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ABSTRAKT

Na rostliny bé¢hem jejich Zivotniho cyklu plsobi fada nepiiznivych faktort. Tato
bakaléiska prace je zaméfena na vliv abiotického stresu na rostliny. Diraz je kladen na stresy
sucha a zasoleni jakozto hlavni pfi¢iny vzniku osmotického stresu, a na mechanismy, kterymi
rostliny na tyto nepiiznivé podminky reaguji. Na osmoticky stres obvykle rostliny odpovidaji
syntézou a akumulaci latek, které pomahaji udrzet bunécnou integritu - kompatibilnich solutt.
Mezi tyto latky patii i cukerny alkohol sorbitol, kterému se vénuje tato prace. Rostlinam, které jej
prirozen¢ produkuji, poskytuje sorbitol pii ptisobeni abiotického stresu vyznamné vyhody, nebot’
plni funkci osmotika, osmoprotektantu a téz zmirfiuje oxidativni stres. Zavérem jsou nastinény
mozné sméry vedouci k zvySeni odolnosti kulturnich plodin k abiotickému stresu vyuzivajici

znalosti o Gcasti cukernych alkoholi pfi stresové reakei.

Klicova slova: sorbitol, abioticky stres, kompatibilni soluty, zasoleni, halofyty, osmotické

ptizplsobeni

ABSTRACT

Many adverse factors affect plants during their life cycle. This bachelor thesis is focused
on the influence of abiotic stress on plants. Attention is paid to drought and salinity stresses which
are the main causes of osmotic stress, and to the mechanisms which help plants to cope with these
adverse factors. Common reaction of plants to osmotic stress is synthesis and accumulation of
substances which contribute to keeping cell integrity. These substances are called compatible
solutes. This thesis is focused on sorbitol - sugar alcohol belonging to this group of substances.
In plants that synthesize sorbitol naturally, it provides advantage under exposure to abiotic stresses
as it serves as an osmoticum and/or an osmoprotectant and reduces oxidative stresses. Finally,
based on the knowledge about participation of sugar alcohols in the stress reactions, modifications

of plant metabolisms potentially increasing stress tolerance are discussed.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABA kyselina abscisova

ATP adenosin trifosfat

CDK cyklin-dependentni kinaza
DAG diacylglycerol

IP3 inositoltrifosfat

H*- ATPaza protonova pumpa

MdSOT1 transportér sorbitolu v jabloni
MdSOT2 transportér sorbitolu v jabloni
MdSOT3 transportér sorbitolu v jabloni
MdSOT4 transportér sorbitolu v jabloni
MdSOT5 transportér sorbitolu v jabloni
MdSOT6 transportér sorbitolu v jabloni
NAD nikotinamid adenin dinukleotid
PA kyselina fosfatidova

PcSOT1 trasnportér sorbitolu ve visni
PcSOT2 trasnportér sorbitolu ve visni
PmPLT1 trasportér sorbitolu v jitroceli
PmPLT?2 trasportér sorbitolu v jitroceli
PmSUC2 trasportér sacharozy v jitroceli
PpSOT?2 transportér sorbitolu v hrusni
ROS reaktivni formy kysliku (Reactive Oxygen Species)
S6PDH sorbitol-6fosfatdehydrogenaza
SDH sorbitoldehydrogenaza

SOS (SOS1, SOS2, SOS3) slozky signaliza¢ni drahy pfti zasoleni (Salt Overly Sensitive)
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1. UVOD

Lidské populace jiz ptesdhla pocet 7 miliard a s jejim riistem se zvysuje 1 poptavka po
potravé. Z velké Casti je lidska potrava tvorena rostlinnou slozkou, a proto se klade velky diraz
na vynosnost kulturnich plodin. Produktivita rostlin je ovlivnéna biotickymi i abiotickymi stresy.
Rostliny jakozto pfisedlé organismy nemohou nepiiznivym podminkdm narozdil od Zivoc¢ichi
uniknout. Ze vSech abiotickych stresit ohrozuje rostliny nejvice sucho a zasoleni. Ke zhorseni
situace prispivaji i probihajici postupné zmény klimatu. Se zvySujici se frekvenci suchych let je
zemedelstvi stale vice zavislé na zavlazovani. S umélym zavlazovanim ale souvisi postupné
zasolovani ptdy, které¢ zptsobuji minerélni latky obsazené v zavlahové vodé&. Zasoleno je okolo

23 % obd¢lavané pudy (Chen a Jiang, 2010).

Rostliny si v pribéhu evoluce vyvinuly mnoho mechanismi jak stresu odolédvat. Pro
toleranci rostlin k abiotickému stresu jsou zdsadni zmény sacharidového metabolismu (Krasensky
a Jonak, 2012). Rada rostlin produkuje mimo nejb&Zn&jsi rozpustné sacharidy (sachardza,
glukéza, fruktoza) také cukerné alkoholy, jejichz akumulace se ukazuje jako dal§i vyznamna
slozka stresovych reakci. Cukerné alkoholy pomahaji k osmotickému prizptisobovani, slouzi jako
osmoprotektanty 1 jako zhaSece volnych radikéld. Jednim ze zéstupct cukernych alkohold je
sorbitol, ktery patii mezi hlavni fotosyntetické produkty rostlin celedi Rosaceae a

Plantaginaceae. Témto rostlinam poskytuje vyhody pfi ptisobeni abiotickych stres.

Tato prace se zabyva vlivem abiotického stresu (hlavné zasoleni a sucha) na rostliny, a

dale roli, kterou hraje sorbitol v toleranci rostlin k tomuto typu stresu.



2. ABIOTICKY STRES

Rostliny jsou bézné vystaveny v prubchu svého zivota neptfiznivym podminkam. Tyto
nepifiznové podminky (stresory) zpusobuji rostlindm stres, ktery muize byt abioticky nebo
bioticky. Abioticky stres je fyzikdlni nebo chemické povahy. Mezi abiotické stresy patii
nedostatek i nadbytek vody, zasoleni, extrémni teploty (vysoké i nizké), nedostatek i nadbytek
mineralnich prvkil, ozatfenost (vysoka i nizkd) a dalSich. V této praci se zaméfim hlavné na stres
zasoleni, nedostatku vody a teplotni stres. Zasoleni, stres z nedostatku vody i teplotni stres maji
mnoho spole¢ného a jejich ucinky se prolinaji. Zasoleni pidy snizuje vodni potencidl pidniho
roztoku, a znemoziuje tak pfijem vody kofeny. I teplotni extrémy zpiisobuji vodni deficit v
rostlin€. V mrazu se tvofi ledové krystalky v mezibunéénych prostorach nebo ve vakuoléach, a
dochazi tak k dehydrataci cytosolu. Ve vysokych teplotach je riziko zvySené transpirace, kdy
rostliny nestihaji pfijimat dostate¢né mnozstvi vody kofeny. Situaci komplikuje i1 fakt, Ze na

rostlinu vétsinou nepuisobi pouze jeden typ stresoru.

2.1 VODNI DEFICIT

Voda je nezbytnou soucasti rostliny. Rostliny obsahuji az 90 % vody. Je velmi dulezita pro
metabolické reakce, jako univerzalni rozpoustédlo, pro rozvod mineralnich a organickych latek
po rostliné atd. Vodni deficit zptisobuje mirnéjsi formu tzv. vodniho stresu. Vodni deficit je stav
rostliny nebo buiiky, kdy je aktudlni obsah vody niZ8i nez pii maximalnim nasyceni. Dochézi ke
ztraté turgoru, coz zpisobi zastaveni ristu a vadnuti rostliny. Pokud dojde ke ztraté vétsSiny vody
z protoplastu, jedna se o desikaci. Jak jsem se jiz v Gvodu této kapitoly zminila, zhorSenou

dostupnost vody zptisobuji i salinita a teplotni stres (McElrone et al., 2013).

2.2 ZASOLENI

Zasoleni je charakterizovano jako stav pudy, ktery se vyznacuje vysokou koncentraci
rozpustnych soli. MiiZe se jednat o ionty Ca®", Mg?*, SO4?". Nejastéjsi je vsak piisobeni Na* a
Cl'. Koncentrace rozpustnych soli v pidé je méfena pomoci elektrické vodivosti. Pokud je

elektricka vodivost vyssi nez 4 dS/m, coz odpovida ptiblizné¢ 40 mM NaCl, je ptida oznacena za



zasolenou (Munns a Tester, 2008). Zasolend puda je velmi Castd na pobtezi a v usti fek, které se
vlévaji do moie (tzv. vody brakické). K zasoleni dochazi také na vétSin€ zavlazovanych mist.
Rostliny mizeme rozdélit podle tolerance k zasoleni na halofyty, které jsou tolerantni a dokazi se
vyporadat se vSemi dopady zasoleni, a na glykofyty, které jsou citlivé. Zasoleni zpusobuje
rostlindm nékolik typt problému. Sill snizuje vodni potencidl pidniho roztoku pod hodnotu
vodniho potencialu buné€k kofene, a tim zplisobuje rostlin€ problém s pfijmem vody. Bunky ztraci
vodu, koncentruje se obsah bun¢k, a z toho vyplyva, ze rostlina se musi vyrovnat s osmotickym
stresem. Nahromadéni iontl pisobi na rostlinu toxicky. Navic se rostliny musi potykat s

vytvafenim ROS (Reactive Oxygen Species, reaktivni formy kysliku) (Apel a Hirt, 2004).

2.2.1 Osmoticky stres

Hodnota vodniho potencialu ur¢uje vodni bilanci buriky, tedy zda dochazi k pfijmu nebo
vydeji vody. Voda se v rostliné pohybuje ve sméru snizujicitho se vodniho potencialu. Vodni
potencidl se sklada z nékolika slozek, hlavnimi slozkami je osmoticky a tlakovy (turgorovy)
potencial. Nabyva zapornych hodnot, nejéastéji se pohybuje do -0,5 MPa. Hodnoty turgorového
tlaku nabyvaji kladnych hodnot (cca 1 - 0,5 MPa). Osmoticky potencial zavisi na aktivité
rozpus$ténych latek (solutl). Proces, kdy rostlina reaguje na osmoticky stres zménou koncentrace
kompatibilnich solutli a anorganickych iontli v protoplastu, se nazyva osmotické piizpiisobeni
(viz obr. 1) (Gagneul et al., 2007). Pokud se burika nachazi v prostiedi, kde je v apoplastu vyssi
koncentrace solutil, dochdzi k plazmolyze, kdy voda z protoplastu pfechazi do apoplastu. Jiz malé
zmény vodniho potencidlu (0,1 MPa) mohou zpisobit velké fyziologické zmény v rostling.
Dochézi k inhibici ristu listi a stonkt, zatimco kofeny se mohou dale prodluzovat (rist kofene
za sucha je velmi dulezity pro ziskavani vody z hlubsSich vrstev plidy a pii zasoleni je dulezity
jako dal$i prostor pro ukladani toxickych iontd). Inhibice rlstu zavisi na délce plsobeni
osmotického stresu a na tom, zda se jedna o zménu nédhlou nebo postupnou. Vodni stres negativné
ovliviiuje aktivitu CDK (cyklin-dependentnich kindz), a proto se snizuje rychlost bunétného
dé€leni (Bartels a Sunkar, 2005).



Rostlina vystavena suchu nebo
zasoleni

Vodni deficit a iontova toxicita

Osmotické pfizpisobeni diky Osmotické pfizpisobeni diky
anorganickym iontim kompatibilnim solutim
Transport a regulace pfijmu Syntéza a akumulace soluti v
iontd, kompartmentace cytoplasmé
iontd ve vakuole

N/

Obnova turgoru, vytvaieni gradient

pro pfijem vody, zmirnéni iontové
toxicity a achrana rostliny pied

osmotickym stresem

Raostlina adolava stresu

Obr. 1: Mechanismus osmotického piizplisobeni ve stresovanych rostlinach. Upraveno podle

Chen a Jiang, 2010.

2.2.2 lontova toxicita

Nahromadéni iontdl probihd postupné, proto se rostliny zpocatku dokéazi se zvySenou
koncentraci iontll vypofadat. Prvni pfiznaky dosaZeni kritickych koncentraci iontl v rostliné se
projevuji na star$ich listech, které podlehaji predcasné senescenci. Toxickych koncentraci mohou
dosahovat vedle nejéastéji ptisobictho Na* a CI” naptiklad ionty Ca?*, Mg, SO+* (Munns a
Tester, 2008).

Sodikové ionty maji silny inhibicni U€inek na pifijem draselnych iontl koteny. Rostliny
pouzivaji pro ptijem drasliku vysokoafinitni a nizkoafinitni transportéry. Draslikové i sodikove
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kationty maji podobné chemické vlastnosti, a proto maji sodikové kationty neptiznivy vliv na
piijem K" nizkoafinitnim transportérem. Nedostatek drasliku vede k inhibici riistu, protoZe kationt
drasliku je za normalnich podminek v bunce ve vysokych koncentracich a je dilezity pro
udrZovani turgoru, membranového potencidlu a enzymovych aktivit. Jakmile se dostane Na* do
cytoplasmy, inhibuje aktivitu enzymd. Mira inhibice je zavisla na poméru Na® a K+ iontd.
Cytosolické enzymy halofytnich rostlin jsou pravdépodobné stejné citlivé k Na* jako enzymy
glykofytli, ale protoze halofytni rostliny maji mechanismy pro odstranéni téchto ionti z
cytoplasmy, nejsou enzymy inhibovany Sodikové ionty také vytésiiuji Ca?* z bun&éné stény a

snizuji aktivitu Ca?* v apoplastu (Zhu, 2003; Zhu, 2007).

CI" ionty nezpusobuji vétsiné rostlin problémy. Chlor se normalné v buiice vyskytuje v
koncentraci okolo 188 uM a pro rostlinu je esencialnim mikroprvkem. Je zapojen do stabilizace
membranového potencialu, reguluje acidobazicku rovnovahu. V cytoplasmé reguluje aktivitu
klicovych enzyml. Rostliny jsou také vybaveny mnohymi transportnimi systémy
specializovanymi pfimo na chloridové ionty. Nekteré rostliny jsou ke zvySené koncentraci

chloridovych ionta vice citlivé, napiiklad citrusy nebo s6ja (White a Broadley, 2001).

2.2.3 Oxidativni stres

Doprovodnym jevem dehydratace a stresu ze zasoleni je tvorba reaktivnich forem kysliku
-ROS (z angl. reactive oxygen species). Mezi ROS patii superoxidovy radikal, singletovy kyslik,
hydroxylovy radikal a peroxid vodiku (Obr. 2).

_ Superoxide Peroxide Oxene Oxide
Dioxygen radical ion ion ion ion
%0, —= o —=&— 0 == oy o —=2— o*

1 [ a | ar
'0, HO, H20; HO  OH" H,0
Singlet Perhydroxyl Hydrogen Water Hydroxyl Water
oxygen radical peroxide radical

Obr. 2: Schéma generovani ROS pfenosem energie ze zakladniho tripletniho stavu kysliku.

Prevzato z Apel a Hirt, 2004.



ROS jsou vytvateny pievazné v chloroplastech, dale pak v mitochondriich a peroxizomech
(Bartels a Sunkar, 2005). ROS reaguji s mnoha biomolekulami a mohou zpusobit jejich
ireverzibilni poskozeni. V krajnim piipadé¢ muze pritomnost ROS vést az k nekrdzadm, které
mohou zpusobit odumfieni rostliny (Bartels a Sunkar, 2005). Peroxid vodiku neni reaktivni sdm o
sobé, ale pokud je v jeho pritomnosti kovové redukéni c¢inidlo, vznikd velmi reaktivni

hydroxylovy radikal. Na druhou stranu ROS ovliviiuji expresi mnoha gend a spousti signalni
drahy (Apel a Hirt, 2004).



3. MECHANISMUS TOLERANCE K ZASOLENI

Zasoleni zptsobuje mnohé fyziologické, morfologické i biochemické zmény v rostling.
Rostliny si vyvinuly mnoho mechanismt, aby se s timto typem stresu vyrovnaly. Rostliny, které
zasoleni odolavaji, se nazyvaji halofyty. V této kapitole jsou shrnuty zakladni principy tolerance

rostlin k zasoleni.

3.1 TRANSPORT A KOMPARTMENTACE IONTU VE VAKUOLE

Pro adaptaci rostlin na vysoké koncetrace NaCl je zasadni odstranéni sodiku z cytoplasmy
a jeho akumulace ve vakuole. Centralni vakuola hraje v rostlinach dulezitou roli pro regulaci
mnozstvi iontl v cytoplasmé. Transport sodiku do vakuoly se d&je diky antiporteru Na*/H* na
tonoplastu (Apse et al., 1999). Energii pro transport do vakuoly dodava protonmotivni sila, ktera
je tvofena H* ATPazou (tzv. V-ATPaza) a H* pyrofosfatdzou (V-PPaza). Tsiantsis et al. (1996)
provedli analyzu regulace aktivity V-ATPazy v reakci na zasoleni u halofytni rostliny
Mesembryanthemum crystallinum. Aktivita V-ATPazy v této rostliné se v piitomnosti NaCl
zvysila. Mesembryanthemum crystallinum, c¢esky kosmatec olednény, je sukulentni rostlina
rostouci na pis¢inach a utesech v blizkosti mofte a slouzi jako modelova rostlina v experimentech,
kde se zjistuje odpoveéd rostlin na abioticky stres (Tsiantis et al., 1996). Je zvlastni také tim, Ze je
mozné u ni vyvolat CAM metabolismus pfi plisobeni stresu ze sucha nebo zasoleni (Struve et al.,
1985). Na této rostlin¢ byl provadén také dalsi experiment, ktery vedl k zavéru, Ze aktivita V-
ATPazy (stejné jako ve vySe zminéném experimentu) vzrostla, ale aktivita pyrofosfatazy se v

pritomnosti NaCl snizila (Bremberger et al., 1988).

3.2 SIGNALIZACE PRI STRESU

Zmény v turgoru aktivuji v cytoplazmatické membrané kanély pro vstup Ca?*. Ca?* se v
cytosolu vaze na protein SOS3 a spousti tzv. kaskadu SOS geni (Salt Overly Sensitive).
Proteinovd fosfataiza SOS3 aktivuje serin/threoninovou  proteinkinazu SOS2. Kdyz je
proteinkinaza SOS2 aktivni, blokuje s nizkou specifitou kationtové kanaly v plazmatické
membrané. SOS2 a SOS3 reguluji expresi genu SOS1. SOS1 je gen kddujici antiporter Na*/H* na
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plazmatické membrané. ZvySeni aktivity SOS1 vedlo pouze k mirnému zvySeni tolerance k
zasoleni. Zasadni pro toleranci k zasoleni je koexprese SOS3 a SOS2 spolu se SOS1. Vysledkem
exprese je zména aktivity iontovych transportéri (napfiklad pro Na*, K™ nebo H") (Zhu, 2002;
Shi et al., 2002).

Dalsi signalizacni systém uplatiiujici se pfi vnimani abiotického stresu je fosfolipidova
signalizace. V prubéhu osmotického stresu dochazi ke zvyseni tekutosti membran a ke zménam
fosfolipidt (Obr. 3) Fosfolipidy jsou stépeny fosfolipazami za vzniku druhych posla (IP3, DAG,
PA) (Bartels a Sunkar, 2005).

Zasoleni, sucho, chlad, ABA
/

Fosfolipidy K

cholin a

mastné / ‘/ *

/ FRY1 (1 Ptase)
Reaktivni formy
kysliku —> -

\ Ingsitol

Exprese geni fizenych
strasem

v

Stresova tolerance

Obr. 3: Fosfolipidova signalizace pfi zasoleni, suchu, chladu. Osmoticky stres, chlad nebo ABA
aktivuji fosfolipazy, které $té€pi fosfolipidy, a tak generuji druhé posly (jako je PA-kyselina
fosfatidova, DAG-diacylglycerol, a IP3 -inositoltrifosfat). Tito poslove reguluji toleranci ke stresu
hlavn¢ diky modulaci genil fizenych stresem (oznaCovanych jako "stress responsive"). FRY1 a 5-

fosfataza zprosttedkuji degradaci IP3. Upraveno podle Zhu, 2002.



Zvyseni koncentrace soli vyvolava zvySeni hladiny rostlinnych hormont jako je kyselina
abscisova (ABA) a cytokininy (Vaidyanathan et al., 1999). ABA ma& mnoho funkci ve vyvoji a
rustu rostlin. Reguluje mimo jiné vodni rovnovahu i toleranci rostlin k osmotickému stresu. Role
ABA byla studovana na nékolika ABA deficientnich mutantech Arabidopsis thaliana. Mutanty
Arabidopsis thaliana rostly a vyvijely se relativné¢ normalné, pokud na né nebylo ptisobeno
stresem. Ale pokud na né pusobil stres sucha a zasoleni, tak vadly a pfi déle trvajicim stresu uschly

(Koorneef et al., 1998).

3.3 KOMPATIBILNI SOLUTY

Kompatibilni soluty jsou nizkomolekuldrni slouceniny, které neinterferuji s
biochemickymi reakcemi v bufice a mohou nahrazovat pii stresovych situacich molekuly vody.
Nemaji iontovy charakter, ale mohou byt polarni. Funguji jako osmolyty v osmotickém
pfizplisobovani buiiky, jako osmopretektanty, které stabilizuji proteiny, multiproteinové
komplexy a membranové struktury. Mohou fungovat i jako nizkomolekularni chaperony (Singer
a Lindquist, 1998). Také jsou Casto dulezité jako zhasece volnych radikald (Smirnoff a Cumbes,
1988). Kompatibilni soluty mizeme z chemického hlediska rozdé€lit na aminokyseliny a jejich
derivaty (Khan et al., 2000), cukry a cukerné alkoholy (Koyro, 2006). Prolin a trehal6za hraji roli
jako signalni molekuly v regulaci genové exprese a v procesech, které jsou dulezité pro adaptaci

a zotaveni se z ptusobeni stresu (Paul et al., 2008; Szabados a Savour¢, 2010).

3.4 HALOFYTY

Definice halofytli je velmi slozitd. Terminologie, kterd se snazi popsat vztah mezi
rostlinou a zasolenim, je heterogeni. Existuje stupnice odolnosti rostlin vii¢i zasoleni, od rostlin
velmi citlivych az po rostliny extrémné halofytni. Definice, kterd je dnes nejvice pouzivana,
oznacuje za halofyty rostliny, které pfirozené ziji ve slaném prostiedi, a dokazi dokoncit sviij
zivotni cyklus pfi koncetracich az 200 mM NaCl. Aby piezily v téchto koncentracich soli, maji

vyvinuty vyse zminéné mechanismy pro ziskani tolerance k zasoleni.



Prvni zaznamy o suchozemskych rostlindch pochazeji ze stfedniho ordoviku (cca pied 470
miliony lety). Byly nalezeny mikrofosilie obsahujici spory a Casti rostlin, avSak zietelné dikazy
o suchozemskych rostlindch jsou mnohem mladsi (cca pted 40 miliony lety). Na téchto fosilnich
zaznamech, které spadaji do pozdniho siluru, mizeme pozorovat napiiklad pozustatky rostlin
rodu Cooksonia. Pavod téchto Embryofyt je velmi dulezity pro datovani tolerance k zasoleni u

ey

suchozemskych rostlin, které se vyvinuly z rostlin zijicich bud’ ve sladké, nebo ve slané vode¢.
g moiské vody) (Welman a Gray, 2000). Studie zabyvajici se analyzou rostlin rodu Rhynia ze
Skotska poukazuje na moznost, Ze jiz v mlad$im devonu (pied 400 miliony lety) byly né&které

suchozemskeé rostliny tolerantni k zasoleni (Chaning a Edwards, 2009).

V roce 1980 vytvofil James Aronson seznam halofyt ¢itajici 1554 druht, které jsou nyni
soucasti databaze spravované Univerzitou v Sussexu, pojmenované¢ eHALOPH. Nejvice
halofytnich druhti je v ¢eledi Chenopodiaceae, kde vice nez polovina rostlin z této ¢eledi odolava

zasoleni. Dale jsou halofyty vice zastoupeny v ¢eledich Poaceae, Asteraceae a Fabaceae.
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4. SORBITOL

Cukerné alkoholy (Casto nazyvané polyoly) jsou redukované formy aldéz a ketdz.
Aldehydicka nebo ketonova skupina cukru je redukovana na skupinu hydroxylovou. Slouc¢eniny
mohou byt linearni, pak se nazyvaji acyklické polyoly - alditoly; nebo cyklické, nazyvané
cyklické polyoly - cyklitoly. Nejjednodussim polyolem je glycerol se tfemi uhliky v Fetézci.
Cukerné alkoholy se vyskytuji v mnoha organismech, v prokaryotech i eukaryotech. V cévnatych
rostlinach se vyskytuje 17 cukernych alkohold, z toho v krytosemennych jich bylo nalezeno 13.
U krytosemennych rostlin se nejéastéji vyskytuji Sestiuhlikaté alditoly- sorbitol, manitol a
galaktitol (Noiraud et al., 2001).

Sorbitol byl poprvé izolovan z jetabu ptac¢iho (Sorbus aucuparia) v roce 1872. Od
latinského pojmenovani jetabu je odvozen i jeho trivialni nazev. Racionalni nazev je hexan-
1,2,3,4,5,6-hexaol. Pro sorbitol mizeme nalézt i pojmenovani glucitol, protoze se jednd o

redukovanou formu glukézy, kdy je aldehydicka skupina gluk6zy pteménéna na hydroxylovou.

CH,OH
H——OH
HO——H
H——OH
H——OH
CH,OH

Obr. 4: Strukturni vzorec sorbitolu.

Sorbitol patii mezi hlavni fotosyntetické produkty u rostlin ¢eledi Rosaceae (Ruzovité) a
u Celedi Plantaginaceae (Jitrocelovité). V ¢eledi Rosaceae se jedna zvlasté o podceledi Maloideae
(Jablonovité), Spiroideae (Tavolnikovité) a Prunoideae (Slivonovité). U jabloné¢ (Malus
domestica) je 70 % uhliku transportovano ve formé sorbitolu (Klages et al., 2001). U broskvon¢
(Prunus persica) je az 90 % uhliku transportovano ze zdrojovych listii ve formé sorbitolu (Moing
etal., 1997).
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4.1 METABOLISMUS SORBITOLU

Sorbitoldehydrogendza (SDH) a ald6za-6-fosfatreduktaza jsou klicové enzymy v
metabolismu sorbitolu.  Tyto enzymy byly u vysSich rostlin detekovany a detailné
charakterizovany napf. v jabloni (Malus domestica) (Negm a Loescher, 1979 a 1981).
Sorbitoldehydrogenaza oxiduje sorbitol v pfitomnosti NAD (viz rovnice). Sorbitoldehydrogenaza
je mimo svij zdkladni substrat sorbitol schopna metabolisovat i n¢které dalsi cukerné alkoholy

(xylitol, arabitol, ribitol a threitol).

sorbitol + NAD* <—— fruktéza + NADH + H*

Aldoza-6-fosfatreduktaza, diive nazyvana sorbitol-6-fosfatdehydrogenaza, byla kromé
jabloné detekovana i v listech Prunus persica, Pyrus communis a Prunus armeniaca z celedi

Rosaceae (Negm a Loescher, 1981). Enzym Kkatalyzuje reverzibilni reakci:

sorbitol-6-fosfat + NADP* <—— glukdza-6-fosfat + NADPH + H*

Finalni krok v syntéze sorbitolu katalyzuje sorbitol-6-fosfatfosfataza (Zhou et al., 2003).

sorbitol-6-fosfat—=>sorbitol + Pi

Sorbitoldehydrogendza byla detekovéana i v rostlinach nepatficich do celedi Rosaceae
(Arabidopsis thaliana, Zea mays L., Lycopersicon esculentum Mill., Glycine max), kde cukerné
alkoholy nejsou majoritnimi produkty fotosyntézy. Zde se piedpoklada, Ze polyoly maji funkci
osmolytti a osmoprotektantii bunéénych struktur (Bohnert et al., 1995). U Arabidopsis thaliana

byl nalezen protein, ktery je kddovan genem At5951970 a vykazuje charakteristiky SDH.

Nosarzewski et al. (2012) a Ayuayo et al. (2013) porovnavali wild type a sdh- mutanty
huseni¢ku (Arabidopsis thaliana). Bylo potvrzeno, ze At5g51970 kdduje SDH v Arabidopsis
thaliana. U tohoto druhu je SDH cytosolicky protein, ktery se akumuluje jak ve zdrojovych, tak
v sinkovych organech. SDH je primarni enzym zapojeny do katabolismu sorbitolu a proto sdh-

mutanty vykazovaly zna¢né ristove defekty.

12



SDH je primarni (moZna jediny) enzym metabolizujici sorbitol v husenicku, ktery aktivné
reguluje koncentraci sorbitolu v pribéhu pusobeni sucha a hraje roli i v metabolismu ribitolu.
Alddza-6-fosfatreduktaza zatim nebyla v rostlinach huseni¢ku detekovana. Enzymaticky systém
zodpovédny za syntézu sorbitolu, ktery se zde akumuluje, tedy neni znam (Nosarzewski et al.,
2012).

Sitkovice
I 1 | - ] * *
Sor + Suc Pritvodni bufika Priivodni burika Sor  Suc
Sor Suc Suc
A ICIN
Fru + Glu
Sor, Suc? * *
\ / Sor Suc Hex

Sor

Suc 1 Sor Suc Suc

SEP LSDH ININ IS8
1S6PDH Fru Fru + Glu Fru + UDP-Glu
G%P
Skrob *
q Suc Hex
Fotosyntéza Suc
IVIN
Chloroplast Fru + Glu
\ Mezofyl / \ Burika parenchymul|
Zdrojovy list Sink

Obr. 5: Metabolismus uhliku v jabloni. Sorbitol (Sor) a sacharéza (Suc) jsou syntetizovany v
listech z glukdza-6-fosfatu. Sorbitol je syntetizovan enzymem sorbitol-6-fosfatdehydrogenaza
(S6PDH). CIN (cytoplasmatic invertase). Po translokaci do sinkového organu je sorbitol
konvertovan na fruktézu (pomoci enzymu SDH) a sachardza je konvertovana na fruktézu (Fru) a
glukozu (Glu) invertazami NIN (neutral/alkaline invertase) a VIN (vacuolar invertase). Upraveno
podle Teo et al., 2006.

Rostliny, kde sorbitol neni hlavnim produktem fotosyntézy, obsahuji pouze malé mnozstvi
sorbitolu, ale i toto malé mnozstvi je velmi dulezité pro rast. Sorbitol je mimo jiné asociovan s
transportem boru v rostliné. Bor patfi mezi mikrobiogenni mineralni prvky. Pro rostliny je bor
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esencidlni, jeho nedostatek zplisobuje inhibici ristu a odumirani pletiv. U vétSiny rostlin je bor
imobilni a uklada se v listech, ale u druhi, které produkuji polyoly (hlavné sorbitol a manitol) je
transportovan na dlouhé vzdalenosti floémem (Brown a Hu, 1996). S polyoly tvoii bor mobilni
komplexy (Hu et al., 1997).

4.2 TRANSPORT SORBITOLU V ROSTLINE

Sorbitol je syntetizovan ve zralych listech, odkud je transportovan floémem do sinkovych
organti (mladé listy a plody). Nadwodnik a Lohaus (2008) se ve svém experimentu zaméfili na
méfeni subcelularnich koncentraci sorbitolu u jitrocele vétsiho (Plantago major), jitrocele
piimotského (Plantago maritima) a broskvoné obecné (Prunus persica). Sorbitol byl v jitroceli
vétsim a v broskvoni obecné lokalizovan ve vakuole (48-73 %), ve stroma (19-27 %) i v cytosolu
(8-25 %). Distribuce sorbitolu se liila v jitroceli pfimofském, kde byl sorbitol lokalizovan z 88

% ve vakuole.

V sinkovych organech nebyly nalezeny enzymy dilezité pro syntézu sorbitolu, coz
znamena, ze sorbitol je transportovan na dlouhé vzdalenosti (Moing et al., 1992). U broskvoné
(Prunus persica) byl sorbitol spolu se sachardzou detekovan ve floémové §tavé. Koncentrace
sacharozy zde byla o néco malo vyssi nez koncentrace sorbitolu. Koncentrace sorbitolu ve
floémové stave se lisila pouze minimdlné od koncentrace sorbitolu v intracelularnim
kompartmentu listové Cepele. Z toho vyplyva, ze neexistuje koncentracni gradient, a tedy neni
potieba energie pro nakladani sorbitolu do floému. Nakladani do floému se u broskvoné (a zfejmé
stejné tak jako u jablon€) za normalnich podminek dé&je pravdépodobné symplastickou cestou
pomoci plasmodesmt (Moing et al., 1997, Reidel et al., 2009). Naopak pro jitrocelovité je
navrzen model apoplastického nakladani do floému, protoze byl popsan velky rozdil koncetraci
sorbitolu mezi floémovou §t'avou a cytosolem mezofylovych bunék (ve floémové stave az 40krat

vyssi koncentrace) (Nadwodnik a Lohaus, 2008).
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4.2.1 Transportéry sorbitolu

V distribuci polyola v rostlin€ hraji vyznamnou roli transportéry. V posledni dobé bylo
identifikovano mnoho genti kddujicich transportéry cukrti a cukernych alkohold u vyssich rostlin.
Sorbitolové transportéry byly identifikovany napftiklad v jitroceli (Plantago major). A ackoliv se
nejcastéji pro Rosaceae uvazuje symplasticky transport, byly nalezeny sorbitolové transportéry i
ve visni (Prunus cerasus) a v jabloni (Malus domestica). Jejich role v téchto systémech jesté neni
plné vyjasnéna. Podobna situace je i u huseni¢ku (Arabidopsis thaliana), kde byly geny pro
sorbitolové transportéry také identifikovany, zde ale neni identifikovana ani biosyntetickéa draha

syntézy sorbitolu.

V listech a plodech visné (Prunus cerasus) byly identifikovany dva sorbitolové
transportéry PcSOT1 a PcSOT2. Jedné se o proton-dependentni transportéry, které jsou velmi
specifické. PcSOTL1 se nejvice exprimuje ve zrajicich plodech, kde je nejvyssi koncetrace
sorbitolu. Pfitomnost PcSOT2 je charakteristickd pro Casna stddia vyvoje plodu, kde hraje

dilezitou roli v jeho ristu (Gao et al., 2003).

Z jabloné (Malus domestica) bylo izolovano 6 transportérd MdSOT1-MdSOT6. MdSOT1
aMdSOT2 jsou pfitomny ve vSech pletivech aZ na pletiva postizena sklenatosti (Gao et al., 2005).
MdSOT3, MdSOT4 a MdSOT5 jsou hojné exprimovany ve zdrojovych listech, MdSOT4 a
MdSOT5 jsou exprimovany piedevsim v kvétech. V plodech bud’ neprobihd zadna nebo pouze

minimalni exprese geni kodujicich transportéry MdSOT (Watari et al., 2004).

Bylo publikovano nékolik praci, které se zabyvaji tim, zda jsou sorbitolové transportéry
ovliviiovany abiotickymi stresy, a v pfipadé, Ze ovlivnény jsou, jakym zplisobem. Li et al. (2012)
vystavili rostliny jablon€ suchu. Autofi zjistili vztah mezi zvySenou expresi genll pro transportéry
sorbitolu MdSOT3, MdSOT4, MdSOTS5 a akumulaci sorbitolu. Exprese gentt MdSOT3, MdSOT4,
MdSOTS5 v jabloni je posilena stresem sucha. Pommerening et al. (2007) dosli ke srovnatelnému
zavéru v experimentech na jitroceli (Plantago major), kdy méftili hladiny mRNA pro transportéry
sorbitolu PmPLT1 a PmPLT2 a pro transportér sachar6zy PmSUC2. Transportéry PmPLT1 a
PmPLT2 jsou H* symportéry, které nevykazuji vysokou substratovou specifitu a dokazi
transportovat i manitol (Ramsperger-Gleixner et al., 2004). Pfi zasoleni se vyrazné zvysila hladina
v odpovédi na stres, protoze se exprimuje rychleji). Naopak hladina mRNA pro transportér

sacharozy ztlistala pfi plisobeni zasolenim po 24 hodin stejna a pak klesala. U rostlin jitrocele pti
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zasoleni je tedy vyznamna G¢ast sorbitolovych transportéri. Ty jsou pravdépodobné zodpovédné
za zvySeni pomé&ru sorbitolu ku sacharoze ve floémové stavé a je tedy preferovano nakladani

sorbitolu do floému (Pommerening et al., 2007).

Rostliny husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana) transportuji na delsi vzdalenosti
sachardzu a malé mnozstvi rafindzy, ale zZadné polyoly. Piesto byly v huseni¢ku nalezeny geny
(At2g16120, At2g16130, At2g18480, At2g20780, At3g18830 a At4g36670), které jsou homologni
gentim pro transportéry vysSe zminéné. Prvnim popsanym transportérem patficim do superrodiny
MST-like (MonoSacharide Transport-like) je AtPLT5. Tento transportér je kddovan v husenicku
genem At3g18830. Jednéa se o H* symportér, ktery je lokalizovan na plazmatické membrang,
transportuje linearni polyoly jako je sorbitol, xylitol, erythritol a glycerol. Avsak neni zde zatim

znama jeho piesna fyziologicka funkce (Klepek et al., 2005).

4.3 UCAST SORBITOLU NA TOLERANCI ROSTLIN K ABIOTICKEMU STRESU

Tolerance rostlin k zasoleni a dalSim abiotickym stresim je z&visld mimo jiné na
schopnosti akumulovat kompatibilni soluty v cytoplasmé. Mnoho stresorti neptisobi za béznych
podminek jednotlivé, ale v kombinaci s dal§im stresorem (Casta je kombinace vysoké teploty a
zasoleni, nedostatek vody a zasoleni atd.). Mechanismy reakce rostlin na teplotni stres, nedostatek
vody 1 zasoleni jsou podobné. Jak jiz bylo zminéno vyse, rostlina se musi vypotadat se snizujicim
se osmotickym potencialem, s nahromadénim toxickych iontli i s tvorbou ROS. Tento problém
fesi n&které rostliny syntézou a akumulaci cukernych alkoholt. Cukerné alkoholy kompenzuji
snizujici se osmoticky potencial pidniho roztoku (ucastni se na osmotickém pfizplisobeni) a

funguji i jako zhaSece volnych radikalt (Loescher, 1987, Smirnoff a Cumbes, 1989). Nésledujici

vvvvvv

4.3.1 Teplota

V broskvoni (Prunus persica) jsou sorbitol a sachar6za hlavnimi produkty fotosyntézy.
Vliv nizké teploty na syntézu sorbitolu byl potvrzen v listech broskvoné. Pfeména glukézy na
sorbitol byla posilena nizkou teplotou. Hladina mRNA, kodujici S6PDH byla vyssi v rostlinach

oSettovanych nizkou teplotou oproti kontrolnim rostlindm. Na zakladé¢ vysledki tohoto
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experimentu bylo navrzeno, Ze akumulace sorbitolu je indukovéana nizkou teplotou diky narastu
biosyntézy sorbitolu z glukozy (Deguchi et al., 2002). Kanayama et al. (2006) zjistovali vliv
nizkych teplot a ABA na expresi genu pro S6PDH v listech jabloné (Malus domestica). Ziskali
podobné vysledky jako Deguchi et al. (2002) u broskvong, tedy ze pti ptisobeni nizké teploty je
zvysena exprese S6PDH. Navic zjistili, ze i ABA zvySuje hladiny SOPDH mRNA.

Xylémovy transport je u dievin velmi dalezity v zimnich mésicich, protoze v tomto obdobi
je omezen transport floémovy. Xylémovy transport je tedy podstatny pro dostupnost uhliku,
protoze se jedna o hlavni transportni drahu rozpustnych cukrti do sinkovych organti v obdobi, kdy
rostliny nemaji listy (Loescher et al., 1990). U hrusné (Pyrus pyrifolia) vedlo sniZeni teploty z 6
°C na 0 °C ke zvySeni koncentrace sorbitolu v xylému. Nejvyssi narist koncetrace sorbitolu v
xylému byl zaznamenan v prub&hu prosince, kdy se teploty blizi k 0 °C. V chladu se zvySuje
exprese genu PpSOT2 pro transport sorbitolu (Ito et al., 2013).

4.3.2 Nedostatek vody

Role sorbitolu pii suchu byla studovana také ve zdrojovych zralych listech a v sinkovych
vrcholcich vyhont broskvoné (Prunus persica). Osmotické prizptisobeni bylo pozorovano po
dvou tydnech v listech a po tfech tydnech ve vyhonech. Sorbitol se podilel az na 80 %
osmotického ptizptisobeni v listech a 76 % ve vyhonech. Bylo pozorovano snizeni hladiny SDH,
coz pravdépodobné vedlo k akumulaci sorbitolu, a tim 1 k osmotickému ptizplsobeni (Lo Bianco
et al., 2000). Tyto vysledky se neshoduji s jinym experimentem, ve kterém autofi zjistili, Ze se
zvysila aktivita aldoza-6-fosfatreduktazy, a z toho vyvodili zavér, ze broskvon nevyuziva
akumulaci sorbitolu pro aktivni osmotické ptizpisobeni (Escobar-Gutiérrez et al., 1998). MoZzné
rozdily ve vysedcich experimentti mohou byt zptisobeny odlisnou délkou ptisobeni sucha (osm
dni oproti Ctyfem tydniim), odliSnou metodou, jakou byly rostliny vystaveny suchu nebo riznymi
svételnymi podminkami. V jiném experimentu Cui et al. (2004) pozorovali vliv sucha na obsah
sorbitolu v listech a kofenech broskové. Autofi v experimentu rozdélili rostliny do ¢tyt skupin
(kontrolni rostliny, rostliny slab¢, mirné a velmi stresované), které simulovaly délku pisobeni
sucha. Nedostatek vody zplisobil mirné zvySeni obsahu sorbitolu v listech, v kofenech nebyla
pozorovana signifikantni zména. Obsah sorbitolu se ménil podle délky ptisobeni stresu. Hned

prvni den po zaliti rostlin se obsah sorbitolu v listech dostal na pivodni hladiny. VSechny listy

17



rostlin patfici do skupin pod slabym a mirnym stresem se obnovily, ale u rostlin velmi

stresovanych mnoho listi odpadlo, dokonce i nékteré celé rostliny uhynuly.

Myspulnik japonsky (Eriobotrya japonica) je dievina, ktera patfi stejn¢ jako broskvon a
jablon do Celedi Rosaceae, a je odolna k vodnimu deficitu. Pii psobeni sucha se zvySuje obsah
sorbitolu v listech i1 v kofenech. Zaliti obnovuje ptivodni koncentrace sorbitolu (Cui et al., 2003).

Ranney et al. (1991) porovnavali osmoticky potencial a obsah kompatibilnich solut v tfesni ptaci
(Prunus avium X pseudocerasus, odrida Colt) a vi$ni obecné (Prunus cerasus, odrida Meteor)
pfi plsobeni stresu z nedostatku vody. Vodni stres zplsobil snizeni osmotického potencialu v
listech i1 kotfenech obou druhti. Ve zralych listech visné byl v pribéhu experimentu nizsi osmoticky
potencial nez v tfe$ni. Sorbitol byl nalezen u obou kultivarti a byl hlavnim kompatibilnim solutem
indukovanym stresem. V jabloni (Malus domestica, odrtida Jonathan) byl zjistovan vodni
potencidl a obsah kompatibilnich solutii pti nedostatku vody. V pribéhu ptsobeni stresu byl
meéfen obsah cukri v rostling. Aktivni osmotické ptizplisobeni bylo pozorovano po 3 az 5 dnech
ve zralych listech. Pfi plisobeni sucha se zvySila koncentrace sorbitolu, glukézy i fruktozy.

Sorbitol se podili na vice nez 50 % osmotického pfizpisobeni (Wang a Stutte, 1992).

4.3.3 Zasoleni

Jitrocel vrani nozka (Plantago coronopus) je jedla trvalka, kterd ma velky potencial stat
se trzni plodinou, b&ézné roste na vSech kontinentech. Pravé na tomto druhu byl popsén vliv
zasoleni na rUst rostliny i na jeji fotosyntézu. Rust i fotosyntéza jsou stimulovany koncentracemi
NaCl do 25 % slanosti motské vody (slanost moiské vody odpovida koncentraci pfiblizné 600
mM NaCl). Tato hranice (25 % slanosti mofské vody) se nazyva prah slanosti a je typicka pro
tento druh. Pfi vysSich koncentracich soli je v tomto jitroceli ale snizena vodivost praduchi,
redukuje se listova plocha, tim se sniZuje i transpirace a fotosyntéza. Zasoleni NaCl vede k
signifikantnimu nartistu obsahu sorbitolu v kofenech 1 v listech. Oproti kontrolnim rostlinam byl
obsah sorbitolu v koteni az ctyfikrat vyssi (Koyro, 2006). Velky nariist obsahu sorbitolu za
ptitomnosti NaCl byl detekovan i v rostlinach jitrocele piimoiského (Plantago maritima).
Dokonce pro koncentrace v rozmezi od 260 do 1250 mM NaCl platila linearni zavislost mezi
koncentraci soli a obsahem sorbitolu. Zasoleni neinhibovalo aktivitu vybranych enzymu
extrahovanych z prytu (Ahmad et al., 1979). Gil a kol. (2011) provedli studii na né¢kolika

halofytnich rostlinach (Plantago crassifolia Juncus acutus, Juncus maritimus, Inula crithmoides,
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Sarcocornia fruticosa) a zjistovali sezonni vliv na mnozstvi osmolytl v rostliné. V jitroceli
(Plantago crassifolia) detekovali jako hlavni sacharid sorbitol, hladiny ostatnich cukrt i polyola
byly velmi nizké. V 1ét€ byl obsah sorbitolu nejvyssi. Zmény v obsahu sorbitolu odpovidaly
zménam ve slanosti ptidy. Podle autorti vySe zminénych experimenti plni sorbitol v rostlinach

jitrocele funkci kompatibilniho solutu.

K odlisnym zavéram ohledné funkce sorbitolu u rostlin jitrocele (Plantago crassifolia)
dosli Vicente at al. (2004). V jejich experimentu osetfili mladé rostliny riznymi koncentracemi
soli. V' koncentracich soli od 0 mM NaCl do 200 mM NaCl se obsah sorbitolu v listech
nezvySoval, a dokonce byl zaznamenan jeho pokles, teprve v koncentracich od 200 mM NaCl do
500 mM NaCl se obsah sorbitolu mirné zvySoval. Na druhou stranu se s rostouci koncentraci
NaCl zvysoval obsah prolinu. Na zavér proto autoti navrhli, Ze je nepravdépodobné, aby sorbitol
plnil u této rostliny funkci kompatibilniho solutu a navrhuji, ze pravé prolin je kompatibilnim
solutem pro tento druh jitrocele (Plantago crassifolia). V pozdé&ji publikované praci na stejném
rostlinném druhu Gil et al. (2011) (viz pfedchozi odstavec) rozpor mezi témito a svymi vysledky

pouze zminuji, ale dale se jeho moznym vysvétlenim bohuzel nezabyvaji.
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5. MODIFIKACE ENDOGENNI HLADINY SORBITOLU JAKO
NASTROJ KE ZVYSENI ODOLNOSTI ROSTLIN KE STRESU

5.1 EXOGENNI DODAVANI SORBITOLU ROSTLINAM

N¢kolik studii z poslednich let se zabyvalo tim, zda exogenni dodavani sorbitolu rostlinam
muze pomoci zlepsit jejich odolnost k abiotickym stresim. Vliv sorbitolu na kukufici byl popsan
v experimentu, kde byla poloZzena semena kukufice na roztokem sorbitolu navlhéeny filtracni
papir na Petriho misce. Sorbitol mél negativni u¢inek na ristové vlastnosti klicicich rostlin. Délka
kotfene 1 prytu se zménSila. I obsah chlorofylu (chlorofylu A i chlorofylu B) se sniZil. Vyssi
koncentrace sorbitolu (0,6 a 1 M) utlumily kliceni. Pouze na obsah prolinu a aktivitu

nitratreduktazy sorbitol pisobil pozitivné (Jain et al., 2010).

Dvéma ryzovym kultivarim (citlivému a tolerantnimu k zasoleni) byl exogenné dodavan
sorbitol a trehaldza. Senzitivni kultivar vykazoval pfi zasoleni vyrazné sniZeni riistu a zvyseni
mnozstvi peroxidu vodiku. Na tolerantnéj$i kultivar zasoleni také ptisobilo negativné, ale zmény
nebyly tak vyrazné. Oba kultivary rostly na médiu s pfidanim sorbitolu a trehal6zy. Pii exogennim
dodavani sorbitolu a trehaldzy kultivaru citlivému bylo zmirnéno plisobeni zasoleni na rlst a
sniZilo se 1 mnozstvi vytvoreného peroxidu vodiku. Na tolerantni kultivar nemél sorbitol spolu s

trehal6zou vyraznéjsi vliv (Theerakulpisut a Gunnula, 2012).

Pozitivni vliv exogenni aplikace sorbitolu byl pozorovan i na rostlinach sdji, které byly
vystaveny suchu. Sucho za normalnich podminek velice ovliviwuje rist soji. Pokud byl sorbitol
nasprejovan na rostliny, zvysila se rezistence k suchu. Experiment probihal tak, Ze jednou za pét
dni byl sorbitol nasprejovan na povrch nejspodnéjSiho listu. Za piitomnosti sorbitolu mély

stresované rostliny veét§i mnozstvi listl a byly vysSsi (Amirah et al., 2013).
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5.2 GENETICKE MANIPULACE

Z ptedchozich kapitol vyplyva, ze sorbitol je v rostlinach, které ho dokéazi syntetizovat
dilezitym faktorem v toleranci k abiotickému stresu. I jeho exogenni aplikace ma potencial
ovlivnit stresovou reakci rostliny. Proto se pfedpoklada, ze pokud by byly vlozeny geny pro
syntézu cukernych alkoholti do rostlin, které je normalné nesyntetizuji, mohlo by dojit ke zvyseni

jejich odolnosti. Bylo publikovano nékolik praci, které se timto tématem zabyvaji.

Kpnl Pstl (EcoRV/Smal) Kpnl
+ 750 bp + 1250 bp +700 bp+
Z
35S NADP-S6PDH
7
5 UTR 3 UTR

Obr. 6: Schéma genového konstruktu, ktery vedl u transgenniho tabaku k expresi sorbitol-6-

fosfatdehydrogendzy. Pifevzato z Sheveleva et al., 1998.

Sheveleva et al. (1998) vlozili do tabaku (Nicotiana tabacum L.) cDNA kodujici S6PDH
z jabloné (viz obr. 6). Autofi vytvofili nékolik desitek transformovanych rostlin, které
akumulovaly rizné mnozstvi sorbitolu. Rostliny tabaku, které obsahovaly do 2 az do 3 pmol
sorbitolu na g ¢erstvé hmotnosti, byly fenotypové normalni, vykazovaly pouze mirné zpomaleni
rustu. Rostliny akumulujici 3 az 5 pmol sorbitolu na g cerstvé hmotnosti tvofila chloroticka mista.
Pti vétSich mnozZstvich sorbitolu se chlorotickd mista vytvarela na celych mladych listech a zacala
se vytvaret nekroticka mista. Pti pfekroCeni 15 pmol na g Cerstvé hmotnosti se rostliny staly
sterilnimi a nemohly vytvatet kofeny. Autofi zjistili, Ze akumulace sorbitolu negativné koreluje
s akumulaci myo-inositolu, ktery rostlinu chrani pfed vytvafenim nekrotickych mist. Na tento
je pro transgenni rostliny Skodliva a inhibuje rast. Zjistili, Ze pokud byl do rostliny vlozen pouze
gen pro S6PDH, sorbitol se akumuloval a nebyl dale metabolizovan. Proto vytvofili
transformované rostliny tabaku nejen s vloZzenym cDNA pro S6PDH, ale i pro SDH. V rostlinach
nedochazelo ke zménam obsahu myo-inositolu a jejich rist byl normdlni. Odolnost rostlin k

abiotickym stresiim nebyla bohuzel v tomto pokusu zjist'ovana.
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Do tomelu japonského (Diospyros kaki) byla také vlozena cDNA z jabloné kodujici
S6PDH. V listech netransformovanych rostlin tomelu sorbitol detekovan nebyl. Pro zjistovani
tolerance k =zasoleni byly porovnavany dvé transformované linie, dale pak kontrolni
transformované rostliny (produkujici S6PDH, ale enzym neni aktivni) a rostliny
netransformované. Rostliny produkujici nejvys$i mnozstvi sorbitolu byly nejodolnéjsi vici

zasoleni (Gao et al., 2001).
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6. ZAVER

Produktivita kulturnich plodin je vyrazn¢ limitovana plisobenim sucha a zasoleni, tedy
stresy, které ve svém disledku snizuji dostupnost vody pro rostlinu. Existuji vSak rostliny, které
jsou témto nepiiznivym podminkdm v prubéhu svého zivota vystaveny a jsou schopny jim
odolévat. Porozuméni mechanismiim jejich tolerance ke stresu by tak mohlo byt klicem ke
zvySeni odolnosti i u jinak citlivych rostlin. Pravdépodobné jesté nejsou zndmy vsSechny
mechanismy, kterymi rostliny disponuji pii odpovédi na abioticky stres. Z mnohych experiment
ale vime, Zze akumulace cukernych alkoholli (napf. posilenim syntézy a/nebo snizenim jejich
degradace) je jednou z cest, ktera vede k vys$si odolnosti u rostlin. Proto jednim z moznych
zpuisobt, jak zvysit odolnost kulturnich rostlin ke stresu, by mohlo byt vkladani genti spojenych
alkoholil pro rostliny rozhodn€ neni dofeSen. Recentni prace totiz navrhuji, Ze sorbitol plni nejen
funkce, které jsou v této praci diskutovany, ale ze funguje i jako signalni molekula, ovliviiujici
expresi mnoha gentl (Suzuki a Dandekar, 2014). Toto zjiSténi otevira zcela novy pohled na funcki

sorbitolu, ktery ale bude vyzadovat dalsi studium.
Ptipadné vysledky budoucich experimenti by mohly vézt ke zvySeni odolnosti kulturnich

plodin k abiotickému stresu, a tak alespoil z ¢asti vyieSit problém dostupnosti potravy v zemich

tietiho svéta.
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