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ABSTRAKT

Bakalafska prace se zaméfuje na vliv nedostatku vody na rostliny. V praci jsou popsany
pti¢iny vzniku vodniho deficitu a jejich dopad na rist a vyvoj rostlin. Pozornost je vénovana
prubéhu stresové reakce a adaptacnim mechanismtim, jejichz cilem je navozeni tolerance ke
stresu. Samostatné kapitoly jsou vénovany kutikule a praduchim, dvéma vyznamnym
regulatorim ztrat vody z rostlinného téla. Prace se dale zamétfuje na fenomén osmotického
prizptisobeni a s nim spojenou akumulaci kompatibilnich soluti. Nejsou opomenuty signalni
drahy indukované nedostatkem vody, zména genové exprese, syntéza specidlnich proteini a

dasledky ptisobeni sekundarniho oxidativniho stresu.

Kli¢ova slova: sucho, vodni deficit, stres, tolerance ke stresu, pruduchy, kutikula, osmotické

ptizptsobeni, kompatibilni soluty, signalni transdukce

ABSTRACT

This bachleor thesis focuses on the influence of water deficit on plants. The causes of the
origins of water deficit and its impact on growth and development of plants are described.
Attention is paid to the process of stress response and to the adaptation mechanisms which aimed
to induce stress tolerance. Separate chapters are devoted to the cuticle and stomata, two
important regulators of plant water loss. The thesis also focuses on the phenomenon of osmotic
adjustment which relates to the accumulation of compatible solutes. Signalling pathways induced
water shortages, change in gene expression, synthesis of special proteins and consequences of

secondary oxidative stress are all covered.

Key words: drought, water deficit, stress, stress tolerance, stomata, cuticle, osmotic adjustment,

compatible solutes, signal transduction



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABA kyselina abscisova

ABREs ABA-Responsive Elements

APX askorbat peroxidaza

bZIP Basic-region Leucine Zipper Protein

CBF/DREB1 C-Repeat Binding Factors/Dehydration Responsive Element Binding Protein

CBLs Calcineurin B-Like Proteins
CDPKs Calcium-Dependent Protein Kinases
CIPKs CBL Interacting Protein Kinases
DAG diacylglycerol

DREs Dehydration Responsive Elements
GABA kyselina y-aminobutyrova

HSEs Heat Shock Elements

HSFs Heat Shock Factors

HSPs Heat Shock Proteins

IP3 inositol-1,4,5-trifosfat

LEA Late Embryogenesis-Abundant
LTPs Lipid Transfer Proteins

MAPK Mitogen-Activated Protein Kinase
PA kyselina fosfatidova

PEP fosfoenolpyruvat

PIP2 fosfatidylinositol-4,5-bifosfat
PIP5K fosfatidylinositol kinaza

PSI 1l fotosystém 1, 11

ROS Reactive Oxygen Species

SnRK SNF-related protein kinases

SOD superoxid dismutaza



1. UvoD

zvétSujici lidskou populaci. Ta se za poslednich 200 let zvétSila témét o 7 nasobek. S
nartistajicim poctem lidi se pochopitelné zvySuje i poptavka po potraveé. Na Spici celosvétove
produkce plodin se jednoznatné vyskytuje cukrova titina, kukufice, pSenice a ryze. Jejich
péstovani je ovlivnéno mnoha faktory, od ¢isté zemédélskych po ekonomické a politické. Kdyz
odhlédneme od Sir§iho kontextu produkce potravin (a vSeho dalsiho, co je s tim spojené) a
zaméfime se na biologickou Cast problému, vyvstane v poptedi vyrazny vliv abiotickych a
biotickych strest, které plisobi na rostliny a ovliviiuje tak jejich produkci.

Globalni zmény klimatu zvySuji vyskyt a prodlouzeni period sucha. Pravé sucho je
nejvyznamnéj$im problémem celosvétového zemédelstvi, proto je zvySeni vynosu v oblastech
jim postizenym hlavnim cilem zemédélské kultivace plodin. Spolu se stresem nedostatku vody se
Casto vyskytuje i stres zasolenim ptd. Vliv téchto dvou abiotickych stresit vyrazné ovlivituje rust
a vyvoj rostlin a nésledné i jejich produktivitu. Desertifikace a zasoleni pid rapidné vzrista a
Vv celosvétovém métitku klesa pramérny vynos o vice jak 50% (Wood, 2005). Vzristajici salinita
souvisi sumélym zavlazovanim. Pfiblizné 20% zemédélské pludy svéta a téméf polovina
zavlazovanych oblasti je ovlivnéna salinitou (Rhoades a Loveday, 1990). Stabilizace rostlinné
produkce miize byt navozena nckolika zplsoby: snizenim rozdild ve vynosech plodin
péstovanych v normdlnich a stresovych podminkach, zamezenim ubytku zemé&délsky
vyuzitelnych pid, vylepSenim zemédélskych praktik a zvySenim tolerance rostlin samotnych.

V pribehu evoluce rostliny vyvinuly mechanismy, diky kterym jsou schopné se se
stresem vyrovnat a adaptovat se na zmény prostfedi. Reakce rostlin na stres jsou dynamické a
zahrnuji kompletni propojeni mezi riznymi rovnémi regulace.

Cilem prace je popsat Sirokou Skélu rostlinnych mechanisml vyuZivanych v adaptacich
ke stresu z nedostatku vody na trovni fyziologické, biochemické a molekularni, a shrnout
poznatky, které mohou byt vyuzity pro navozeni vyssi tolerance u zemédélsky vyuZzivanych

rostlin.



2. SUCHO A STRES

Stresem nazyvame stav rostliny, kterym reaguje na pusobeni zatéZzovych stresovych
faktori (stresorti) aktivaci obrannych mechanismut. Stres nemusi byt vzdy pouze Skodlivy,
ackoliv tomu tak vétSinou je. Piikladem miiZze byt ptisobeni nizkych teplot v podzimnim obdobi,
které stimuluje u nékterych rostlin tvorbu kvéta a plodii nebo indukce kliceni semen plisobenim
chladu nebo vysokych teplot (Prochazka et al., 1998; Pavlova, 2005).

Sucho patfi mezi abiotické stresory, kam dale fadime extrémni teploty (vysoké i nizké),
nadmérnou ¢i nedostate¢nou ozaienost, nedostatek vody i zaplaveni vodou, které vede
k nedostatku kysliku. Dale sem patii nedostatek zakladnich mineralnich prvka v pudé, nadbytek
iontd v pudnim roztoku zplsobeny zasolenim, extrémni hodnoty pH pudy, pfitomnost toxickych
latek atp. (Prochéazka et al., 1998; Pavlova, 2005). Dale je potfeba brat v potaz, ze se vétSinou
nevyskytuje pouze jediny stresor pusobici na rostlinu. Napiiklad pfi plsobeni nadmérné
ozafenosti se ve vétsiné piipadi bude objevovat i stres zpuisobeny vysokymi teplotami a stres z
nedostatku vody neboli sucho.

Schopnost ptezit neptiznivé podminky se oznafuje jako odolnost neboli rezistence.
Rezistenci mizeme rozdé€lit na avoidanci a toleranci, které tvoii komplex obrannych reakeci.
Avoidance je strategii, pii které se rostlina snazi stresu predchazet, vyhnout se mu (napf.
zkracenim Zivotniho cyklu, vyvojem vhodného typti kotfent €i listi, slozenim kutikuly). Jde vice
mén¢ o pasivni typ ochrany spocivajici v anatomickém a morfologickém ptizptisobeni. Tolerance
je strategii aktivniho odolavani stresoru se snahou co nejvice zmirnit jeho ptisobeni. Tolerance
byvé postupné ziskavana v procesu zvaném otuzovani (aklimace), pfi kterém jde o ustanoveni
nového rovnovazného stavu odpovidajicimu zménénym podminkdm. Aklimace je nedédicné
vyrovnani se s novymi podminkami spocivajici ve zmén€ metabolismu a vlastnosti nabyté timto
zpusobem jsou reverzibilni (Prochazka et al., 1998; Pavlova, 2005).

Priibéh stresové reakce vedouci k toleranci ma nékolik fazi. Prvni faze je poplachova, kdy
je rozeznano pisobeni stresoru a informace je signdlnimi drahami pfeddna dalSim
kompartmentiim bunky, kde poté dochazi ke zméné exprese urcitych genti. Stresova informace se
Sifi po celé rostlin€. Dalsi fazi je faze restitucni, ve které rostlina aktivuje obranné mechanismy
umoznujici preckat pisobeni stresoru, otuzuje se a ziskava tak vyssi odolnost. V nasledné fazi
rezistence rostlina toleruje plsobeni stresoru a preziva. V pfipadé dlouhodobého stresu muze
dojit k vyCerpani energetickych rezerv a k naslednému uhynu rostliny. Nejen doba pusobeni
stresu ovliviiuje pribéh a vysledek stresové reakce. Zalezi také na charakteru stresoru, jeho
velikosti a rychlosti jeho nastupu. Ze strany rostliny zaleZi na jejim genotypu, fyziologickém

stavu a vyvojovém stadiu (Prochazka et al. 1998; Pavlova, 2005).



2.1 Vodni deficit, jeho pri¢iny a vliv na produktivitu rostlin

Za vodni deficit je povazovan stav, kdy je obsah vody v rostlin€ niz§i nez pii maximalnim
nasyceni. Vodni deficit vede ke ztraté turgoru a projevuje se zastavenim rastu a vadnutim. Pti
nedostatku vody jsou rostliny citlivéjsi k ptisobeni dalSich stresort, napt. ke zvySené teploté
okoli, nebot’ se pii vodnim deficitu sniZzuje transpirace, ktera pfispiva k ochlazovani rostliny
(Pavlova, 2005).

Nedostatecné zasobeni rostliny vodou je zptisobeno jednak jeji nedostupnosti, tak i
zasolenim puad, které snizuje vodni potencial ptidniho roztoku pod hodnotu vodniho potencialu
transpiraci, ktera neni kompenzovana adekvatnim piijmem vody koteny z pudy (napt. v poledne
horkého letniho dne). Déale mize byt vodni deficit vyvolan teplotami pod bodem mrazu, které
vedou K tvorbé ledu v mezibunéénych prostorech nebo vakuolach a k dehydrataci cytosolu
(Pavlova, 2005).

Omezena dostupnost vody pro rostliny muize byt zplsobena jak fyzikdlnimi a
klimatickymi vlastnostmi prostfedi. Samoziejmé v prvé fad€ zplsobuji nedostatek vody nizké
srazky. Mnozstvi srazek, spadlych na dané misto, zavisi na regiondlni topografii a klimatickych
podminkach. Sezonnost srazek je dalSim kritickym faktorem ovlivitujicim vodni bilanci. Mnoho
svétovych ekosystémi se vyznacuje vyraznymi sezonnimi vykyvy mnozstvi srazek, kterym se
rostliny v prib&éhu evoluce musely pfizpisobit. Napiiklad klima mediteranu se vyznacuje
relativné vlhkou zimou a vyraznym suchem v 1été. Diisledkem toho je, Ze voda je dostupnd, kdyz
je teplota pod rastovym optimem. A naopak pfi teploté optimalni pro rast je vody nedostatek.
Pravidelné periody sucha vyvolava evolu¢ni adaptace k nedostatku vody, které mohou byt velmi
odlisné od adaptaci vyvolanych nahodnymi obdobimi sucha (Nilsen a Orcutt, 1996).

Dostupnost vody je jednim z hlavnich omezeni produktivity rostlin a je jednim z hlavnich
faktorti regulujicich distribuci rostlinnych druht. Pies 35% zemského povrchu je povazovano za
aridni nebo semiaridni uzemi, kde jsou neadekvétni sraZky pro zemédé€lské vyuziti. Podle
Meigsova systému z roku 1953 Ize klasifikovat prostfedi podle mnoZzstvi srazek. Jako extrémné
aridni jsou povazovana uzemi prakticky bez srdzek. Aridnim izemim se rozumi oblast s méné
jak 250 mm za rok a semiaridnim oblast s 250 — 500 mm srazek za rok (Wood, 2005).

Ale 1 oblasti s dostate¢nymi srazkami mohou byt stale prostiedim s nedostatkem vody.
Vsechny zeméd¢lské oblasti zakousi sucho, nékteré oblasti ve formé predvidatelnych sezon
sucha, jiné prostiednictvim nepifedvidatelnych period sucha. Zemédé€lské uzemi postizené
suchem muze ztratit vice jak 50% sklizné. Vyvoj rostlin k toleranci nedostatku vody a udrzeni

produktivity bude, jak jiz bylo feceno v uvodu, kritickym poZzadavkem pro zvySeni produktivity



zem&délstvi v 21. stoleti. Porozuméni tomu, jak rostlinné buniky mohou tolerovat ztraty vody, je
rozhodujici prerekvizitou pro vyvoj strategii, které mohou mit dopad na zemédé€lskou a
zahradnickou produktivitu plodin a pfeziti v téchto podminkach snizujici se dostupnosti vody
(Wood, 2005).

3. VLIV NEDOSTATKU VODY NA VODNI POTENCIAL
Vodni potencial se sklada se slozek osmotické (W), tlakové (W¥p), matricni (W) a
gravitacni (W):

Wy = Ws+ Wy + W + ¥y

Vodni potencidl dospélych bunék zavisi prakticky jen na tlakovém a osmotickém
potencidlu. Z toho divodu lze turgorovy potencial (¥,) stanovit jako rozdil vodniho a
osmotického potencialu.

Turgorovy tlak je proménlivy v rozsahu 1,0 — 0,5 MPa mezi druhy béhem normalnich
podminek s dostatkem vody a jak jiz bylo poznamenano vyse, béhem slune¢ného poledne muze
klesnout z téchto hodnot az na 0. Nékteré druhy maji téméf nulovy turgorovy potencial béhem
svételné faze dne po celou dobu riistové sezony bez naznaku fyziologické dysfunkce. V takovych
ptipadech probihd bunééna expanze a rist béhem noci, kdy je turgorovy tlak maximalni (Nilsen
a Orcutt, 1996).

Nejcitlivéj$i na nedostatek vody je rast buiky, syntéza bunécné stény a proteosyntéza.
Vodni poméry vypovidaji o dopadu zmén (nikoliv absolutni hodnoty) vodniho potencidlu na
fyziologické procesy a bunéény rist. Pfi¢emz kazdy rostlinny druh miize byt odlisné ovlivnén
hodnotou vodniho potencialu. U béZznych mezofytnich druhli rostlin indukuji hodnoty vodniho
potencialu do -0,5 MPa ptisobeni mirného vodniho stresu. Od -0,5 do -1,5 jde o stfedné silny
stres a od -1,5 nize se jedna o velmi silny stres, pii kterém klesa turgorovy tlak v burnikach listd
na nulu a listy zac¢inaji vadnout (Prochazka et al., 1998). Pokles vodniho potencialu o pouhy 0,1
MPa muize zpiisobit pokles rychlosti bunécné proliferace a vést ke sniZeni velikosti bun¢k ve

stonku a kofeni.

3.1 U&inky sniZeného vodniho potenciilu na fyziologické procesy

Pokles vodniho potencialu ovliviiuje fyziologii bunky nasledujicimi zpisoby: Nizky
vodni potencial snizi chemickou aktivitu vody, kterd miize zplsobit zménu ve struktufe

hydratacniho obalu kolem proteind, a tim sniZit jejich G¢innost. Ztrata turgoru muize zpusobit
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zménu prostorového umisténi transportnich kanali a membranovych enzymi, stejné tak seviit

plasmodesmy v dusledku smr$téni bunééné stény (Nilsen a Orcutt, 1996).

3.11 Vliv na rist

Pti velkém vodnim deficitu dochazi k snizeni turgorového tlaku. Bunécna expanze je zavisla
na vodnim potencidlu bunky, a proto bude ovlivnéna a poklesne mira rastu a déleni bun¢k.
Nasledky snizené velikosti bunék zaviseji na vyvojové fazi rostliny, ve které postihne nedostatek
vody rostlinu. Pokud bude zasazena mlad4, vyvijejici se rostlina majici jesté ne pln¢ vyvinutou
listovou plochu, nebude rostlina schopna vytvofit dostatek asimilatd pravé kvali malé
fotosyntetizujici plose. Pokud je rostlina zasazena nedostatkem vody v obdobi zrani plodu,
projevi se to nasledovné. Vyvoj kvétenstvi bude v normé a veSkerd rostlinnd hmota bude
nezménéna, ale tvorba semene muze byt inhibovana a muze dochazet k pred¢asnému opadu
ploda. Dulezité je poznamenat, ze nékteré rostliny jsou senzitivni k nedostatku vody pouze ve
specifickych obdobich, jako jsou periody aktivniho rdstu, ale ne béhem celého vyvoje (Nilsen a
Orcutt, 1996).

Kriticky vodni potenciadl pro inhibici bunééné expanze je rozdilny mezi druhy i mezi
rostlinnymi organy (kofeny x listy). Naptiklad zména ve vodnim potencialu od -0,2 do -0,4 MPa
(Boyer, 1970) zpiisobi inhibici listové expanze u slunecnice, zatimco podobny efekt se objevi u

kukutice pti -0,7 MPa a u s6ji pti -1,2 MPa (Acevedo et al., 1979).

3.1.2 Vliv na bunécénou ultrastrukturu

Obecné dusledky nedostatku vody na strukturu a funkci membran jsou pozorovatelné také
V bunécné ultrastrukture. Nedostatek vody muize zplsobit uvolnéni hydrolyzujicich enzymi z
vezikuli odvozenych =z endoplasmatického retikula a Golgiho aparatu do cytoplasmy.
Ptitomnost téchto lipaz a protedz déale naruSuje normalni strukturu vSech cytosolickych
membran. Pokud dojde k degradaci tonoplastu, vakuolarni tekutina, kterd muze obsahovat
relativné hodné koncentrované soluty, se uvolni do cytoplasmy, coz muze zapticinit degradaci
cytosolickych proteinti (Fellows a Boyer, 1978). Vysoké teploty vyskytujici se asto soucasné se
suchem poSkozuji membrany. ZvySuje se jejich fluidita a zaroven i1 propustnost, coz ovlivituje
osmotické, transportni a metabolické pomé&ry v bunkach.

Struktura chloroplastii a mitochondrii miZe byt ovlivnéna velkym nedostatkem vody. Narist
alkalickych lipaz v chloroplastech béhem nedostatku vody koreluje s degradaci thylakoida (Silva
et al,, 1974). Snizeny vodni potencial souvisi u nékterych druhli se zvySenou frekvenci a

velikosti plastoglobuli odvozenych od thylakoidni membrany, ale také se zvySenim piestavby
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chromatinu okolo jadérka (Poljakoff-Mayber, 1981).

3.1.3 Vliv na fotosyntézu

Prvnim duasledkem nedostatku vody je uzavieni praducht. Signdl k uzavieni praduchu
prichazi z kotenii a je zprostiedkovan fytohormonem kyselinou abscisovou. DalSim signalem
k uzavieni praduchi je nizky turgorovy tlak ve svéracich bunkach. Praduchy se zaviraji i pii
zvySeném gradientu tlaku vodni pary mezi listem a vzduchem, ktery jej obklopuje, ackoliv tento
ptipad se vyskytuje i mimo zmén vodniho potencialu (Nilsen a Orcutt, 1996). Kyselin¢ abscisové
a pruduchiim bude vénovana vétsi pozornost v kapitole €. 6.

Uzavieni praduchii zptisobené nedostatkem vody vede k vy€erpani CO; V intercelularnich
prostorech. Tento jev se pfimo oznacuje jako stomatdlni inhibice fotosyntézy. Jakmile je
Vv intercelularach méné CO; nez kysliku, za¢ne byt stimulovana fotorespirace. Pii pfili§ vysokém
ozafeni nevyuziva fotorespirace vSechny produkty elektron transportniho fetézce, které jsou
zdrojem energie. Tato situace miize vést k fotoinhibici, jejimz duisledkem je nahromadéni
volnych radikalti v chloroplastu. Tvorba ROS je detailngji popsana v kapitole ¢. 8. Dopad
vodniho stresu na svétlosbérné systémy a elektron transportni fetézec béhem faze, kdy jsou
praduchy uzaviené a ozafenost je vysokd, je pro prubéh fotosyntézy velmi dilezity (Nilsen a
Orcutt, 1996).

Nestomatalni inhibice fotosyntézy, objevujici se pii snizeném vodnim potencidlu (Ogren a
Oquist, 1985), je zplisobena poklesem aktivity enzymu Rubisco a fotoinhibici zplisobenou
poskozenim PS II. Fotosyntetické systémy a enzymy byvaji vazné poskozeny vysokou teplotou,
ktera se Casto vyskytuje spolené se suchem. V pocatecnich fazich nedostatku vody se objevuje
zaroven stomatalni a nestomatalni inhibice fotosyntézy. Existuje diikaz u nékolika druhi, Ze
nejprve dochdzi k nestomatdlni inhibici, ktera zpasobuje zvySeni vycerpani CO;
V intercelularach, coz zplsobi uzavieni priducht (Briggs et al., 1986). Pro n¢které taxony je
hlavni nestomatélni vliv fotoinhibice (Bjorkman a Powles, 1984), zatimco u ostatnich taxonii

dominuje aktivita Rubisca (Ogren a Oquist, 1985).

3.1.4 Vliv na temnostni Cast fotosyntézy — dychani a metabolismus sacharidu

Se vzristajicim vodnim stresem dochazi k poklesu poméru mezi fotosyntézou a respiraci,
protoze oba procesy probihaji v mensi mife. Koncentrace jednoduchych cukrii se miiZe
v n¢kterych rostlinnych pletivech pii vodnim stresu zvySovat, protoze dochazi k mobilizaci
Skrobu ze zasob v chloroplastech. Ztrata Skrobu bézné souvisi s nedostatkem vody, ale nartst

jednoduchych sacharidi ne vzdy souvisi s ibytkem Skrobu. Jednoduché cukry pochézejici
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Z mobilizovaného Skrobu jsou vyuzity v mnoha fyziologickych procesech (Nilsen a Orcutt,
1996).

Také translokace sacharidlii se snizuje pfi nedostatku vody béhem dne. Pokles translokace
sachar6zy neni zptsoben specifickymi vlivy na floémovy systém, ktery je relativné rezistentni
k nedostatku vody. Nizka asimilace CO;, listy a zvySena respirace v bunkach listového mezofylu
snizuje gradient sachar6zy mezi zdrojem (listy) a sinkem fotosyntati. Tato zména poméri mezi
zdrojem a sinkem je pficinou snizené translokace asimilati. Zplsoby alokace zdroji se méni
béhem nedostatku vody. U mnoha druhi dochazi k rlstu spiSe v kotfenovych pletivech, nez
Vv pletivech listli. Proto se snizuje pomér nadzemni a podzemni ¢asti. Pokud vodni stres suzuje
rostlinu v rané fazi vyvoje, zpusobi vyraznou zménu v poméru nadzemni a podzemni cCasti.
Oproti tomu ptsobeni vodniho stresu béhem reprodukéni faze ma maly az zadny vliv na pomér
nadzemni a podzemni ¢asti. Zato dochézi k redukci kvétli a semen nebo k ztraté ploda (Nilsen a

Orcutt, 1996).

3.15 Vliv na metabolismus dusiku

Béhem nedostatku vody se snizuje akumulace nitratu a amoniaku z pudy. Akumulace je
inhibovana narGstem koncentrace nitratl a amoniaku v kofenech rostlin stresovanych suchem,
ktery je zpusoben zpomalenim toku dusiku od kofent k listim (Nilsen a Orcutt, 1996).

Jak jiz bylo uvedeno vyse, pti vodnim deficitu dochazi k poklesu proteosyntézy a ke zvySené
hydrolyze proteini. Dulsledkem téchto procestt je néarlist mnozstvi volnych aminokyselin.
Specialnim ptipadem jsou neproteinové aminokyseliny, jejichZ biosyntéza je pii stresu suchem

zamérn€ stimulovana, a kterym je vénovana vétsi pozornost v kapitole €. 7.

4. ADAPTACE NA VODNI STRES
V piedchozich dvou kapitoladch byl definovan stres a byl popsan vliv, jakym plsobi na
rostliny. Zminény byly také dasledky plsobeni stresu a byly naznaceny systémy hrajici roli
v odpovédi na stres a navozeni tolerance. Dal$i kapitola se bude zaobirat pravé odpovéd’'mi na

stres, mechanismy, kterymi se rostliny se stresem vyrovnavaji a druhy adaptaci, které vznikaji.

4.1 Mechanismy adaptace na vodni stres

Obecné jsou mechanismy kategorizovany na ty, které vedou k vyhnuti se podminkam
sucha (avoidance) a na ty, které vedou k toleranci sniZzené dostupnosti vody (tolerance).

Mechanismy tolerance mohou byt rozdéleny na ty, které se snazi udrzet vysoky vodni potencial,
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a na ty, které vedou k vyraznému poklesu vodniho potencialu v pletivu. Zadné z téchto kategorii
se vzajemné¢ nevylucuji, nebot vétSina individudlnich mechanismi zavisi na dalSich
mechanismech fesicich nedostatek vody.

Jak jiz bylo fec¢eno, obecné se v prostiedi nedostatkem vody zaroven vyskytuje i vysoka
teplota, vysoka ozarenost a zasoleni. Ackoliv se dale bude fesit hlavné¢ problém sucha, tedy
nedostatku vody, je dulezit¢é uznat, Zze diskutované mechanismy jsou také zucastnéné
v kompenzaci nadbytku tepla, ozafeni a zasoleni.

Podle druhu strategie, jak se vyrovnat se stresem, rostliny lze rozdélit na 2 skupiny podle
hlavni strategie vodniho hospodéaistvi. Prvnim typem je homoiohydrie, pii které se rostlina snazi
udrzet vysoky vodni potencial. Obrannymi mechanismy homoiohydrie je snaha udrzet ptiznivy
obsah vody v protoplasm¢ nebo zmirnit Skodlivé vlivy stresu na c¢asti bunky. Mezi
homoiohydrické rostliny fadime cévnaté rostliny. Druhym typem je poikilohydrie, kterd oznacuje
neschopnost kontrolovat ztraty vody do okoli. Mezi poikilohydrické se fadi mechorosty (Wood,
2005).

4.2 Avoidance

Mezi mechanismy Uniku z prostiedi s nedostatkem vody patii rychly fenologicky vyvoj,
vyvojova plasticita a prodlouzend dormance. Je zndmo mnoho ptipadi rychlého zrani a tvorby
semen u poustnich jednoletych rostlin (Mulroy a Rundel, 1977). N¢které poustni jednoleté
rostliny produkuji jen 1 par dospélych listi pied tvorbou kvétu a semen. Casovy usek od klideni
semene Kk vlastni tvorbé semen muze byt zkracen na pouhych par tydnt. Rychly vyvoj
jednoletych rostlin je béZzny u druhil rostoucich na Gizemich s nizkymi srdzkami, jakymi je tfeba
oblast mediteranu a dalsi sezonné suchd Gzemi svéta.

Neékteré druhy dokazZou preckat neptiznivé obdobi sucha ve formé podzemniho prezivajiciho
organu a vyhnout se tak poSkozeni rostlinného téla disledky sucha. Tyto hlizy a bulvy maji
velkou zasobni kapacitu vody (Nilsen a Orcutt, 1996).

Vytrvalé druhy vyuzivaji vyvojové plasticity, aby se vyhnuly sezoné s nedostatkem vody. Jde
o fenomén opadu listi pfi suchu, které je zndmé naptiklad z mediterannich a poustnich oblasti.
Listy se vyvinou v zimé, kdy je relativné vysoka dostupnost vody. Jak dochazi k poklesu
vodniho potencialu pted svitdnim ke konci jara a v 1été, vétSina listli odpadne. Druhy opadavé za

cey

sucha preziji periodu vodniho stresu v dormantnim stadiu (Nilsen a Orcutt, 1996).
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4.3 Tolerance sucha s nizkym vodnim potencialem

Diky schopnosti tolerovat nizkou dostupnost vody miize rostlina pokracovat v metabolickych
procesech i béhem obdobi nedostatku vody. Dochézi ke kombinaci technik ke zmirnéni poklesu
vodniho potencidlu v pletivech a udrzeni metabolické aktivity (Nilsen a Orcutt, 1996). Mezi
mechanismy udrzeni turgoru pii nizkém vodnim potencialu patii osmotické prizptisobeni, zména
elasticity bunééné stény, pokles bunééného objemu a snizeni podilu vody v symplastu. Jelikoz je
fenomén osmotického ptizptisobeni jednou znejkliCovéjSich adaptaci, je mu vénovana
samostatnd kapitola ¢. 7.

Druhy zptsob tolerance nizkého vodniho potencidlu neudrzuje udrzeni turgor v buikach a

vede k vyschnuti rostlin.

43.1 Elasticita bunécné stény

Zvyseni i snizeni elasticity bunécné stény lze povazovat za mechanismus tolerance k
nedostatku vody. SniZeni elasticity umoZiiuje udrZzovani turgorového tlaku pfi relativné nizkém
vodnim potencidlu a vysokém vodnim deficitu v pletivech. Oproti tomu zvyseni elasticity
stabilizuje spiSe obsah vody v pletivu nez turgorovy tlak a vede k minimalizaci zmén obsahu
vody ve tkanich béhem vodniho deficitu. Vysoka elasticita zptisobuje vyrazny pokles vodniho
potencidlu v pletivu pfi naristu vodniho deficitu. Ackoliv mnoho studii podporuje dulezitost
nizké elasticity pro toleranci k vodnimu stresu, objevilo se n€kolik diikazi na podporu dileZitosti
vysoké elasticity pro toleranci vodniho stresu. Obecné se vyskytuje vice dikazid, Ze sniZzena

elasticita doprovazi periody sucha spiSe nez zvysena (Nilsen a Orcutt, 1996).

4.3.2 Tolerance K vyschnuti
N¢ékolik rostlinnych druhi je schopnych tolerovat kompletni vyschnuti a po rehydrataci
znovu obnovit svou aktivitu. Obecné se tato schopnost tyka nizSich cévnatych rostlin. Naptiklad
mechy, liSejniky, nékteré fasy a kaprad’orosty jsou schopné tolerovat vyschnuti. U téchto rostlin
se voda vypafuje z pletiv, cytoplasma smr§tuje objem, plasmalema se odtrhavd od bunécné
stény, coz vede k velmi koncentrované cytoplasmé a vzniku vzduchovych prostorti uvniti
bunécné stény (Nilsen a Orcutt, 1996).
Diulezit¢ je poznamenat, ze dehydratace a desikace (vyschnuti) nejsou synonyma.
V piipadé dehydratace jde o ztratu vody z protoplasmy, kdezto desikace pfedstavuje ztratu
veskeré vody. Rostliny tolerantni k desikaci mohou prezit tézky vodni deficit, kdy relativni
obsah vody v rostliné klesa az pod 25% a znovuobnovit se z vysuSeného stavu (Bewley, 1979).

Priblizné 330 druhti cévnatych rostlin je povazovano za tolerantni k desikaci (Porembski a
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Barthlott, 2000). Mezi nejvice odolné rostliny vzktiSeni (resurrection plants) patii mechy, nebot’
nekteré druhy jsou schopné tolerovat vyraznou desikaci a pfezit az nckolik let ve vysusené
formé. Rostliny vzkiiSeni jsou schopné obyvat pousté a semiaridni izemi svéta (Wood, 2005).

Aby byly rostliny schopné piezit vysuseni, musi spliiovat nasledujici kritéria. Zaprvé je
nutné, aby byla zachovéana fyziologicka aktivita, ktera by mohla byt negativné ovlivnéna
vzniklou vysokou koncentraci uvniti buiikky. Zadruhé je zadouci, aby pocet plasmatickych
propojeni mezi buiikami byl zredukovan, protoze smrstovani buniky by mohlo ponicit tyto spoje.
Zatfeti, bunécnd sténa musi byt schopna vydrzet vyraznou dehydrataci, aniz by ztratila svou
strukturu (Nilsen a Orcutt, 1996). A za ¢tvrté je nutna existence repara¢nich mechanismu
(Bewley, 1979).

Jsou patrné zna¢né rozdily v toleranci k vyschnuti mezi druhy. Mnoho druhti potiebuje
k obnoveni maximalni fyziologické aktivity po rehydrataci nékolik dni. Par druht, mezi které
patii vysychava kapradina Tortula ruralis, je schopnych obnovit maximalni metabolickou
aktivitu jiz béhem 30 minut po rehydrataci. Mechanismus, ktery zajiStuje Zivotaschopnost
dehydrované cytoplasmy a rychlé zotaveni po rehydrataci, se nazyva ,,glassy cytoplasm*.
Béhem dehydratace roste koncentrace cytoplasmy, akumuluji se sacharidy a cytoplasma stava
viskdznéjsi. Vysoka koncentrace sacharidd, zejména rafin6zy, ochranuje bunééné struktury pred
poskozenim (Koster, 1991).

Ackoliv vétSina cévnatych rostlin neni k vysuSeni tolerantni, maji pfesto zachovanou
schopnost produkovat velké mnoZzstvi semen tolerantnich k vysuSeni, a tato schopnost je
rozhodujici ¢asti Zivotniho cyklu krytosemennych. Oliver et al. (2000) hypotetizuje, Ze se
mechanismus tolerance k desikaci u semen vyvinul z primitivnéjsi formy tolerance k vysusSeni
vegetativniho téla rostliny, jak je tomu u niZ8ich cévnatych rostlin. A Ze rostliny s modifikovanou
toleranci k vysuSeni pievzaly toleranci z reproduktivnich pletiv do vegetativnich spiSe pod

vlivem enviromentalnim nez vyvojovym.

4.4 Tolerance sucha s vysokvm vodnim potencialem

V tomto ptipad¢ jde o strategii, kterd se snazi odolavat poSkozeni béhem nedostatku vody
prostiednictvim udrZzovani vysokého vodniho potencidlu v pletivech. Udrzovani vysokého
vodniho potencialu v pletivech za soucasné tolerance sucha vyzaduje striktni hospodateni
svodou. Rostlina musi snizit ztraty vody, ¢ehoZz lze dosdhnout sniZenim vodivosti listu,
zmenSenim listové plochy ¢i snahou zmirnit teplotu listi. Zaroven je potiebné zvysit akumulaci

vody, a to zvySenim hustoty ¢i hloubky koteni ¢i tvorbou sukulentnich organii.
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441 SniZeni ztrat vody

Aby rostliny omezily ztraty vody, vyvinuly mnoho mechanismii a adaptaci. Jednou
z nejvyrazngjsich adaptaci je vytvoreni silné kutikuly, proto je ji vénovéana samostatna kapitola €.
5. Snizeni ztrat vody je dosazeno pii zredukovani transpirujici plochy. Pfi nedostatku vody se
tvofi listy s mensi plochou ¢epele. Pokud se ale nedostatek vyskytne v dobé€, kdy ma jiz rostlina
pln€¢ vyvinuté listy, mize vodni deficit navodit jejich senescenci a opad. V mediteranu se
vyskytuje mnoho druhti, které ztraci listy na pocatku sucha a maji dimorfni populace lista.
Prikladem je Salvia melifera z ¢eledi Lamiaceae (Gill a Mahall, 1986). Redukci transpirujici
plochy, ktera pii spravné funkci ochlazuje list, mize dochazet k nartstu teploty listu a
k ovlivnéni fotosyntetickych systémui. I ztoho divodu se vyvinulo pokryti nadzemni c¢asti
rostliny trichomy, které zvySuje odraz dopadajiciho zafeni a snazi se tak zabranit prehiati
rostliny. V poustnich habitatech, které jsou extrémnim prostfedim, pokrocila redukce plochy
listovych Cepeli az k transformaci listd v trny, a k fotosyntéze je vyuzivano stonkd (Gibson,
1998). Vyhodou této adaptace je, ze vertikalni orientace stonkii snizuje fotoinhibi¢ni potencial
béhem vysokého ozarfeni a nizké dostupnosti vody. Stonky maji také niz$i vodivost a vyssi
ucinnost vyuziti vody nez listy (Nilsen a Orcutt, 1996).

Nejdynamictéjsi mechanismus regulace ztrat vody predstavuji priduchy, kterym je vénovana

kapitola ¢. 5.

4.4.2 ZvysSeni akumulace vody

K dostate¢né akumulaci vody v rostlin€ je nutné vytvoteni efektivniho kotfenového systému.
Néktera xerofyta (vinna réva, palmy) jsou schopny vyvinout extrémné dlouhé koteny (az 30 m),
které dosahuji az Grovné spodnich vod. Tyto rostliny jsou vystaveny stresu suchem v dobé¢, nez
kotfeny dosdhnou pozadované hloubky. Proto se pfi nedostatku vody méni distribuce asimilati
Vv rostlin€ ve prospéch kotfentll. Podstatné je také zamezeni vydeje vody koteny zpét do okoli, a to
tvorbou suberinizované nebo lignifikované hypodermis.

Jiné rostliny, napiiklad kaktusy, maji jinou strategii. Ta spocivd ve vytvofeni velmi
rozsahlého, avSak mélkého kofenového systému v nejsvrchnéjsi vrstvé pudy, ktery umozni ziskat
vodu pii kratkych obdobich srazek nebo rosy z velké plochy. Béhem obdobi dlouhého sucha
nékteré kaktusy prerusi spojeni se svymi kofeny, aby nemély v suché ptadé tendenci odCerpavat
Z rostliny vodu (Nilsen a Orcutt, 1996). Kaktusy také asto vylucuji do prostiedi latky inhibujici
kli¢eni semen jinych rostlin a omezuji tak vyskyt konkurentti (Pavlova, 2005).

Hemiparazitické druhy jsou schopny vyuzivat vodu z jejich hostitele. Pro vykonavani tohoto

procesu musi byt u hemiparazita nizsi vodni potencial xylémového toku nez u hostitele.
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Nejschopnéjsimi rostlinami v udrzovani zasob vody v pletivech jsou sukulenty, které maji
vysokou schopnost zadrzovani - vV parenchymu roztrousené specializované buiiky (idioblasty)
vylucujici do apoplastu mukoézni polysacharidy, které vazi vodu (Pavlova, 2005). Voda je
ulozena do pletiv sukuletniho orgdnu béhem obdobi dostatku vody. Béhem obdobi sucha muze

transpirace pokracovat, protoze voda je Cerpana ze zasob do listu (Holbrook a Sinclair, 1992).

5. KUTIKULA

Nadzemni ¢ast rostliny pokryva tenkd membrana, takzvana kutikula, kterd chrani rostlinu
a predchazi nekontrolovatelné difuzi vody do atmosféry (podle prvniho Flickova zakona o
difuzi). Tloustka kutikuly se pohybuje od 0,05 um u mezofyt az po 225 um u xerofyt. Primarni
reakci rostlin na pokles vnitintho obsahu vody je uzavieni priduchti se snahou zadrzet
Vv organismu vodu. Ale i po zavieni praducht rostlina dale ztraci vodu, ackoliv v mnohem mensi
mife. To je zpusobeno kutikularni propustnosti. Modifikace v propustnosti kutikuly hraje roli
v adaptaci na rozdilné ekosystémy. Rostliny adaptované na aridni oblasti maji kutikularni
membranu o 1 — 2 fady méné propustnou nez mezofyta (Goodwin a Jenks, 2005).

Delsi ptisobeni sucha zptisobuje zvySenou expresi genti podilejicich se na syntéze kutikuly.
Soucasny stav vyzkumu kutikuly ukazuje, Ze intrakutikuldrni vosky jsou, spiSe nez ty
epikutikuldrni, primarnimi determinanty kutikularni propustnosti. Dtlikazy naznauji, ze
alifatické slozky intrakutikularnich voskt utvareji krystalické oblasti, které jsou nepropustné pro
vodu. Krystalické oblasti jsou obklopeny oblastmi amorfnimi, které jsou méné husté uspotradané,
polarni a utvareji klikaté drahy skrz kutikulu pro difuzi vody do okolni atmosféry. Zaklad
kutikularni propustnosti zavisi na rozmisténi a uspofadani jednotlivych molekul voskl (Goodwin

a Jenks, 2005).

5.1 SloZeni a struktura kutikuly

Epikutikuldrni voskova vrstva, kterd je viditelnd na povrchu mnoha rostlin jako modravé bily
povlak, je sloZena z n-alkanii, mastnych kyselin, aldehyd{, primarnich 1 sekundéarnich alkohold,
ketonll a esteri (Goodwin a Jenks, 2005). PouZitim skenovaci elektronové mikroskopie bylo
zjisténo, ze vosky krystalizuji do mnoha riiznych struktur specifickych druhové, organové i v
zéavislosti na prostfedi (Jenks et al., 1992). Rekrystalizacni experimenty ukazuji, ze struktura
krystalizace je primarné urcena ptislusSnym sloZenim vosku (Rashotte a Feldman, 1998).

Pod epikutikularni vrstvou je vlastni kutikula, kterd je tvofena trojrozmérnou kutinovou a

kutanovou matrix, vosky a vyznamnym mnozstvim polysacharidii vy¢nivajicich z bunééné stény.
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Zatimco vosky jsou solubilni v organickém rozpoustédle, kutiny a kutany nejsou. Kutan je
zbytkem, ktery zlstane po kompletni depolymerizaci kutinu. Jde o polymer amorfni matrix
polymethylovych fetézcli spojenych esterovymi vazbami. Vedle esterovych vazeb mezi
monomery kutinu, mohou byt monomery vazané také kovalentné k polysacharidim obsazenym
V kutikularni vrstvé (Fang et al. 2001). Zda se pravdépodobné, ze se matrix kutikuly sklada
s druhové¢ zavislych presnych poméri kutinu a kutanu (Jeffree, 1996).

Slozeni intrakutikularniho vosku je rozdilné od slozeni vosku epikutikularniho. Studie na
Prunus laurocerasus (Jetter et al., 2000) a rajceti (Vogg et al., 2004) se shoduji v tom, ze
epikutikularni vosky jsou alifatické, zatimco intrakutikuldrni obsahuji znacnou ¢ast triterpenoidd.

Neni znamo, jak jsou hydrofobni vosky transportované skrz vnéjs$i bunécnou sténu a poté
lipidickou vrstvou kutikuly. Byly navrzeny mikrokandly pro transport vosku, ale jejich
pritomnost nebyla elektronovou mikroskopii potvrzena. LTP (Lipid Transfer Proteins)
predstavuji hlavni transportni proteiny v epikutikularni vrstvé (Arondel et al., 2000), avsak jejich
biologické funkce ziistdva neznama. Recentni studie navrhuji spfazeni transportu voski spole¢né

s vodou pronikajici kutikulou (Neinhuis et al., 2001).

5.2 Funkce kutikuly jako bariéry proti ztratam vody

Transpiraci 1ze rozdé€lit na dvé hlavni ¢asti. Na stomatdlni transpiraci, pfi které difunduje
vodni para otevienymi pruduchy, a kutikularni fazi, pfi které voda prochdzi skrz kutikulu.
Konduktance (vodivost) pruduchi a permeance (prostupnost) kutikuly popisuji velikost ztrat
vody. Pii dostatku vody se vétSina vodnich ztrat déje pres oteviené priduchy, zato pii suchu,
které vyvolava uzavieni priducht, se vétsina vody ztraci kutikularni transpiraci. Tim padem je
mira ztrat vody pfi stresu suchem determinovéna primarné permeabilitou kutikuly (Goodwin a
Jenks, 2005).

Podle Goodwin a Jenks (2005) hraje permeabilita kutikuly pro vodu hlavni roli v adaptaci na
sucho, pfedevs§im pokud je stomatalni transpirace po uzavieni priaduchii zanedbatelnd. Kutikula
napomaha lepSimu té€snéni uzavienych priduchovych §térbin. U vétSiny rostlin je substomatalni
komora lemovana kutikulou, coz dokazuje, ze transport vody =z listového mezofylu do
podpruduchové komory musi skrz kutikularni membranu (Osborn a Taylor, 1990). U Cirsium
horridulum je kutikula v podpriduchové komirce 1 — 3x ten¢i nez epidermalni kutikula
(Pesacreta a Hansenstein, 1999). Vnéjsi okraj stomatalniho péru je lemovan kutikulou tak, ze
tvofi okraj. Kdyz se priduch uzavte, tyto okraje se semknou a otvor se jimi utésni (Jenks, 2002).
Existence téchto kutikularnich okraju dokazuje, Ze kutikula ma duleZitou roli i v regulaci

stomatalni transpirace. Neptimy diikaz, poukazujici na roli kutikularnich okraji v adaptaci na
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sucho, pochazi z faktu, ze xerofyty maji obvykle vétsi kutikularni okraje (Goodwin a Jenks,
2005).

Kutikularni propustnost pro vodu vzrista se zvysujici se teplotou prostiedi. Vyssi propustnost
kutikuly je zptisobena fazovym ptechodem lipida kutikuly pfi teploté 30 — 39°C. Ackoliv teplota
okoli v aridnich oblastech zdaleka piesahuje teploty fazového ptfechodu (Goodwin a Jenks,
2005), kutikula dostateCné chrani rostlinu a napomahd odrazu slunec¢niho zafeni. Nejvyssi
kutikularni propustnosti pro vodu se vyznacuji listnaté rostliny mirného klimatu. Oproti nim maji
xeromorfy z mediteranu a vzdyzelené epifyty z tropi mnohem nizs$i propustnost. Rozsah rozdilt
V propustnosti mezi nimi byl vice nez 2,5 fada a byl tésné spjaty s dostupnosti vody v prostiedi,
nutnosti vodu zadrzovat (Riederer a Schreiber, 2001) a tloustkou kutikuly (Goodwin a Jenks,
2005).

Recentni studie ukazuji, Ze intrakutikularni vosky maji hlavni vliv na rychlost transportu
vody skrz kutikularni membranu, protoze se po jejich odstranéni velmi vyrazné zvysila
kutikularni propustnost (Knoche et al., 2000; Vogg et al., 2004). Oproti tomu mechanické
odstranéni epikutikularnich voskli zplisobuje jen mirny nardst propustnosti kutikuly pro vodu
(Goodwin a Jenks, 2005).

Kompletni znalost funkce kutikuly pfi ztratdich vody a jejiho vlivu na preziti rostlin
Vv prostfedi s nedostatkem vody, by mohla vést k novym metoddm vyzkumu genetické

modifikace dulezitych plodin a zvyseni jejich tolerance k suchu.

6. PRUDUCHY

Priduchy zprostiedkovavaji vyménu plynt mezi rostlinou a atmosférou. Zavienim praduchi
je snizen vydej vody a zaroven dochdzi ke sniZzeni rychlosti Cisté fotosyntézy, nebot’ je omezena
dostupnost CO, a neni mozny vydej tepla transpiraci. lontové kanaly hraji dalezitou roli
Vv regulaci turgoru ve svéracich buiikdch a jsou vyznamnou slozkou signalizace, vcetné té
stresové (Luan, 2002).

Otevirani priducht je zptisobeno zvySenim koncentrace osmoticky aktivnich latek ve
sveéracich bunikdch a naslednym ptijmem vody, které vede k nartistu objemu a tedy i turgorového
tlaku svéracich bunék. Pii otevirani priiduchu se aktivuji H'ATP4azy v plazmalemé a oteviraji se
kanély pro pijem K" do cytosolu. Koncentrace K* v protoplastu stoupa 4 — 8x. Zména naboje
v cytosolu je vyrovnavana piijmem anorganickych aniontd, pfedevsim CI, z apoplastu a tvorbou
organickych aniontli, pfedevsim kyseliny jable¢né, v cytosolu. Malat vznika karboxylaci PEP a

redukci vzniklého oxalacetatu v cytosolu. Disociaci maldtu vznikd osmoticky aktivni zaporné
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dvoumocny malatovy anion a 2 H', které jsou vyuzitelné k transportu do apoplastu a k tvorbé
protonmotorické sily. Aktivuje se odbouravani Skrobu v chloroplastech a vznikajici hexozy a
triozy (dale do glykolyzy na PEP a zas malat) také pfispivaji ke snizeni vodniho potencialu
Vv cytosolu. I hladina sacharozy, transportované do svéracich bun¢k z mezofylu, hraje v regulaci
osmotickych poméri svéracich bun¢k dalezitou tlohu (Pavlova, 2005).

Zavirani pruducht je zpiisobeno snizenim hladiny osmoticky aktivnich latek ve svéracich
buiikdch, vydejem vody a snizenim turgoru svéracich bunék. Inaktivuji se H'ATPazy,
plasmatickd membrana se depolarizuje a aktivuji se ,,pomalé* kanaly pro transport C1', K* a
malatu® do apoplastu (po koncentraénim spadu). Malat mize byt také metabolizovan
Vv mitochondriich procesy Krebsova cyklu. Ze sacharidii se v chloroplastech tvoii osmoticky
neaktivni $krob. Navozeni t&chto procesi je spojeno s piechodnym zvy$enim hladiny iontéi Ca
v cytosolu. lonty Ca®* vstupuji do cytosolu z apoplastu i zjinych bun&énych kompartmentd,
predevsim z vakuoly. Inaktivace H*ATP4z a otevirani kanald pro transport K™ do apoplastu je

fizeno také zvySenim pH cytosolu (Pavlova, 2005).

6.1 Regulace iontovych kanala ve svéracich buiikach kyselinou abscisovou

Jak bylo uvedeno v piedchozi ¢asti, iontové kanaly hraji hlavni roli v regulaci pohybu
sveracich bun¢k. V souvislosti s tim poukazuje mnoho studii na regulaci jejich aktivity kyselinou
abscisovou. Regulace iontovych kanali mlize pokraovat drahami, jak ABA-dependentnimi, tak
ABA-independentnimi. Obé moznosti indukuji uzavieni pruduchi (Assmann, 1993; Blatt a
Grabov, 1997; MacRobbie, 1997). ABA se akumuluje v kotfenech za sucha a poté se dostava
transpiratnim proudem do listl. NarGst jeji koncentrace v okoli svéracich bun€k zpisobuje
uzavieni praducht (Luan, 2002; Schachtman a Goodger, 2008).

Vépenaté ionty mohou byt sekundarnim poslem pro kyselinu abscisovou ve svéracich
bunikach. ABA spousti nartiist cytosolického vapniku ve svéracich bunkéch, coz ovliviiuje iontové
kandly, a tim 1 vytok iontl a uzavirani praducht (Schroeder a Hagiwara, 1990; Schroeder et al.,
sveéracich buiikach (Schroeder a Hagiwara, 1989) a aktivuje aniontové kanaly (Ward et al.,
1995). Nartst koncentrace vapenatych iontl zplsobuje také piestavbu cytoskeletu, nebot
uzavieni praducht vyzaduje reorganizaci aktinového cytoskeletu ve svéracich buitkach (Eun a
Lee, 1997). Bylo zjisténo, ze béhem zavirani praduchi se také méni plocha plasmatické
membrany svéracich buné¢k, ktera se vchlipuje a dochédzi k endocytoze vackti z membrany
(Pavlova, 2005). Studie ale také ukazaly, Ze nékteré ¢asti ABA signalizace ve svéracich bunkach

jsou Ca**-independentni, jako napiiklad aktivace kanald pro vytok K* (Allan et al., 1994).
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Ptikladem vapnikovych senzorti je kalmodulin a CDPKS vazajici Ca®* ionty a regulujici
aktivitu jejich cilovych proteinti (Roberts and Harmon, 1992). Dv¢ studie potvrzuji, Ze CDPKSs
hraji roli v regulaci iontovych kanalii ve svéracich buikach (Pei et al., 1996). Dalsi studie
poukazuji na dilezitost protein kinaz a fosfataz regulovanych vapenatymi ionty. Pfikladem jsou
studie o aktivit¢ CBLs, které mohou zprostiedkovat funkce Ca* jontll ve svéracich buiikach
(Luan et al., 1993), a které specificky interaguji s protein kinazami (Kim et al., 2000).

Dulezitym genem, ktery ma vliv na regulaci zavirani praducht, je gen ERAL kédujici -
podjednotku farnesyltransferazy. Delece genu ERAL vede k mutaci beta podjednotky, zpasobuje
hypersenzitivu iontovych kanalti ve svéracich bunikach k ABA a vede kuzavieni pruduchu
(Cutler et al., 1996). Eral rostliny maji niz8i ztraty vody pfi transpiraci béhem dehydratace a
mén¢ vadnou, protoze jejich priduchy se wuzaviraji. Tato skuteCnost potvrzuje vliv
farnesyltransferaz na regulaci otevienosti praducht (Pei et al., 1998) a poukazuje na diilezitost
farnesylace proteinti pro funkci negativni regulace v ABA signaliza¢ni draze (Cutler et al., 1996).

Porozuméni signalizatnim draham, které ovliviiuji turgor svéracich bunck pfi suchu, je
dilezité pro fyziologii rostlin jako védni obor, i nasledn€ pro praktické vyuziti v zeméedélstvi.
ABA je povazovana za hlavni regulator otevienosti pruduch, jelikoz je vyznamnym chemickym

signalnim poslem pfi suchu.

7. OSMOTICKE PRIZPUSOBENI

Na aktudlni nedostatek vody bunky reaguji zvySenim poctu osmoticky aktivnich ¢astic
Vv protoplastu, které vede ke sniZzeni vodniho potencialu, zvySenému piijmu a zadrzovani vody.
Tento proces se nazyva osmotické ptizplisobeni a je soucdsti stresovych reakci zejména na sucho
a zasoleni pludy. Soucasné¢ se zvySenym mnozstvim osmoticky aktivnich astic se zvySuje
celkové mnozstvi a pocet otevienych aquaporinti v plazmalemé (Pavlova, 2005), které zvysuji
permeabilitu membrany a usnadiiuji tak osmotické déje. Rostliny Arabidopsis se sniZenou
expresi genu pro aquaporiny maji snizenou hydraulickou vodivost a niZ§i toleranci k suchu
(Siefritz et al., 2002).

Osmotické piizptisobeni je efektivnim mechanismem pro udrzeni turgorového tlaku
béhem vodniho stresu. UdrZeni turgorového tlaku povoli nechat oteviené pruduchy a pokracovat
Vv ziskdvani uhliku pfi vodnim potencialu, ktery je nedostateCny pro tyto funkce bez vyskytu
osmotického pfizpuisobeni. AvSak pokud nedostatek vody pietrvava po delsi obdobi, nebude
osmotické ptizpisobeni schopné piekonat Skodlivé vlivy nedostatku vody (Nilsen a Orcutt,
1996).
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Osmotické prizpisobeni mize také nastat pti zmeéné poméru symplastické a apoplastické
vody. Symplast obsahuje vétSinu solut a pokles symplastického objemu vzhledem k apoplastu
muze zpusobit nardst efektivni osmotické koncentrace. Tento typ ptizplisobeni pievlada béhem
ristu rostlin za podminek, kdy se stavi nova pletiva pfi nedostatku vody. Mechanismus
osmotického pfizplisobeni se vyskytuje i v pletivech vystavenych nizkym teplotadm, za cilem
zvyseni ochrany pied zmrznutim, nebot’ pfi zvySené koncentaci solutli dochazi ke snizeni bodu
mrazu (Nilsen a Orcutt, 1996).

Pro pfizptisobeni osmotické koncentrace jsou vyuzity nejvice Na* a K* ionty. Vysoka
koncentrace iontli v cytosolu muze nepfiznivé ovliviiovat metabolické i transportni procesy

Vv buiikach, proto jsou ionty transportovany do vakuoly. Osmotické ptizpiasobeni diky
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vakuoly (Nilsen a Orcutt, 1996).

7.1 Akumulace kompatibilnich solutu

Kompatibilni soluty jsou vysoce rozpustné a osmoticky aktivni, avSak dale nevyuzivané
latky. Neinterferuji s normalnim metabolismem a akumuluji se v cytoplasmé do vysoké
koncentrace pti osmotickém stresu (Chen a Murata, 2002). Nemaji iontovy charakter, ale mohou
byt polarni. Kompatibilni soluty interaguji s proteiny, udrzuji jejich hydrataci, ale neméni jejich
strukturu. Ke kompatibilnim solutim patii nékteré aminokyseliny, sacharidy i aminy. Tyto
molekuly maji primarni roli v udrZeni turgoru a mohou se podilet na stabilizaci proteini a

bunéénych struktur (Bartels a Sunkar, 2005).

7.1.1 Akumulace aminokyselin

7.1.1.1  Prolin
Schopnost akumulovat prolin je vyrazné spojena s toleranci ke stresu. Rostliny akumuluji

prolin v reakci na rozdilné enviromentalni stresy, jakymi je sucho, vysoka salinita a pfitomnost
tézkych kovl. Zajimavé je, ze rostliny Nicotiana a Arabidopsis s naakumulovanym prolinem
jsou nasledné citlivéjsi k vysokym teplotam (Rhizski et al., 2004). Prolin je povazovan jednak za
osmolyt hrajici roli v osmotickém ptizplsobeni, tak 1 za zhaSe¢ ROS a molekularni chaperon
stabilizujici strukturu proteinli, ¢imz ochrainuje bunku pied poskozenim zpiisobenym stresem
(Szabados a Savoure, 2010). Prolin se uplatituje v ochran¢ integrity plasmatické membrany, jako
sink energie nebo redukujici sily, jako zdroj C a N (Bartels a Sunkar, 2005).

Syntéza prolinu probihd dvémi biosyntetickymi drdhami (viz. obr. €. 1), a to ornithin-

dependentni, kterd se vyskytuje hlavné u mladych rostlin, a glutamat-dependentni, ktera se
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vyskytuje hlavné pfi stresu a je predominantni (Bartels a Sunkar, 2005 podle Delauney et al.,
1993). Prolin vznikd v cytosolu nebo v chloroplastech z glutamatu a degradovan
V mitochondriich zpét na glutamat. Stresové podminky stimuluji syntézu prolinu, zatimco jeho
katabolismus je zvySen b&hem obnovy po stresu. Rovnovdhou mezi témito procesy je
determinovana uroven prolinu (Szabados a Savoure, 2010). Over-exprese P5CS (6-1-pyrolin-5-
karboxylatsyntetazy) vede k zvySené akumulaci prolinu a rozsifené toleranci k suchu a zasoleni

(Krasensky a Jonak, 2011).

+
NADPH  NADP' NADPH __ NADP
FHZ—THZ P FHZ_?HZ spont fHZ‘THz P5e fHZ_CHZ
HOOC P5CS AH - cH CH CH
H.coon 0" [TScooH N/ ~COOH cﬂ%/CH\COOH
NH
NH; ATP ADP 2 H
L-glutamic acid ornithine- GSA Eot + L-proline
8- aminotransferase NADP ﬁ P2CR
CHp—CHy NADPH
arginase | CHa-CH2
arginine —_— (IZHZ CH LH L
urea | ~COOH 27
NHy Mo 2/ ~coon

- P2C
ornithine \ornithine-
R - aminotransferase /
P5CS =A-pyrroline-5-carboxylate spont
synthetase

P5CR =A-pyrroline-5-carboxylate CHz-CH,
reductase
CHz L-coon
NH,©

From : Delauney AJ, Yerma DPS 1993
Proline biosynthesis and osmoregulation o -keto-3-aminovalerate
in plants. The Plant Journal 4:215-223

Obr. ¢. 1 — Alternativni draha syntézy prolinu u vyssich rostlin. Podle Delauney et al., 1993.

7112 GABA
Neproteinovda aminokyselina y-aminobutyrovd se také velmi rychle akumuluje

V nepfiznivych podminkach (Shelp et al., 1999; Kaplan a Guy, 2004; Renault et al., 2010).
GABA se syntetizuje z glutamatu v cytosolu ptsobenim glutamatdekarboxylazy a poté je
transportovana do mitochondrii. Metabolismus GABA je spojovdn s odstranovanim ROS
(Krasensky and Jonak, 2012). Salinitni stres zvySuje aktivitu enzyml GABA metabolismu
(Renault et al., 2010). Hladina GABA pfi teplotnim stresu a osmotickém Soku u rostlin stoupa az

6x (Pavlova, 2005).

7.1.2 Akumulace aminii

7.1.2.1  Polyaminy
Polyaminy jsou malé alifatické molekuly, pozitivné nabité v bunééném pH, které jsou
ovlivnéné mnoha stresy, jako je sucho a vysokd salinita. Vysokd uroven polyamina v buiice

pozitivné koreluje s vyssi toleranci ke stresu. Nejbéznéj$imi polyaminy u vySSich rostlin je

putrescin, spermidin a spermin. Ty jsou zapojeny do ochrany membran a zmirfiovani
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oxidativniho stresu (Groppa a Benavides, 2008).
Podstatné je ale zdaraznit, ze akumulace polyamint je pro rostliny toxickd v normalnich
podminkach, a proto konstitutivni over-exprese polyaminti nebude idedlni cestou jako navodit

toleranci ke stresu (Bartels a Sunkar, 2005).

7.1.2.2  Glycin betain (N,N,N-trimethylglycin)
Glycin betain se vyskytuje u mnoha rostlin, ale napiiklad Arabidopsis jej neakumuluje. U

rostlin, které jej pfirozené akumuluji, dochézi ke zvySeni koncentrace glycin betainu pfi
pusobeni abiotického stresu (Rhodes a Hanson, 1993; Chen a Murata, 2011). U druha
tolerantnich k zasoleni se glycin betain muze akumulovat do vyznamné tUrovné (Rhodes a
Hanson, 1993). Introdukce genl z biosyntetick¢ drdhy glycin betainu do rostlin, které jej
neakumuluji, zlepSuje jejich schopnost tolerance k abiotickému stresu (Krasensky a Jonak,
2011).

Rostliny syntetizuji glycin betain cestou dvoukrokové oxidace cholinu pies betain aldehyd
(viz. obr. ¢. 2) (Rhodes a Hanson, 1993; Chen a Murata, 2011).

2Ht* 0, H0 X H*
(%H3 2Fd,., 2Fd, Cng NAD(P) NAD(P)H C|H3
CHs-'\'J-CHz-CHgOH g 2 CHy-N-CH, - COH g 2 CHj -N-CH,- COO"
CH, Choline monooxygenase CHg Betaine CHs
Choline Betaine aldehyde . iriomse Glycinebetaine

Obr. ¢. 2 — Biosyntetickd draha Glycin betainu u vysS$ich rostlin. Podle Ashraf a Foolad, 1993.

Hlavnim faktorem limitujicim akumulaci glycin betainu je dostupnost cholinu jako
substratu pro syntézu a jeho transport z chloroplastu do cytosolu (Chen and Murata, 2002).
Zacileni produkce glycin betainu v chloroplastech vede k vyssi toleranci stresu nez pii syntéze
v cytosolu (Krasensky a Jonak, 2011).

Predpoklada se, ze glycin betain chrani PS II, stabilizuje membrany a zmirfiuje oxidativni
poskozeni indukci exprese genli kodujicich enzymy ucastnici se zhadSeni ROS (Chen a Murata,

2011).
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7.1.3 Akumulace sacharidi
Vyznamna souvislost mezi akumulaci cukrii a toleranci k osmotickému stresu byla
n¢kolikrat zkouméana a potvrzena (Streeter et al., 2001). Narust koncentrace cukri je
zpusoben zvySenim hydrolyzy Skrobu, coz vyzaduje aktivitu hydrolytickych enzymi. Rostliny
vzkiiSeni a semena vysSich rostlin jsou dobrym ptikladem akumulace cukrti a zvySeni tolerance
se stresu (Phillips et al., 2002). Cukry interaguji s polarnimi hlavickami fosfolipidi

vV membranéch, ¢imze je ochranuji pred fuzi.

7.1.3.1  Fruktany
Stejn¢ jako Skrob, ktery je hlavnim zasobnim sacharidem vétSiny rostlin, nékteré

krytosemenné rostliny akumuluji fruktany. Ty jsou vyhodné zejména diky své vySsi rozpustnosti
ve vode, rezistenci ke krystalizaci pfi teplotdch mrazu a diky funkéni syntéze i pfi nizkych
teplotach (Vijn a Smeekens, 1999). Krom¢ toho mohou fruktany stabilizovat membranu a
nepiimo pfispét k osmotickému piizpisobeni proti mrznuti a dehydrataci uvolnénim hex6z
(Bartels a Sunkar, 2005; Krasensky a Jonak, 2011). Fruktany, vétvené polymery fruktozy, jsou
syntetizovany ve vakuole fruktosyltransferazami (Vijn a Smeekens, 1999). Introdukci
fruktosyltransferaz do tabaku neakumulujiciho fruktany se podaftilo stimulovat jejich produkei a

zvysit tak toleranci k suchu a chladu (Pilonsmits et al., 1995).

7.1.3.2  Skrob, monosacharidy a disacharidy
Skrob je hlavnim zasobnim polysacharidem, jehoz metabolismus je velmi citlivy ke

zménam prostiedi. Salinita a stres suchem vedou k vyCerpani zasob Skrobu a k akumulaci
solubilnich cukrt v listech. Cukry, které se akumuluji v reakci na stres, mohou fungovat jako
osmolyty K udrzeni buné¢ného turgoru a mit schopnost ochranit membrany a proteiny od

poskozeni zplisobeném stresem (Kaplan a Guy, 2004).

7.1.3.3  Trehaloza
Trehaldza, neredukujici disacharid, se akumuluje ve velkém mnozZstvi v nékterych

rostlinach tolerantnich k vysuseni. Pfikladem jsou rostliny vzkiiseni Myrothamnus flabelifolius a
Sporobolus stapfianus bylo (Phillips et al., 2002). Pti dostate¢ném mnozstvi muze trehal6za
fungovat jako osmolyt a mliZe stabilizovat proteiny a membrany (Krasensky and Jonak, 2012). U
vétSiny krytosemennych je trehaldza ptfitomna ve stopovém mnozZstvi a pii abiotickém stresu se
pouze mirn¢ zvysuje (Kaplan et al., 2004; Rizhsky et al., 2004).

Transgenni exprese geni pro biosyntézu trehalozy ukézala, ze zvySeni jejiho
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metabolismu miize pozitivné regulovat toleranci k abiotickému stresu. Over-exprese rozdilnych
izoforem trehal6oza-6-fosfatsyntazy z ryze navozuje vyssi rezistenci k salinité, chladu a suchu.
Rostliny Arabidopsis konstitutivné over-exprimujici AtTPS1 vykazuji maly nartist mnozstvi

trehal6za-6-fosfatu a vyssi toleranci k suchu (Krasensky a Jonak, 2012).

7.1.3.4  Cyklické polyoly
Mezi nejznaméjsi polyoly patii pinitol, manitol a ononitol. Pinitol Ize nalézt napiiklad u

rostlin Celedi Pinaceae, Fabaceae, Caryophylaceae. Akumulace D-pinitolu a D-ononitolu je
spojena s odpoveédi na stres suchem a salinitou (Streeter et al., 2001). Pinitol se akumuluje
Vv chloroplastech, coz je v souladu s pozitivni korelaci mezi akumulaci cyklickych polyola a
asimilaci CO; pfi suchu (Sheveleva et al., 1997). Pfimy dikaz vlivu cyklickych polyold byl
proveden u transgennich tabakut, které akumuluji ononitol a u kterych bylo v souvislosti s tim

pozorovano zvyseni tolerance k suchu a salinité (Sheveleva et al., 1997).

8. SIGNALNI TRANSDUKCE
V ptedchozich kapitolach byly probrany vSechny aspekty tykajici se stresu suchem. Byly
popsany rostlinné adaptace na stresové podminky, vlastnosti kutikuly a praducht, také fenomén
osmotického pfizplisobeni s akumulaci kompatibilnich solutd. Nésledujici kapitola se zaobira
signalnimi drahami, které zprostfedkovavaji bunécnou odpovéd. Signédlni drdhy vedou od
prvniho momentu rozpozndni stresoru az po zménu metabolismu a vyrovnani se se zménami

podminek na molekuldrni urovni.

8.1 Percepce sucha

Vodni stres je vniman dvoukomponentovou histidin kinazou vazanou na membranu a
aktivovanou vysokou osmolaritou. Nariist osmolarity pfi nedostatku vody tak spousti fetézec
signalni odpovédi. Aktivni signalni receptor aktivuje fosfolipidovou signalni drahu. (Beck et al.,
2007).

Predpoklada se, ze gen NtC7, ktery byl ptivodn¢ identifikovan jako gen pro odpovéd’ pii
zranéni, by mohl hrat roli v rozpozndvani osmotického stresu u rostlin. Transkripty NtC7 se
akumuluji 1 pfi stresu osmotickém a salinitnim. NtC7 kéduje membranovy receptorovy protein a
jeho over-exprese navozuje toleranci k osmotickému stresu zpusobenému manitolem. Tyto
vysledky potvrzuji, ze by NtC7 mohl hrat roli ve specifickém vnimani osmotického stresu

(Tamura et al., 2003).

27



8.2 Signalni drahy

Rostliny reaguji na vné¢js$i stimuly iniciaci signalnich kaskad, které aktivuji expresi
odpovidajicich reakci za cilem dosazeni nové homeostazy a rovnovahy metabolickych drah.
Hormony, sekundarni posli, fosfatdzy a proteinkinazy jsou stéZejnimi slozkami signalizacnich
drah indukovanych stresem, které reguluji biochemické a fyziologické procesy. Diky
posttranskripénim a posttranslacnim modifikacim, kompartmentalizaci, metabolické stabilité¢ a
dostupnosti substratu nejsou zmény v nadbytku transkriptd nutn€ hned translatovany do zmén
mnozstvi metabolitli. Dulezitym mechanismem je reverzibilni fosforylace, kterd reguluje
bunécné procesy v odpoveédi na prostiedi. Jak bylo jiz vySe zminéno, piizpiisobeni metabolismu
je zivotn¢ dulezité pro ziskani tolerance ke stresu.

Jak je znazornéno na obrazku ¢. 3, plisobeni vodniho stresu spousti 2 signalni drahy.
Jednu ABA-dependentni a druhou ABA-independentni. Vysledkem obou je navozeni adaptace
ke stresu, odlisuji se vSak komponenty drahy. Stresem indukovana akumulace citratu, malatu,
sukcindtu a GABA je ABA-independentni. Oproti tomu akumulace osmotickych stresem
indukovanych proteinogennich aminokyselin, jako je prolin, je z&visld na indukci kyselinou

abscisovou (Kempa et al., 2008).

Drought |—— Water de‘fin:-.iem:,;lI v — 7

Osmosensor? ABA sensor?

orfand -bindi i
* metaboio sensing (RMA. bll'ltlilng protein)

| Signaltransduction

Signaltransduction (cADP-Rib, NAADP,
(PLC; InsP,; Ca?*) Ca?+)
1 |
TF: DREBs; CBFs “-. I,-’ \". I,-' TF: bZIP
f £
js-elements: /- A ;
cis-elements: ) ) :
. / [ cis-elements: |
DREs; LTREs ,a" / ABREs !

_— Vi
Response | / Response o

I IR

1 ADAPTATION (short and long term)

Obr. ¢. 3 — Signalni draha pasobeni stresu suchem vedouci k adaptaci.
Podle Beck et al., 2007.

S pouzitim microarray analyz lze rozdélit produkty genii indukovanych suchem do dvou
skupin. Viz. obr. €. 4. Microarray studie ukazaly, ze n€kolik set gent je zahrnuto v odpovédi na
stres suchem nebo salinitou u rostlin. Analyzy transkripcnich profili mohou odhalit nejen
individualni stresem aktivované geny, ale i drahy (Shinozaki a Yamaguchi-Shinozaki, 2006).

Prvni skupina zahrnuje proteiny hrajici roli v toleranci k abiotickému stresu. Témi jsou:

chaperony, LEA proteiny, osmotiny, antifreeze proteiny, mRNA binding proteiny, enzymy pro
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syntézu osmolytd, proteiny vodnich kanalti, transportéry prolinu a cukri, detoxifika¢ni enzymy a
rizné protézy (Shinozaki a Yamaguchi-Shinozaki, 2006).

Druha skupina obsahuje regulacni proteiny, ucastnici se exprese faktort regulace signalni
transdukce a genli spojenych se stresem, fytohormony, transkripéni faktory, protein kinazy,

protein fosfatazy, enzymy metabolismu fosfolipidi (Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 2006).

Functional proteins Regulatory proteins
Water channels,
Transporters Transcription factors
Detoxification (DREB2, AREB, MYC,
enzymes MYB, bZIP, NAC

/ HB etc.)

: Protein kinases,
Protection factors

Phosphatases,
of macromolecules
(LEA proteins, Phospholipid
chaperones) metabolism

Key enzymes for
osmolyte biosynthesis

(proline, sugars) Proteases

ABA biosynthesis

Obr. ¢. 4 — Pisobeni gent indukovanych suchem v odpovédi na stres a toleranci

Podle Shinozaki a Yamaguchi-Shinozaki, 2006.

8.2.1 ABA

Kyselin¢ abscisové jsme se jiz vénovali V kapitole o priiduSich a jejich regulaci. AvSak
ABA je hlavnim regulatorem signalizace abiotického stresu a rychle se akumuluje pfi odpoveédi
na ruzné stresové podminky prostredi. Stejné tak hraje roli ve vyvoji semene, dormanci a kliceni.
Zatimco v odpovédi na stres chladem hraje ABA minoritni roli, v reakci na stres suchem spousti
hlavni signdlni drahu (Beck et al., 2007). Neddvna identifikace intracelularniho ABA receptoru

typu PYR/PYL/RCAR je velkym posunem v porozuméni ABA regulaci (Santiago et al., 2009).
Hlavni biosynteticka draha ABA zac¢ina karotenoidy, ve které je klicovy enzym NCED (9-
cis-epoxykarotenoid dioxygenaza), ktery katalyzuje jejich S$tépeni a naslednou produkci
xanthoxinu lokalizovaného v plastidech. U nékolika rostlin byla zaznamenéna indukce NCED
gentl suchem. Exprese genu pro NCED zpusobuje narist mnozstvi ABA, coZ bylo potvrzenou u
transgennich rostlin Arabidopsis. Rostliny over-exprimujici geny NCED vykazuji snizenou miru
transpirace a navozeni tolerance k suchu, zatimco rostliny s nefunkénimi NCED geny jsou
k suchu citlivgjsi (Tuchi et al., 2000). Tento experiment poskytuje uspokojujici dikaz, ze
modulace endogenni trovné ABA a nasledné tolerance k suchu, je mozné dosdhnout zvySenou

expresi NCED.
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Aktivace ABREs transkrip¢nimi faktory, jako jsou bZIP-proteiny, vede k expresi efektort
tolerance ke stresu suchem, jako jsou dehydriny nebo enzymy katalyzujici nizkomolekularni
osmolyty. Dréha signalni transdukce ABA zahrnuje cADPribozu, NAADP a Ca®* jako
sekundarni posly (Quatrano et al., 1997). Vice informaci o elementech a transkripénich faktorech

je uvedeno v zavéru této kapitoly.

8.2.2 Prolin

V ptedchazejici kapitole byla popsdna stru¢na charakteristika prolinu jako jednoho
Z nejvyznamnéjSich kompatibilnich solutli v osmotickém pfizptisobeni. Nyni je na misté se
zam@&fit na signaliza¢ni drahu vedouci k jeho akumulaci.

Néekolik proteinkindz, dilezitych pro toleranci k suchu, chladu nebo salinité, reguluje
akumulaci prolinu (viz. obr. ¢. 5). SnRK2 jsou aktivované osmotickym stresem. CDPK6
pozitivné reguluje obsah prolinu u Arabidopsis (Krasensky a Jonak, 2011). SnRK3, znamé také
jako CIPKs, se ucastni modulace trovné prolinu. Over-exprese OsCIPK03 a OsCIPK12 zvysuje
toleranci k chladu a suchu, respektive zvySuje uroven prolinu pii stresovych podminkach
(Krasensky a Jonak, 2011).
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Obr. ¢. 5 - Proteinkinazova regulace pii stresu. Podle Krasensky a Jonak, 2011.

Zatimco ABA a nékteré protein kindzy mohou stimulovat akumulaci prolinu, pSeni¢na
protein fosfatdza typu 2C negativné reguluje stresem indukovanou akumulaci prolinu a toleranci
k hyperosmotickému stresu. PP2Cs jsou zapojeny V regulacnich procesech véetné vyvoje a
odpovédi na enviromentalni stres. Ukazuje se, ze negativné reguluji stresem indukované MAPK

a SnRK2 protein kinazy (Krasensky a Jonak, 2011).

8.2.3 MAPK kaskada
MAPK kaskada vyuziva k regulaci bunéénych funkci pii odpovédi na externi podnéty
fosforylaci proteinii. Aktivace kaskady vyzaduje fosforylaci THR a TYR zbytkd v takzvaném
TEY (THR, GLU, TYR) aktiva¢nim loopu specifickou MAPKK. MAPK kaskada miZze indukci
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exprese signalnich slozek a substrati v cilovych bunkach zprostfedkovat signalizaci
extracelularnich stimulti a vyvolat specifické odpovédi. MAPK kaskada integruje celou fadu
upstream signalti prostiednictvim interakce s dalSimi kinazami nebo G-proteiny (Robinson a
Cobb, 1997). G-proteiny casto slouzi pfimo jako spojovaci prostfedek mezi receptory na
plasmatické membrang, které ptijimaji extracelularni stimuly a cytoplasmou.

Geny AtMEKK1 a AtMPK3 jsou aktivovany dehydrataci a chladem. AtMPK4 a AtMPK6
jsou posttranslaéné¢ modifikovany chladem, osmotickym stresem a poranénim (Bartels a Sunkar,

2005).

8.2.4 Fosfolipidova signalizace

Osmoticky stres vede ke zménam membranové fluidity, a tedy k vlivu na fosfolipidy
(Munnik a Meijer, 2001). Fosfolipidy jsou Stépeny fosfolipdzami, ¢imz dochazi k produkci
sekundarnich posli. RozliSujeme 4 hlavni tfidy fosfolipaz, a to PLC, PLD, PLA1l, PLA2.
Hlavnimi signdlnimi molekulami fosfolipidové signalizace jsou IP3, DAG a PA. Fosfolipidova
signalizace miiZe byt regulovana G-proteiny a také miZe byt propojena s vapnikovou signalizaci.

PLC stépi fosfolipid PIP2 na solubilni IP3 a membranoveé vazany DAG. IP3 uvoliuje
Ca®" ionty z vnitinich zasob (Schroeder et al., 2001), zatimco DAG se miiZe konvertovat na PA.
U Arabidopsis bylo prokdzano, ze osmoticky stres vyrazné zvySuje syntézu PIP2, protoZe
dochazi k nartstu transkripti PIPSK, ktera syntetizuje PIP2. Za mechanismus adaptace k suchu
je povazovana suchem indukovana aktivace PI-PLC, ktera vede ptes IP3 k nariistu cytosolického
Ca®" ve svéracich buiikach priduchii a naslednému zavieni praduchi. Gen AtPLC1 je indukovéan
pii dehydrataci, salinit€ a nizkych teplotach (Bartels a Sunkar, 2005).

PA je sekundarnim poslem, ktery v Zivo¢i$nych buikéch aktivuje PLC a PKC (Munnik a
Meijer, 2001). Kyselina fosfatidova je syntetizovana rozSt€épenim PLD. Rostlinné PLD se od
Zivo&isnych odlisuji pfitomnosti nejen konzervovanych katalytickych motivi, ale i Ca?* vazebné
domény. To ukazuje na ptimou regulaci PLD kalciem (Bartels a Sunkar, 2005). ZvySena aktivita
PLD se shoduje s naristem mnozstvi PA pfi reakci na dehydrataci a koreluje se stresem ze sucha
u Vigna unguiculata (EI-Maarouf et al., 1999). Podobné jako PLC, ma PLD vliv ne regulaci
stomatalni apertury béhem osmotického stresu. Uzavirdni priiduchti je zprostiedkovano aktivitou
PLD ve svéracich bunikach v ramci odpovédi na vodni stres. Gen CpPLD1, je konstitutivné
exprimovan a je zaclenén spiSe do casnych reakci pti dehydrataci. Gen CpPLD2 se tucastni

piestavby membran v pozdéjsich fazich dehydratace (Bartels a Sunkar, 2005).
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8.2.5 Vapnikovd signalizace

V rostlinnych bunkéach funguje vapnik jako sekundarni posel propojujici extracelularni
stimuly s intracelularnimi odpovéd’mi (Snedden a Fromm, 2001). Zapojeni Ca?* signalizace do
odpovédi na osmoticky stres je dobfe zdokumentovano. V ptipadé zasoleni zplisobuje NaCl
rapidni naruast cytosolického Ca®, coz vyvolava aktivaci signalni transduk¢ni dréhy, kterd vede k
regulaci enzymatické aktivity, aktivity iontovych kanali a genové exprese, dava tak
vzniknout rozdilnym bunéénym odpovédim (Snedden a Fromm, 2001), které vedou k adaptaci
k salinit¢. Byly pozorovany bunétné specifické zmény v mnozstvi cytosolického vapniku
Vv kofenovych bunkach Arabidopsis v odpovédi na sucho, salinitu a nizké teploty (Bartels a
Sunkar, 2005).

Rozpoznavame 3 hlavni tiidy Ca®* senzord, kalmodulin, CDPKs a CBLs. Existuje fada
dikazi, ze tyto 3 tfidy senzort jsou zahrnuty v signdlni stresové transdukcei (Snedden a Fromm,
2001). CDPKs, které jsou indukované osmotickym stresem, byly zaznamenany u né¢kolika
rostlinnych druhii. Vapnik vazebné proteiny ¢astecné reguluji intracelularni mnozstvi vapniku a
také nasledn¢ indukuji specifické kindzy. Rodina kalmodulin vézajicich aktivatora transkripce
byla poprvé objevena u suchem stresované Brassica napus. Sucho, zasoleni, chlad a poranéni
indukuji transkripty AtCBL1. Rostliny over-exprimujici CBL1 vykazuji toleranci k suchu
(Bartels a Sunkar, 2005).

8.3 Transkrip¢ni regulace genové exprese

Transkripéni regulace genové exprese zavisi na interakci transkripénich faktort s Cis-
regulaéni sekvenci. Fosforylace regulacnich proteini je hlavni zplisob kontroly genové exprese.
Existuji dvé ttidy DNA cis elementl reagujicich na sucho, a to ABREs a DREs.

ABRE a DRE elementy jsou soucastmi odliSnych signalnich drah, které jsou obé
vyvolany stresem sucha. Jedna z nich ale vyuziva signalizaci kyseliny abscisové (Bartels a

Sunkar, 2005).

8.3.1 ABA-dependentni draha
ABA-dependentni drdha vyuziva k signalizaci cADPR, NAADP a Ca®". Jako transkripéni
faktory se v ni uplatiuji bZIPs, které obsahuji DNA vazebnou doménu bohatou na bazické
zbytky. bZIP transkripéni faktory ovliviiuji jiz vySe zminéné ABRE cis elementy a hraji roli
Vv odpovédi na dehydrataci a salinitu na transkripéni a posttranskripéni urovni (Bartels a Sunkar,

2005).
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Ptikladem transkripcénich faktor patficich do bZIP jsou: AREB1/ABF2, AREB2/ABF4,
ABF3 ovliviujici rd29b geny. Over-exprese ABF3 a ABF4 u transgenni Arabidopsis vede
ke zvyseni tolerance k suchu diky zprostfedkované indukci uzavieni pruduchu (Kang et al.,
2002). Promotory obou transkripénich faktorG byly nalezeny nejaktivnéj$i v kofeni a ve

svéracich buiikach, coz potvrzuje jejich roli v regulaci priduchii a v odpovédi na vodni stres

(Bartels a Sunkar, 2005).

8.3.2 ABA-independentni draha

ABA-independentni draha vyuziva k signalizaci také ionty Ca®", ale krom& nich i PLC a
IP3. Jako transkripéni faktory se zde vyskytuji DREBs/CBFs, které interaguji s DRE cis
elementy.

CBF/DREB1 proteiny patii do rodiny AP2/EREBP transkripcnich faktort.
CBF1/DREB1B, CBF2/DREB1C, CBF3/DREBIA hraji dulezitou roli v transkripénich reakcich
na osmoticky stres (Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 2006). Over-exprese téchto
transkrip¢nich faktorti u Arabidopsis zvySuje toleranci k mrazu, suchu a salinité. Rostliny over-
exprimujici CBF/DREBI1 akumuluji vysoké mnozstvi prolinu a solubilnich cukri i pfi ristu v
normalnich ristovych podminkach a béhem aklimace k chladu (Gilmour et al., 2000).
CBF4/DREBID aktivuje genovou expresi genli odpovidajicich na stres dehydrataci a navozuje
toleranci ke stresu (Bartels a Sunkar, 2005).

DRE je zakladnim cis elementem pro regulaci indukce genu rd29A, ktery je také znam
jako COR 78 a je indukovan pii suchu, salinité, chladu ¢i pisobeni ABA) v odpovédi na
dehydrataci u Arabidopsis thaliana. Dal§imi stresem indukovanymi geny jsou: Cor 15a, Kinl
(Bartels a Sunkar, 2005).

8.4 Ochranné proteiny a dalsi produkty signaliza¢nich drah indukovanvch suchem

U Arabidopsis 1 ryze bylo nalezeno mnoho podobnosti, co se ty¢e produkti gent
indukovanych stresem, coz ukazuje, Ze ackoliv jsou to rozdilné rostlinné druhy, evolu¢né
odd¢lené vice jak milion let, sdileji podobné geny pro odpovédi ke stresu (Shinozaki a

Yamaguchi-Shinozaki, 2006).

84.1 Dehydriny
Dehydriny jsou extrémné hydrofilni proteiny, které chrani biomembrany u zrajicich
semen, ale také se akumuluji v prytu a kofeni béhem adaptace k suchu i chladu. Akumulace

dehydrini mutze byt indukovana suchem, chladem, salinitou, kys. abscisovou i methyl
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jasmonatem.

Dehydriny se pohybuji ve velikosti v rozmezi 9 — 200 kDa, jsou termostabilni a obsahuji
velké mnozstvi glycinovych a leucinovych zbytkl. Dale chrani lipidové agregaty a hydrofobické
domény proteind. Dehydriny se vyskytuji v cévnatych rostlindch, mechu, kaprad’orostech,
liSejnicich a fasach. Z nejodolngjsi rostliny vuci suchu Cicer pinnatifidum byl izolovan jeden
dehydrinovy gen DHN1. Exprese DHN1 je indukovana suchem, salinitou, kyselinou abscisovou
a béhem vyvoje semene (Beck, 2007).

LEA geny koduji ochranné proteiny proti stresu exprimované béhem kli¢eni embrya u
vSech krytosemennych rostlin. Akumulace LEA proteinii béhem embryogeneze je nezbytna pro
preziti protoplasmatického vycerpani vody a koreluje s naristem ABA a nabytim tolerance
k vysuseni. LEA proteiny se déli do n€kolika podskupin podle aminokyselinového sloZzeni a
funkce. Nékteré hraji roli ve vazbé vody, dalsi ptispivaji k udrzovani proteinii a membranovych
struktur. LEA proteiny nejsou normalné exprimovany ve vegetativnich pletivech, ale jsou

indukovéany osmotickym stresem nebo exogenni aplikaci ABA (Ingram a Bartels, 1996).

8.4.2 Heat Shock Proteiny (HSPs)

HSPs piisobi jako chaperony. Zajistuji zaujeti spravné konformace pii sestavovani
proteinovych komplexii, umoznuji renaturaci proteinu, avSak neovliviiuji rychlost skladani
proteinu. Molekulova hmotnost HSP se pohybuje od 15 do 104 kDa. V cytosolu, jadre,
mitochondriich, plastidech a endoplasmatickém retikulu se vyskytuji rizné druhy HSP. Nahly 1
postupny vzestup teploty vyvola zvySeni hladiny ptitomnych HSPs i syntézu novych typt.
Syntézu né€kterych z nich mohou navodit 1 jiné neptiznivé podminky neZ je vysoka teplota, napf.
nedostatek vody, nizka teplota, vysoky obsah iontd, poranéni. Akumulace HSPs se shoduje
s nabytim tolerance ke stresu (Pavlova, 2005). Transgenni rostliny Arabidopsis over-exprimujici
AtHSP17.7 akumuluji vétsi mnozstvi HSP proteinti a vykazuji vys$si toleranci k salinit¢ a suchu
(Bartels a Sunkar, 2005).

Geny kodujici HSPs maji v oblasti promotoru regulaéni sekvence (cis elementy)
oznacované jako HSEs. Na tyto oblasti se vazou trimery transkripénich faktorti, jejichz
monomery se oznacuji jako HSFs. HSFs jsou centrdlnimi regulatory genil reagujicich na teplotni
Sok. Over-exprese HSFA2 vede ke konstitutivni akumulaci galaktinolu a rafindzy a zvyseni
tolerance Kk environmentalnim stresim u rostlin Arabidopsis. Podobné over-exprese

HSF3/HsfA1b zvySuje toleranci k vysokym teplotam (Krasensky a Jonak, 2011).
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9. SEKUNDARNI STRES A JEHO DUSLEDKY
Sekundarni stres vyplyva z dasledki primarniho stresu. Oba typy odpovédi vedou
k adaptaci a toleranci k enviromentalnim strestim.
Stresory indukuji specifické a nespecifické odpovédi. Produkty genové exprese zmiriuji
primarni 1 sekundarni vlivy stresu, a tim rostlinu otuzuji. Nasledkem je zvySeni tolerance ke

stresu a tedy adaptace nebo aklimace k odpovidajicimu stresu (Beck et al., 2007).
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Obr. ¢. 6 — Hlavni koncept stresové reakce. Podle Beck et al., 2007.

9.1 Oxidativni stres a tvorba ROS

Tvorba kyslikovych radikalt, mezi které patii singletovy kyslik, superoxidovy radikal,
hydroxylovy radikal a hydrogen peroxid, je sekundarnim efektem dehydratace a stresu salinitou.
ROS jsou generovany pievazné v chloroplastech, kde singletovy kyslik vznikd pfimym
prenosem excita¢ni energie z chlorofylu nebo univalentni redukci O, v PSI (Mehlerova reakce)
(Allen, 1995). Neékter¢ vznikaji 1 v mitochondriich. ZvySena koncentrace ROS inhibuje
schopnost opravit poSkozeni PSII a také inhibuje syntézu D1 proteinu. Fotorespirace zvySena
stresem a NADPH aktivitou také pfispiva k vyssi akumulaci H,O7, coZ mize inaktivovat enzymy
oxidaci jejich thiolovych skupin. HO, miZe vznikat vysoce reaktivni hydroxylovy radikal, ktery
reaguje se vSemi biologickymi molekulami (Bartels a Sunkar, 2005).

Zmirnéni oxidativniho poSkozeni a navozeni vySSi rezistence ke stresu souvisi
s efektivnim antioxida¢nim systémem. Nadprodukce SOD, APX a katalazy navozuje toleranci
k oxidativnimu stresu u transgennich rostlin (Allen, 1995). Dulezitost antioxida¢niho systému
byla potvrzena experimenty s rostlinami vzkiiseni Myrothamnus flabellifolia , které se jiz
nedokazaly obnovit po rehydrataci, pokud byl jejich antioxida¢ni mechanismus pfi vysuSeni
poskozen. Schopnost obnovy po vysuSeni souvisi se schopnosti udrzet ¢i resyntetizovat

antioxidanty, jako je askorbat, glutathion ¢i alfa-tokoferol. Detoxifikacni mechanismy Ize
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rozdélit podle charakteru antioxidantti. RozliSujeme neenzymatické antioxidanty, mezi které patii
askorbat, glutathion, tokoferol (vit. E), flavonoidy, alkaloidy a karotenoidy. Dale pak
enzymatické mechanismy, mezi které fadime SOD, peroxiddzu a katalazu (Bartels a Sunkar,
2005).

Dale jsou v buiice potiebné enzymy detoxifikujici aldehydy, nebot ty vznikaji peroxidaci
lipidii ptisobenim radikal, a je potfeba je redukovat na alkoholy. V neposledni tadé také
peroxiredoxiny, redukujici peroxid na odpovidajici alkohol, ¢imz ochrafiuji DNA, membrany a

enzymy (Bartels a Sunkar, 2005).

10. ZAVER

Tolerance ke stresu je velmi komplexni proces zahrnujici fadu metabolitli a signalnich
drah. I pfes vysokou komplexitu mechanismli vzniku odolnosti k suchu, a stim spojenou
narocnost vyzkumu, byly v poslednich letech zaznamenany vyrazné pokroky. Analyzy
prizptisobeni metabolismu rostlin s rozdilnymi urovnémi tolerance ke stresu a transgenni
adaptaci na nepfiznivé podminky prostiedi. Tyto pohledy na toleranci k suchu piindseji
Slechtitelim poznatky a metody pro tvorbu odolnych kultivart zeméd¢€lskych plodin. Diky tomu
byly ziskany rostliny se zvysenou toleranci jak klasickymi, tak i experimentalnimi pfistupy, které
zahrnuji introdukei vlastnosti planych druhii odolnych ke stresu. Nejnovéjsi slibnou strategii se
ukdzala over-exprese transkripcnich faktorti, jejichZz piisobeni pfimo nebo nepiimo ovliviuje
celou fadu naslednych biosyntetickych drah nezbytnych pro vyssi toleranci ke stresu sucha.

I ptes velké mnozstvi novych informaci jsme stale vzdaleni pochopeni kompletniho cyklu
stresovych reakci. Nutné je se dale zaméfit na molekuly propojujici drdhy nebo klicové
komponenty drah, stejné tak lépe zmapovat vlastnosti individualnich genii a jejich pfispéni
k toleranci. Kombinace genli rozdilnych drah, posileni repara¢nich a detoxifikacnich

mechanismu piedstavuje strategii, ktera umozni ziskat rostliny s vysokou toleranci ke stresu.
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