutanta v nadzemnych
Castiach typickd. As tolerancia pre mutanta hacl-1 vSak znovunadobudnuta nebola (Fischer et

al., 2020). Vysledky taktieZ poukazuji na moznu skutoc¢nost, ze endodermis, konkrétne

Caspariho pasik, sa sprava ako hrani¢nd vrstva buniek, ktora rozcleniuje funkciu AtHAC1 ako
arzenatreduktdzy vo vonkajSich Struktarach, kde je potrebnd pre sprostredkovanie As
tolerancie, a vo vnutronych Strukturach stéle, kde sa AtHAC1 na As tolerancii nepodiela
(Fischer et al., 2020). Zjednoduseny proces redukcie prostrednictvom AtHACI je zndzorneny
na Obr. 3.

Vyskumnici taktiez vystavili hacl-1 a hacl-2 LOF mutantov zvySujicim sa koncentracidm
arzenatu a arzenitu. Oba typy toxickych podmienok sposobili signifikantnu redukciu v raste
koreniov a celkovej hodnoty Cerstvej vahy rastliny. hacl-1 a hacl-2 LOF mutanti boli

hypersenzitivni voci arzendtu v porovnani s Col-0, av§ak odliSnost’ v senzitivite voci arzenitu
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nebola detekovand. Tento fakt potvrdzuje hypotézu, ze HACI1 sa chové ako arzenatreduktaza v
korenioch a tym reguluje As akumulaciu v korefioch a nadzemnych ¢astiach rastlin vystavenych
AsV-obsahujiicim podmienkam. Autori, bohuZial, rozdielne spravanie mutantov nediskutuji

(Chao et al.2014).
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Obr. 3: Schématické porovnanie procesu redukcie As¥ v A. thaliana a P. vittata (Li et al., 2020)

5.2. Arzenatreduktaza Oryza sativa
V gendéme Oryza sativa bolo identifikovanych viac ako 10 AtHACI podobnych génov, ale ich
funkcie stidle nie su charakterizované. Shi et al. (2016) sa vo svojej Stadii sustredili na

OsHACI;1 a OsHACI;2, blizke homolégy AtHACI. Tieto gény funguji ako arzenatreduktazy

a hraju doélezitt ulohu v regulacii As akumulécie v nadzemnych Castiach ryze, vratane jej zin.

Na zéklade tvorby chimerickych proteinovych konstruktov OsHACI;1-GFP a OsHACI;2-GFP
zistili, Ze tieto gény su najviac exprimované vo vonkajsej bunkovej vrstve korena, nezabuidajic
na silnd expresiu OsHACI;1 v koretiovych vlaskoch maturacnej zone korena. Na rozdiel od
OsHACI;1, ktory sa akumuluje hlavne v korefiovej epidermis, korenovych vlaskoch a v stéle,
md OsHACI;2 vysSiu Uroven akumulécie v exodermis, vo vonkajSej vrstve kortexu a v stéle.
Tym, Ze oba proteiny regulujii As" redukciu vo vonkajsich bunkovych vrstvach korefa,
OsHACI;1 a OsHAC1;2 by mohli umoziovat’ aj As™ vydaj z buniek do externého média (Shi

1II

et al., 2016). Nanestastie, kvoli si¢asnému nedostatku poznatkov o vydaji As™ do externého

média, nie je vedecka komunita schopna formulovat’ relevantné hypotézy. Co sa subcelularnej
lokaliz4cie tyka, oba GFP signdly pochddzali z cytoplasmy a z jadra. Tieto proteiny su vSak
relativne malé a autori nevylucuju ich jednoduchu diftiziu z cytoplasmy do jadra, priCom ich
vlastnd aktivita sa odohrava v cytoplazme. OsHACI;I-GFP signal bol detekovany aj v

nadzemnych Castiach, konkrétne v stonkdch a nédoch (Shi et al., 2016).
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Overexpresia OsHACI;1 alebo OsHACI;2 cez ubiquitin promotér signifikantne zvysila
redukciu As¥ na As'™, ¢im sa nésledne zniZilo celkové mnozZstvo As ulozeného v korefioch a v

nadzemnych CcCastiach v porovnani s WT, pricom efekt tejto mutdcie bol vyraznej$i v

nadzemnych castiach. Shi et al. (2016) naznacujt, Ze tento fenotyp by mohol byt dosiahnuty
posilnenym vydajom As'! do externého média. Oba typy rastlin rastli 48 hod v 10 uM As". V
d’alsich experimentoch boli tie isté rastliny vystavené celej skale As" koncentrécii v externom
médiu, po¢inajic od 2 a konciac po 20 uM pocas 48 hod. Vo vsetkych tychto prostrediach mala
overexpresia OsHACI; 1 alebo OsHACI;2 za nasledok vyrazné zniZenie obsahu As v korefioch

a aj nadzemnych Castiach (Shi et al., 2016). Neskor sa v §tadii zamerali aj na efekt overexpresie

OsHACI;1 a OsHACI;2 na ryZzu rasticu priamo v As kontaminovanej pode v aerobnych
podmienkach. OsHACI;1 a OsHACI;2 overexprimujici mutanti mali o 20% niz$i obsah As v
porovnani s WT, pricom pol'nohospodérsky vynos a biomasa rastlin mutantnych linii a WT

nepreukazalii signifikatné rozdiely (Shi et al., 2016).

Dalsia $tudia od Xu et al. (2017) sa sustredila na OsHAC4 a jeho tlohu v regulacii akumulécie

As v rastline. OsHAC4 obsahuje, podobne ako ostatné OsHAC, rodandze-podobni doménu a
jeho aminokyselinova sekvencia je vel'mi podobna AsY reduktizam OsHAC1;1 a OsHAC1;2.
Preskimanim As"-hypersenzitivneho mutanta Oshac4/Osphfl-7 vyskumnici uréili ako
kauzdlny gén za tento mutantny fenotyp prave OsHAC4. Po raste single LOF mutanta Oshac4
v médiu s 10-20 uM As" bola dizka jeho korena redukovana vyrazne viac ako u kontrolného

kultivaru ryze “Hei Jing 2” (HJ2) (Shi et al., 2016). Na dokdzanie As" reduktdzovej aktivity

boli OsHACI,1 a OsHAC4 vlozené do mutantného kmena E.coli, ktorému chybala endogénna
arzenatreduktdza ArsC (Oden et al., 1994). Expresia bud’ OsHACI; 1 alebo OsHAC4 v tomto

mutantnom kmeni znovu obnovila rast tejto linie na As¥-obsahujicom médiu. Tieto vysledky

potvrdili schopnost OsHAC4 a OsHAC1;1 redukovat’ As¥ na As™ (Xu et al., 2017).

NajvysSia troven expresie OsHAC4 bola identifikovand v koreni, a to dokonca aj v porovnani
s ostatnymi OsHAC génmi. OsHAC4-GFP signal bol detekovany v cytoplazme a v jadre
rhizodermalnych a exodermalnych buniek a expresia OsHAC4 bola upregulovana po
vystaveniu rastliny As¥ podmienkam. Autori sa domnievajii, Ze tato lokacia je idedlna pri
sprostredkovani vydaju As™ do externého média (Xu et al. 2017). Oshac4 mutanti vystaveni 10

uM AsY a absencii fosfatu po 48 hod akumulovali v korefioch takmer dvojnasobne viac As”

I 1T

nez As™ v porovnani s WT. Percentudlny podiel As™ z celkového As v korenoch sa vyrazne
znizil, z 82% u WT na 72% u mutanta, ¢o odraza redukénu aktivitu OSHAC4 v korenioch. V
nadzemnch &astiach Oshac4 sa nahromadila trojnasobne vyssia koncentracia As™ ako u WT,

zatial’ ¢o v koncentracii akumulovaného AsY medzi Oshac4 a WT nebol Ziaden rozdiel. Je
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mozné, ze tento fenotyp by mohol byt’ vyvolany navysenim aktivity ostatnych HAC1 reduktaz

(Xu et al. 2017). Overexpresia OsHAC4 v HJ2 rastlinach sposobila, ze korene tychto rastlin v

AsV-obsahujicom médiu boli vyrazne dlhsie nez tie patriace HJ2 WT rastlinim.
Overexprimujice OsHAC4 linie mali taktiez nizsi obsah celkového As v koreni a nadzemnych
Castiach nez bol pozorovany u WT. Podobny fenotyp vykazovali aj Oshacl, overexprimujice

linie (Shietal., 2016, Xu et al. 2017). Silnejsia uroven expresie (v porovnani so single mutantmi

Oshacl;1 a Oshacl;2) a jej vyhodny vyskyt priamo v epidermdlnych a exodermélnych
korefiovych bunkach pravdepodobne vysvetluji As" hypersenzitivny fenotyp mutanta Oshac4.

Tento fakt naznacuje, ze OsHAC4 by mohol hrat omnoho doleZitejsiu rolu v As" detoxifikécii

nez separatne fungujuce arzenatreduktazy OsHAC1;1 a OsHAC1;2 (Xu et al. 2017, Shi et al.,
2016). Celkovy prehlad prijimu, transportu a detoxifikacie As v ryZi je zobrazeny na Obr. 2.

Na zdver je dolezité zmienit, Ze sice vicsina tychto $tadii pracovala hlavne s AsY-obsahujicim
prostredim, dominantnou formou arzénu vyskytujicim sa v zaplavenych ryzovych poliach v
Bangladési ostava stale As'!. Tieto pody vSak byvaju mimo sezony periodicky odvodnené a
teda zazivaju suché obdobia. V sti¢asnosti sa dokonca za¢ina vyskytovat trend, pri ktorom sa
ryZa pestuje v aerobnom prostredi, ¢im sa nasledne Setri spotreba vody a predchadza sa vzniku
plynnych emisii zodpovednych za sklenikovy efekt. To naznacuje, Ze $tdium funkcie As¥

reduktdz v ryzi je, a eSte len bude, v buducnosti vel'mi dolezité (Shelley et al., 2016).

5.3. Arzenatreduktaza Pteris vittata
Nanest’astie, rovnako ako u horespominanych pripadoch, molekuldrny mechanizmus a bunkova
lokalizacia redukcie As¥ u hyperakumulatora arzénu Pteris vittata ostdvaju stdle nedostatotne
objasnené.
Podobne ako u Arabidopsis thaliana, bola u ACR2 homologického proteinu PvACR2

identifikovand arzendtreduktdzova aktivita v in vitro podmienkach (Ellis et al., 2006). Zajimavé

ale bolo, ze arzenatreduktdzova aktivita bola detekovana aj v koreiovom extrakte vystavenom

2 mM As" po dobu 9 dni (Duan et al., 2005). Této arzendtreduktdza, v kontraste s AtACR2 a

OsACR?2, nedisponuje fosfatdzovou aktivitou, pravdepodobne kvoli zamene Arg za Ser v inak

konzervovanom aminokyselinovom motive v aktivnom mieste enzymu (Danielle et al., 2006).

Co sa mechanizmu As" redukcie tyka, tento enzym vyuziva glutation (GSH) a glutaredoxin
(GRX) ako zdroje elektronov, ¢o mdZe naznacovat’ existenciu katalytického cyklu zahfnajucu

tvorbu disulfidovych vizieb medzi GSH a ACR2 za pomoci GRX (Cesaro et al., 2015).

Porovnanie aktivity arzenatreduktdzy ACR2 zo S. cerevisiae, arcS z E. coli a ACR2 z P.vittata
potvrdilo vyuzitie rovnakého mechanizmu redukcie As¥, ¢o by mohlo naznaovat jeho
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utilizdciu aj v rastlindch (Mukhopadhyay et al., 2000, Mukhopadhyay and Rosen, 2002). Uloha
enzymu PvACR2 v As hyperakumuldcii a tolerancii ostdva vsak stdle nejasnd.

Stadia od Wei et al. (2020) poukazuje na to, Ze transkripcia PvACR2 prebieha v koreni aj bez

pritomnosti As", ale pri vy$§ich koncentraciach As v médiu sa jej transkripénd Groven zvysi.
Najvyssia uroven expresie PvACR?2 bola identifikovana prave v koreni a jej hodnoty boli vel'mi

podobné nezdvisle od rastu bud’ v As'! alebo v AsV-obsahujicom médiu. (Li et al., 2020).

Kedze Pteris vittata disponuje aj rhizomami, $tdia od Mathews et al. (2010) sa zamerala aj na

ne. Po separicii rhizomov od korefiov bolo zistené, Ze vi&§ina As" redukcie prebieha prave v
rhizémoch a neskdr vo vejdrovitych listoch, kde je po redukcii As¥ hromadeny As''. Slab4
uroven redukcie arzendtu po vystaveni P. vittata podmienkam s pritomnostou As vSak bola

zaznamenana aj v koretioch (Cesaro et al., 2015). Je dolezité pripomenuat, ze v Studii od

Mathews et al. (2010) bola merana celkova turoven redukcie v rastline a $tidia sa teda

nesustredila na aktivity konkrétnych arzenétreduktdz (Mathews et al., 2010).

Pociatkom roku 2020 Li et al. (2020) ako prvi identifikovali dva nové gény pre

arzenatreduktdzu u Pteris vittata, PvHACI a PvHAC2. Pri fylogentickej analyze vykazovali
produkty tychto génov similaritu aminokyselinovej sekvencie iba 29-49%, ¢o moZe naznacovat
urcité odliSnosti vo funkcii produktov génov patriacich do génovej rodiny HACI. Na

porovnanie, PvHACI a PvACR?2 st voci sebe heterologické (Li et al., 2020).

Pouzitim protoplastov ryze a listovych epidermdlnych buniek tabaku autori pozorovali
subceluldrny vyskyt tychto proteinov. PVHAC1-eGFP a PvHAC2-eGFP fizne proteiny boli
nijdené v cytoplazme a jadre. Co sa pletivovej lokalizacie tyka, bez vystavenia P. vittata As
podmienkam bol PvHACI dominantne exprimovany v rhizdmoch a vejarovitych listoch, s
nizkou Groviiou expresie aj v koretioch. Po pridani As¥ do média bola expresia PvHACI v
rhizémoch silne indukovand, dosahujic 2-11-ndsobne vysSiu hladinu nez ta v koretioch a
vejarovitych listoch. Takato reakcia nebola pozorované pocas vystaveniu rastlin podmienkam

s pritomnostou As™ (Li et al., 2020). Narozdiel od PvHACI, expresia PvHAC2 nebola

indukovand ani As', ani As'!

. Najvyssiu expresiu dosahoval PvHAC2 vo vejarovitych listoch
(Liet al., 2020). Lokalizacia procesu redukcie prostrednictvom PvHAC?2 je zobrazend na Obr.
3.

VloZenie génov PvHACI a PvHAC2 do E.coli linie WC3100, ktorej chybala endogénna

arzendtreduktaza ArsC obnovilo rast tejto Specifickej linie v As¥-obsahujicich podmienkach,

pravdepodobne prostrednictvom navratenia schopnosti vydaja As™ (Li et al., 2020). Na

dokazanie arzenatreduktdzovej aktivity v rastlinnom organizme boli PvHACI a PvHAC2

vlozené do A. thaliana a po 2hod raste v prostredi obsahujicom 10 pM As" obsahovali
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transformanty takmer o 30% viac As™

nez Col-0. Tento vysledok naznaCuje zvySenu
arzenatreduktdzovu aktivitu v transgénnych A. thaliana a teda schopnost PvHAC1 a PvHAC?2

redukovat’ AsV in planta (Li et al., 2020). Tie isté linie A. thaliana boli vystavené 300 uM As"

po dobu 3 tyzdiov na overenie, ¢i heterologickd expresia PvHAC1 a PvHAC2 dokaze znizit’ As
akumulaciu v nadzemnych castiach A. thaliana. PvHACI linie nevykazovali ziadne zmeny
akumulécie As alebo biomasy, ktoré by boli odlisné s Col-0. Na druhej strane, u PvHAC2
transgénnych linii bola detekovana, v porovnani s Col-0, 20-30% vysSia biomasa nadzemnych
Casti, s 27-37% nizSou koncentraciou akumulované¢ho As. Obsah As v koreni, v porovnani s
Col-0, ostal relativne nezmeneny, ¢o by mohlo znamenat’ znizeni troven As translokécie (Li

et al., 2020).

PvHACI pravdepodobne hra dolezitii tlohu v redukcii arzenatu prave v rhizomoch, ked’ze po
vystaveni P. vittata vo&i As" prostrediu, bola expresia tejto arzendtreduktazy silno indukovan4
na tejto lokalite. Narozdiel od PvHACI, troven expresie PvHAC2 a PvACR2 v rhizémoch
nebola pritomnost'ou As¥ ovplyvnen4.

Pri skombinovani horespominanych pletivovo-Specifickych expresii PvHAC génov, autori Li

et al., 2020 navrhli mozny schématicky vzorec As¥ redukcie v P. vittata. VitSina As”

vstupujica do korenov cez fosfatové transportéry je pravdepodobne translokovand do
rhizémov, zatial’ ¢o zbytok As" je redukovany priamo v koretioch. Do rhizémov sa As podl'a
vSetkého dostdva skrze fosfatového transportéra PvPhtl;3, ktory je Specificky exprimovany v

bunkéch stéle. V rhizémoch je majoritné ¢ast’ As¥ redukovana pomocou PvHACI na As™

, ktory
je potom, spolu so zvy$nym As", translokovany cez xylém do listov, kde prebehne redukcia

este neredukovaného As¥ pomocou PvHAC2 (Li et al., 2020). Tento proces, spolu s moZnou

spoluprdcou PvACR2, je zobrazeny na Obr. 3. Téato hypotéza je podlozena prirodzenou
distribiciou As v koretioch (prevlada As"), rhizémoch (prevldda As™ nad AsY) a v listoch

(prevlada As™) v P. vittata (Mathews et al., 2010).

Stadium detoxifikdcie arzénu v Arabidopsis thaliana odhal'uje, Ze narozdiel od AtACR2,
HACI/ATQI prejavuje vyznamnu reduként aktivitu arzendtu v koretloch, ¢im sa podiela na
reguldcii akumulécie a citlivosti rastliny vo¢i arzénu. HACI/ATQ1, exprimovany v rhizodermis,
kortexe a endodermis, zohrdva klIicovl ulohu pri obmedzovani translokacie arzénu do
nadzemnych pletiv a LOF mutanti vykazuji hypersenzitivitu k arzenatu. Stidie vykonané na
ryzi ukézali, ze OSHACI;1, OsHACI;2 a OsHAC4 su dolezité v regulacii akumulécie arzénu.
Overexpresia tychto génov viedla k zniZenej celkovej hladine arzénu v nadzemnych cCastiach a

korenioch. OsHACI;1 a OsHACI;2 si exprimované v koreflove] epidermis a exodermis, zatial’
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¢o OsHAC4 sa exprimuje najmi v koreni a pravdepodobne predstavuje kI'icového hraca pri

III

AsY detoxifikécii. Ked’Ze sa As z ryze vyddva najmi vo forme As'l, overexpresia mnohych

I 7 korefov.

arzenatreduktdz zvySuje vydaj As
Hyperakumuldtor Pteris vittata vyuziva na redukciu As" viaceré arzenatreduktizy (PvACR2,
PvHACI, PvHAC?2). Narozdiel od ostatnych zndmych HAC homolégov (AtHAC1, OsHACI; 1,
OsHACI;2 a OsHAC4) nebola expresia PvHACI a PvHAC2 v korenoch indukovana
vystavenim P. vittata As" podmienkam a jej Groveii bola, v porovani s korefimi, omnoho vyssia

v rhizémoch a listoch (Li et al., 2020). PvHACI1 funguje prevazne v rhizomoch, zatial’ ¢o

PvHAC?2 pdsobi v listoch, pric¢om obe prispievaji k redukcii As". Pletivovo $pecifické expresie
PVACR2, PvHACI a PvHAC2 naznacuju, Ze G¢innd redukcia As" a rapidna translokdcia As™ v
P. vittata je dosledkom odlisnej lokalizacie a naslednej koordindcie funkcii jednotlivych
arzenatreduktidz vramci celej rastliny. Znalost’ odlisného expresného vzorca PvACR2, PvHACI1
a PvHAC2 by teda mohla byt wuzitocna pri hladani dalSich vhodnych

hyperakumulatorov/fytoremediétorov.
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6. Zaver

Okrem mnozstva a formy prijatého a translokovaného arzénu, ktoré su ovplyvnené distribticiou
a aktivitou prislusnych transportérov, predstavuje v rastline klI'aCovy regulaény krok aktivita
enzymu arzendtreduktdzy. Identifikdcia miesta majoritnej aktivity tohto enzymu a nésledna
modulécia jeho aktivity by mohli mat’ vyznam pri redukcii obsahu As v zrnach ryze. U P.
vittata by odliSnd modulacia aktivity arzendtreduktiz zas mohla sprostredkovat’ navySenie
obsahu As vo vejarovitych listoch, o ma potencial vo fytoremediacii As kontaminovych pdd.

Majoritnd redukcia AsY na As'™

v ryzi prebieha v koreni, z kadial sa As translokuje do
nadzemnych casti a do zfn. Ked’ze vSak existuje viac ako 10 OsHAC-podobnych génov, je
velmi pravdepodobné, e odlisné arzenatreduktizy katalyzuji As' redukciu v odlisnych
pletivach alebo bunecnych typoch v zavislosti na ich lokalizacii. Zo sucasnych dat je zrejmé,
ze overexpresia zndmych arzenatreduktdz OsHACI; 1, OsHACI1;2 a OsHAC4 v rastlinach ryze

rasticich v prostredi s obsahom As m4 za vysledok znizend akumuldciu As™

aj v nadzemnych
Castiach, aj v koretloch. Takyto prejav by mohol bytzapri¢ineny posilnenym korenovym
vydajom.

PvHACI a PvHAC2 si dvaja kandidati pre redukciu As" v Pteris vittata, pri<om PvHAC1 m4
vysSiu aktivitu v rhizomoch a PvHAC2 vo vejarovitych listoch. Je mozné, ze kriticka tloha
PvHAC génov netkvie len v separdtnych funkcidch produktov danych génov, ale skor v ich
vzajomnej spolupraci a komunikdacii v ramci rozli¢nych pletiv. Hoci sa zameranie na homol6gy
kvasinkovej arzendtreduktizy ACR2 (fylogeneticky nepribuznd s HAC) u A. thaliana aryze
preukdzalo ako slepd ulicka, u P. vittata by mohol vyskum PvACR2 ako aktivnej
arzenatreduktazy priniest’ pozitivne vysledky.

Z mojej prace je jasné, ze identifikacia genetického pozadia redukcie arzenatu ma potencial
vyuzitia pri Slachteni plodin schopnych tolerovat zvySent koncentrdciu As v prostredi.
Prepojenie informdcii ziskanych zo Studia danych druhov je taktiez vel'mi dolezité, pretoze by
mohlo vylepsit’ zacielenie d’alSiecho vyskumu zameraného na znizenie As toxicity v rastlinach.

Na zéklade dostupnych studii si teda dovolim konStatovat’, Ze aktivita arzenatreduktazy zohrava

kI'a€ovll ulohu pri ur¢ovani osudu As v rastline.
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