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Abstrakt

Bakalaiska prace je zaméfena na mechanismy obrany rostlin proti stresu ze sucha a zasoleni spojené s
produkci kompatibilnich solutll, pficemZ pozornost je vénovana akumulaci cyklickych cukernych
alkohold - myo-inositolu a jeho methylovanych derivatl. Je zde popsan vyskyt téchto latek, jejich
biosyntéza a funkce v rostlindch. Dalsi ¢ast této prace se zaméruje na kosmatec (Mesembranthemum
crystallinum), ktery je vyznamnym producentem téchto latek a soucasné vyuzivanym modelem pro
studium stresové odpovédi u rostlin. Popisuje se zde jeho Zivotni cyklus a pfedevsim mechanismy, diky
kterym je odolny v{ci stresu ze sucha a zasoleni. Posledni kapitola je vénovana znalostem ziskanym
pomoci studia transgennich rostlin, které byly vytvofeny pomoci vneseni genll z kosmatce a dalsich

rostlin tolerantnich vUdi stresu.

Klicova slova: Cukerné alkoholy, inositol, Mesembryanthemum crystallinum, ononitol, pinitol, stres ze

sucha a zasoleni

Abstract

This bachelor thesis is focused on plant defence mechanisms against drought stress and salinity stress
associated with the production of compatible solutes, while attention is paid to the accumulation of
cyclic sugar alcohols, myo-inositol and its methylated derivatives. It describes the occurrence of these
substances, their biosynthesis and function in plants. Another part of this thesis focuses on the
crystalline ice plant (Mesembranthemum crystallinum), which is an important producer of these
substances and serves as a model used to study the stress response in plants. It describes its life cycle
and especially the mechanisms that makes it resistant to drought stress and salinity. The last chapter
is dedicated to the knowledge gained through the study of transgenic plants, which were prepared

using genes from crystalline ice plant and other stress tolerant plants.

Key words: Drought and salt stress, inositol, Mesembryanthemum crystallinum, ononitol, pinitol, Sugar

alcohols
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Seznam pouzitych zkratek

ABA kyselina abscisova

APX askorbatperoxidaza

CAM crassulacean acid metabolism, metabolismus kyselin u tu¢nolistych rostlin
CAT katalaza

EBC epidermal bladder cells, méchyrkovité burnky epidermis
GDP1 glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogendza

IMP1 myo-inositolmonofosfataza

IMT1 myo-inositol O-methyltransferaza

INO1/INPS/MIPS myo-inositol-1-fosfatsyntaza

Ml myo-inositol

OEP1 ononitolepimeraza

PEPC fosfoenolpyruvatkarboxylaza

PIP2 fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat

PSII fotosystém Il

P5CS Al-pyrrolin-5-karboxylatsyntaza

R/FR pomeér ¢erveného/dlouhovinného ¢erveného svétla

SOD superoxiddismutdza



1. Uvod

Rostliny jsou béhem svého Zivota vystaveny rliznorodym podminkam vnéjsiho prostiedi, které
mohou zpUsobit poskozeni na vSech Urovnich a nékdy mohou vést i k uhynuti celé rostliny. Takovéto
nepriznivé vlivy vnéjsiho prostredi se oznacuji jako stresové faktory. Délime je na abiotické, které se
dale déli na fyzikalni (napft. vitr, zafeni, teplota) a chemické (napf. voda, kyslik, Ziviny, toxické latky), a
biotické, mezi které patfi plisobeni herbivord, patogen( a vzajemné ovliviiovani organismi mezi sebou
(napt. parazitismus). Stresové faktory vsak obvykle nepUsobi jednotlivé, ale soucasné, a vlivem
interakci mezi nimi dochdzi k modifikaci stresové reakce, coz velmi ztéZzuje studium stresu u rostlin
v pfirodnich podminkach (Prochazka et al., 1998). K nejvyznamnéjsim abiotickym faktorim patfi
nedostatek vody a zasoleni, které omezuji rast a produktivitu rostlin na celém svété. Ke snizovani
obsahu vody v rostlindch dochdzi, kdyz rychlost transpirace prekracuje pfijem vody. Snizena
dostupnost vody je soucasti stresu ze sucha, zasoleni a nizké teploty, a vysychani je také béznou
soucasti nékterych vyvojovych procesu, jako je napfiklad vyvoj semen (Bray, 1997; Negrdo et al., 2017).
Jednou z adaptaci, které vyuzivaji rostliny tolerantni vici suchu a zasoleni je CAM (crassulacean acid
metabolism, Cesky téZ metabolismus kyselin u tucnolistych rostlin, nazvany podle skupiny rostlin, u
kterych byl tento cyklus poprvé pozorovan) a C4 fotosyntéza. V prvnim pfipadé dochazi k casovému,
ve druhém pfipadé k prostorovému oddéleni pfijmu a fixace CO; (Hatch, 1987; Ehleringer and Cerling,
2002). Rostliny rostouci na zasolenych stanovistich maji problémy s toxicitou nékterych iontld (Na*,
Cl, Mg?* a SO4%), nedostupnosti vody zplsobenou nepfiznivym gradientem vodniho potencidlu mezi
cytosolem bunék a pidnim roztokem a se zhorsenim vlastnosti samotné pady (Taiz and Zeiger, 2003).
Rostliny, které nejsou na takové prostfedi adaptované a vy$si mnozstvi soli je pro né toxické, se nazyvaji
glykofyty. Mezi né patfi vétsina kulturnich plodin, naptiklad kukufice (Zea mays) a jemen (Hordeum
vulgare) (Taiz and Zeiger, 2003), z dalSich rostlin napfiklad modelova rostlina husenicek rolni
(Arabidopsis thaliana) (Flowers and Colmer, 2008). Oproti tomu jsou nékteré rostliny na zasolené pady
adaptované a dokdZi vtakovém prostfedi dokoncit vyvojovy cyklus. Takovym rostlindm Fikdme
halofyty. Jednou z moZnosti, jak se zvySenému mnozstvi soli v prostfedi branit, je uloZeni soli do
solnych Zlazek, nebo jejich vylouceni na povrch list(, jako je tomu napfiklad u tamarysku (Tamarix sp.)
a lebedy (Atriplex sp.). Tolerance halofytu je tedy zavisla na kontrolovaném pfijmu a kompartmentaci
iontd (Na*, K* a CI'). Zvyseny obsah soli v plidnim roztoku ovsem také ztézuje pfijem vody rostlinou.
Proto je dalsi strategii syntéza kompatibilnich solutli (Flowers and Colmer, 2008). K prozkoumani
téchto mechanismi se vyuzivaji odolné rostliny a informace ziskané jejich studiem mohou slouzit
k vytvoreni transgennich kulturnich plodin odolnéjsich vici stresu. Mnohdy se k tvorbé odolnéjsich
kulturnich plodin vyuziva jim pfibuznd, odolna rostlina (napf. ryZze Oryza sativa a halofytni ryze

Porteresia coarctata) (Mukherjee et al., 2019).



2. Kompatibilni soluty

Kompatibilni soluty patfi do odliSnych biochemickych skupin, ale co se tykd ochrany rostlin pred
stresem, maji podobné funkce. Jsou to nizkomolekuldrni slouceniny rozpustné ve vodé (Giri, 2011),
které se pri stresu hromadi vcytosolu do vysokych koncentraci, ale presto nezasahuji do
biochemickych reakci buriky (Bohnert et al., 1995; Giri, 2011; Sharma et al., 2019). Jsou schopné udrzet
optimalni prostredi pro pribéh reakci, interaguji s proteiny a udrzuji jejich hydrataci, ale nenarusuji
jejich strukturu (Bartels and Sunkar, 2005). Jejich primarni roli je udrZeni turgoru pfi osmotickém
stresu, ale také stabilizace membran a proteind (Bohnert and Jensen, 1996; Bartels and Sunkar, 2005)
hydroxylovych radikal(), ¢imZ rostlinu brani pred oxidativnim poskozenim (Sharma et al., 2019).

KdyzZ je v pdé nedostatek vody, sniZuje se jeji vodni potencial pldniho roztoku. Aby i presto
mohly rostliny pfijimat vodu, udrzely si turgor a mohly i pti stresu ziskavat uhlik, musi byt jejich vodni
potencial nizsi neZz vodni potencial pldy. To se déje pravé pomoci hromadéni kompatibilnich solutd
(Bartels and Sunkar, 2005). Pti zasoleni dochazi k hromadéni iont(, které narusuji reakce probihajici
v bunkach, rostliny je proto ukladaji do vakuol. Aby se v rdmci buriky udrzel osmoticky potencial, musi
se kompatibilni soluty hromadit v cytosolu (Taiz and Zeiger, 2003).

Kompatibilni soluty mizeme rozdélit do tfi skupin - prvni z nich jsou betainy a jim ptibuzné
slouceniny (dimethylsulfoniopropionat a cholin-O-sulfat), druhym typem jsou aminokyseliny, mezi
které patti prolin, a tfeti skupinou jsou cukerné alkoholy a cukry, napfiklad sorbitol, manitol, myo-
inositol, D-ononitol a D-pinitol nebo sachardza (Chen and Murata, 2002; Ahn et al., 2018). V této praci

se budu vénovat posledni zminéné skupiné — a to predevsim cyklickym cukernym alkohollm.

2.1 Cukerné alkoholy (polyoly)
Cukerné alkoholy, jinak také polyoly, polyalkoholy nebo vicesytné alkoholy (Bieleski, 1982),

jsou slouceniny, které fada rostlin produkuje vedle sachardzy jako primdrni fotosyntetické produkty a
patfi mezi kompatibilni soluty (Stoop et al., 1996). Vznikaji redukci aldo- nebo ketoskupiny cukru na
odpovidajici hydroxylovou skupinu. Polyoly mohou byt acyklické (s pfimym retézcem, glycitoly) nebo
cyklické (cyklitoly). Biologicky, fyzikalné i chemicky se cukerné alkoholy podobaji cukrim, nékteré jsou
dokonce sladké, napriklad xylitol, ktery se pouzZivd jako potravinarské sladidlo. Nejjednodussim
cukernym alkoholem je glycerol, ktery je soucasti lipidi a fosfolipidd a funguje i jako osmotikum
(Bieleski, 1982). V cévnatych rostlinach bylo nalezeno 17 cukernych alkohol(, z nichZ 13 se nachazi

v krytosemennych (Noiraud et al., 2001).



2.1.1 Linedrni cukerné alkoholy
Zdaleka nejhojnéjsSim polyolem v pfirodé je manitol odvozeny od mandzy. Syntetizuji ho

prokaryota, fasy, houby a vice nez 100 druh rostlin, véetné nékolika zemédélskych plodin. Rostliny,
které jej produkuji ve vétsim mnoizstvi, jsou tolerantnéjsi vici osmotickému stresu. Metabolismus
manitolu muizZe hrat také dlleZitou roli pfi napadeni patogeny. Manitol se nachazi naptiklad
v kokosovniku (Cocos nucifera), salatu (Lactuca sativa), vodnim melounu (Citrullus vulgaris), kdvovniku
(Coffea arabica), kvétaku (Brassica oleracea) a v nékolika druzich celedi olivovnikovité (Oleaceae)
(Stoop et al., 1996). Manitol je syntetizovan predevsim v listech prostfednictvim NADPH-mandza-6-
fosfatreduktazy kterd zpUsobuje prfeménu mandza-6-fosfatu na manitol-1-fosfat, ten je poté
defosforylovan fosfatazou za vzniku manitolu (Williamson et al., 2002).

Dalsim hojné rozsitenym polyolem je sorbitol odvozeny z glukdzy, ktery byl poprvé izolovan
z jefabu ptaciho (Sorbus aucuparia), po kterém byl pojmenovan (Bieleski, 1982). Dale se nachazi
napriklad u jabloné (Malus domesticus), broskvoné (Prunus persica) (Williamson et al., 2002) a jitrocelu
(Plantago major) (Bieleski, 1982). Syntéza sorbitolu je podobna, jako v pfipadé manitolu. V listech
dochazi ke vzniku sorbitol-6-fosfatu z glukéza-6-fosfatu pomoci NADP dependentni sorbitol-6-fosfat
dehydrogendzy a nasledné dochazi k defosforylaci sorbitol-6-fosfatu za vzniku sorbitolu.

Mezi dalSi casté polyoly patfi i galaktitol, nachazejici se u rostlin celedi jesencovité

(Celestraceae) a krti¢nikovité (Scrophulariaceae) (Bieleski, 1982; Noiraud et al., 2001).

2.1.2 Cyklické cukerné alkoholy (cyklitoly)

Druhou skupinou cukernych alkoholl jsou cyklické alkoholy, z nichZ nejvyznamnéjsi a
vSudypritomny je inositol. Inositol je cyklicky alkohol se Sesti hydroxylovymi skupinami, tedy
cyklohexan-1,2,3,4,5,6-hexol (Valluru and Van den Ende, 2011). Existuje devét stereoizomer( inositolu,
které se lisi umisténim hydroxylovych skupin nad nebo pod rovinou kruhu (Loewus, 1982), sedm z nich
se vyskytuje v pfirodé (Valluru and Van den Ende, 2011). Inositoly jsou malé, chemicky velmi stabilni
polarni molekuly, které ziskaly v priibéhu evoluce rlizné funkce a nachazi se u vSech eukaryot (Michell,
2008).

Nejbéznéji se vyskytujici izomer, myo-inositol (Ml), je pfitomen jako volny cyklitol ve vSech
rostlinach. Dalsiizomery vznikaji z M| epimeraci (napt. scyllo- a L-chiro-inositol) nebo methylaci (napf.
D-pinitol, L-quebrachitol) (Loewus, 1982). Informace o metabolismu, struktufe a fyziologii inositolu a
inositolovych sloucenin mame z nékolika zastupcl archea, nékolika druh( bakterii, z eukaryot zejména

ze savcU, déle z kvasinek a zelenych rostlin (Michell, 2008, 2011).



Cast archei a eukaryota vyuzivaji inositol a jeho derivaty jako kompatibilni soluty, hromadi je
v burikach do vysokych koncentraci, ¢imzZ zvysuji odolnost v(ci stresu ze sucha, zasoleni i chladu. Tento
zpUsob ochrany pred stresem nachazime predevsim u rostlin, které vyuzivaji methylované derivaty
inositolu (Michell, 2008). Inositol a jeho derivaty maji schopnost zhaset volné radikaly. Inhibice
reaktivity hydroxylovych radikal(i pomoci Ml byla 55 %, ale pomoci methylovanych derivatd, pinitolu,

ononitolu a sekvojitolu, byla aktivita radikall inhibovana az ze 75 % (Negishi et al., 2015).

2.1.2.1 Syntéza myo-inositolu

MI je syntetizovan z D-glukdzy ve tfech enzymatickych krocich. Prvnim z nich je nevratna
cyklizace glukdza-6-fosfatu prostfednictvim myo-inositol-1-fosfatsyntazy (MIPS/INO1/INPS) na
inositol-1-fosfat. Nasleduje odstépeni fosfatu pomoci myo-inositolmonofosfatazy a uvolnéni volného
Ml (obr. 1). Toto je jedind cesta biosyntézy Ml u sinic, fas, hub, rostlin i zvifat. VSechny ostatni zdroje
Ml zahrnuji regeneraci volného Ml z metabolickych produktl obsahujicich MI. Podrobnéji se o syntéze
Ml piSe v ¢lanku Loewus and Murthy (2000).

INOL1 je vysoce konzervovany enzym (Ishitani et al., 1996), ktery se vyskytuje v cytoplazmatické
formé v celé fadeé rostlin, zvitat a hub. INO1 byl také detekovan u nékolika bakterii a fas. Nachazime
ho napfiklad v kvasince (Saccharomyces), krasnoocku (Euglena gracilis), ryzi (Oryza sativa), kosmatci
(Mesembryanthemum crystallinum) a javoru (Acer pseudoplatanus). U vyssich rostlin byla nalezena i
chloroplastova forma (Majumder et al., 1997). Za normalnich podminek je u rostlin INO1 pfitomen ve
vSech burikach, ale pfi zasoleni dochazelo ke zvyseni jeho mnoZstvi v listech, zatimco v kofenech se
jeho mnozstvi snizovalo (Nelson et al., 1998). Nadmérna exprese INO1 pfi zasoleni ma za nasledek 5
az 10krat vy$si mnozstvi volného myo-inositolu (Ishitani et al., 1996), ktery je transportovan floémem
z listd do koren( a signalizuje aktivitu fotosyntézy. Diky tomu muZe pokracovat biosyntéza membran,
coz je nezbytné pro rlst korenl. Celkové mnoZstvi inositolu a jeho derivatld koreluje s mnoZstvim
sodiku translokovanym xylémem do listd. Prostfednictvim akumulace Ml v cytosolu rostlina reaguje na

osmoticky potencial snizeny hromadénim sodiku ve vakuole (Nelson et al., 1998).

2.1.2.2 Methylované derivaty myo-inositolu

K nejcastéji se vyskytujicim derivatim Ml patfi quebrachitol (1-O-methyl-L-inositol), ktery byl
poprvé izolovan z mizy javoru cukrového (Acer saccharum). Miza byla odebrana béhem dormantni faze
(v pribéhu zimy a brzy na jare) a po analyze bylo zjisténo, Ze obsahovala 4 az 6 % quebrachitolu
z celkového mnoiZstvi susiny. Ve vegetativnim obdobi se ale mnoiZstvi quebrachitolu sniZovalo, az

Z mizy témér zmizel (Stinson et al., 1967). Dalsi rostlinou, kterd produkuje quebrachitol, je rakytnik
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reSetldakovy (Hippophae rhamnoides). Tym Yang et al. (2011) se zaméfil na studium poddruhu
rakytniku, rostouciho v chladnych a suchych oblastech severozapadni Ciny. Tento poddruh produkuje
ve srovnani s jinymi (v této praci porovnavan s finskym a ruskym poddruhem) vice quebrachitolu a Ml,
pfiéemZ mnoZstvi quebrachitolu negativné korelovalo s teplotou vzduchu. Na zakladé vysledk( analyz
a pozorovani tedy autofi studie predpokladaji roli quebrachitolu v odolnosti vici chladu (Yang et al.,
2011). Quebrachitol se nachazi také v lici (Litchi chinensis), kde v listech tvofiaZz 50 % vsech rozpustnych
cukrd a 40 % vSech cukr( transportovanych floémem. V li¢i ale neni syntéza a transport tohoto
methylovaného derivatu inositolu spojena s osmotickym stresem, pravdépodobné predstavuje
strategii metabolismu uhliku a usnadnuje transport vody (snizenim osmotického potencialu floému) a
rast, pokud dojde ke sniZzeni mnoZstvi sachardzy. Navic jsou rostliny odolnéjsi vici SkGdcim a
chorobdm, v porovndni s dalSimi rostlinami celedi mydelnikovité (Sapindaceae), které produkuji méné
guebrachitolu (Wu et al., 2018). V li¢i a javoru klen (Acer pseudoplatanus) byl nalezen quebrachitol
spolu s bornesitolem, dalsim methylderivatem, ze kterého vznika epimeraci (Schilling et al., 1972; Wu
et al., 2018). V jinych rostlinach je ale prekurzorem quebrachitolu inositol (Schilling et al., 1972).

Dalsi methylovany derivat Ml, sekvojitol (1D-5-O-methyl-myo-inositol), je v nahosemennych a
nékterych krytosemennych rostlinach (napt. Trifolium incarnatum) prekurzorem D-pinitolu (Ruis and
Hoffmann-Ostenhof, 1969; Dittrich and Korak, 1984; Dittrich and Brandl, 1987) a nachazi se napfiklad
v jinanu (Ginkgo biloba) (Negishi et al., 2015). U krytosemennych rostlin se v3ak jako prekurzor pinitolu
vyskytuje D-ononitol (1D-4-O-methyl-myo-inositol) (Dittrich and Korak, 1984; Dittrich and Brandl,
1987).

Ononitol vznikd z Ml pomoci myo-inositol O-methyltransferazy (IMT1), kterd pfipojuje
methylovou skupinu na c¢tvrtou hydroxylovou skupinu myo-inositolu (Loewus and Loewus, 1983;
Loewus and Murthy, 2000; Negishi et al., 2015). Za normalnich podminek byla exprese IMT1 potlacena
ve vSech bunkach (Nelson et al., 1998) a pfi osmotickém stresu dochazelo k jeji indukci, coZ bylo
prokazadno u fady krytosemennych rostlin, napfiklad kosmatce (Mesembryanthemum crystallinum)
(Vernon and Bohnert, 1992b) a halofytni ryZze Porteresia coarctata (Sengupta et al., 2008). Ononitol se
ale ve vétsiné pripadl vyskytoval ve velmi nizkych koncentracich, protoze je pouze prechodnym
meziproduktem metabolismu pfi syntéze D-pinitolu (Ishitani et al., 1996). K epimeraci ononitolu na
pinitol dochazi ¢innosti D-ononitolepimerazy (OEP1) (Loewus and Loewus, 1983; Loewus and Murthy,
2000). Pinitol je metabolicky inertni a nachazi se v cytosolu i chloroplastech (Paul and Cockburn, 1989).
PFi stresu ze sucha a zasoleni dochazi k masivnéjsi methylaci, ¢imz se tvofi vice ononitolu (Ahn et al.,
2011) a nasledné pinitolu ve vSech typech bunék (v listech vice nez v kofenech, mize tvofit 7 az 9 %
suché hmotnosti rostliny (Paul and Cockburn, 1989)) a inositol spolu s ononitolem a pinitolem tvofri
hlavni metabolity transportované floémem (Nelson et al., 1998, 1999). Hromadéni pinitolu je

prospésné pro prizplsobeni se abiotickému stresu a stabilizaci membran pfi osmotickych
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zménach (Negishi et al., 2015).
Mezi dalsi derivaty inositolu patfi kyselina D-glukuronova (D-glukuronat a z néj vznikly UDP-D-
glukuronat), ktera slouzi k syntéze pektinovych a neceluléznich sloucenin bunécné stény (Loewus et

al., 1962).

2.1.2.3 Funkce myo-inositolu a jeho derivadtii

Inositol je v organismech soucdasti membranovych lipidd, fosfatidylinositoll (obr. 1). Z nich ma
velkou roli fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP2) na cytoplazmatické membrané, ktery je daleZity pro
endocytdzu, exocytézu a integritu cytoskeletu (Michell, 2008). Hydrolyzou PIP2 vnikaji signalni
molekuly, takzvani druzi posli, inositol-1,4,5-trisfosfat a 1,2-diacylglycerol (Michell, 2008; Munnik and
Vermeer, 2010; Valluru and Van den Ende, 2011). Dale vSechna eukaryota vyuzivaji fosfatidylinositol-

3-fosfat a pravdépodobné také fosfatidylinositol-3,5-bisfosfat v sekre¢nich a endocytotickych drahach.
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Obrdzek 1: Schéma syntézy myo-inositolu a jeho derivdti a jejich nejdileZitéjsi funkce. INO1 - myo-
inositol-1-fosfatsyntdza, IMT1 - O-methyltransferdza, OEP1 - D-ononitolepimerdza. Upraveno podle
Bohnert et al. (1995).



Kyselina fytova (myo-inositolhexakisfosfat) je nejvétsi zasobarnou fosfatu v rostlinach
(Bohnert and Cushman, 2000). DalSim derivatem inositolu jsou inositol-polyfosfaty (a z nich vzniklé
pyrofosfaty) (Michell, 2008) a galaktinol, ktery funguje jako donor galaktosylové skupiny pro
biosyntézu sacharid(l rafindzové rady (Bohnert and Jensen, 1996; Peterbauer and Richter, 2001).
Inositol je také soucasti glycero- a sfingolipidovych kotev, kde se Ucastni externi expozice protein(.
Ptikladem vyuziti inositolu u savcl je osmoregulace v burikach ledvin, které vyuZivaji Na+/inositolové

transportéry. Pokud tyto transportéry nefunguji, dojde k selhani ledvin (Michell, 2008).

2.1.2.4 Rostliny akumulujici myo-inositol a jeho derivdty

Jednou zrostlin, které vyuZivaji methylované derivaty Ml k osmotickému pfizplsobeni, je
Porteresia coarctata. Je to divoka halofytni ryze, vzdalené pfibuzna domestikované ryzi Oryza sativa,
rostouci v pobreznich mangrovovych oblastech Indie, Pdkistanu a Bangladése. Jelikoz roste
v zasolenych oblastech, ma fadu mechanism(, jak byt viéi tomuto stresu odolnéjsi (Sengupta and
Majumder, 2010). Jednim z takovych mechanism( je vylouceni soli prostfednictvim strukturné velmi
jednoduchych jednobunéénych solnych vlaska (Flowers et al., 1990). Pokud je mnozZstvi soli vysoké, na
povrchu listl se tvori viditelné krystaly (Sengupta and Majumder, 2010). Dalsi moZnost souvisi
s metabolismem inositolu, coZ je u této rostliny nejstudovanéjsi aspekt tolerance k zasoleni. P.
coarctata exprimuje gen PcINO1, ktery kdduje enzym, jehoz aktivita neni inhibovana zasolenim (in vitro
az do 500 mM NaCl) a také exprimuje gen indukovany zasolenim, PcIMT1 (Sengupta and Majumder,
2010). Pti zasoleni dochazi ke koordinované expresi obou genl a nasledné se zvysuji hladiny obou
proteind, z cehoZ vyplyva, Ze syntéza a akumulace MI, ononitolu a nasledné pinitolu je v této rostliné
regulovana stresem (Sengupta et al., 2008; Sengupta and Majumder, 2010). Pinitol se pfi stresu (400
mM NaCl po dobu 10 dni) hromadil v mnozstvi 35—40 umol/g Cerstvé hmotnosti, ve srovnani s tim se
v 0. sativa pinitol neakumuluje za normadlnich podminek ani pfi zasoleni, protoZe se v této
domestikované ryzi nenachdazi homolog genu IMT1 (Sengupta et al., 2008). Je tedy moiné, ze se
v pribéhu domestikace fada gen(l z Oryza sativa ztratila (Sengupta and Majumder, 2010). V posledni
dobé se rfada védcl vénuje vytvoreni transgenni ryze tolerantni v(ci zasoleni pomoci vneseni gen(
pravé z P. coarctata (Das-Chatterjee et al., 2006; Goswami et al., 2013; Mukherjee et al., 2019).
Podrobnéji rozebrano v kapitole Transgenni rostliny.

Pinitol se v pfirodé vyskytuje hlavné u lusténin, napfiklad séji (Glycine max) (Morinaga et al.,
2006). Kromé pinitolu, ktery je nejvice zastoupeny (6,6 az 17,7 mg/g susiny a tvoril 38 az 84 % vsech
rozpustnych uhlovodik() obsahuji séjové boby také mensi mnozstvi D-chiro-inositolu, Ml a sekvojitolu.
Kofenové hlizky obsahuji stejné cyklitoly, ale v jiném zastoupeni (pinitolu je zde jen 4 az 14,2 mg/g

susiny) (Phillips et al., 1982). Mezi dalsi lusténiny patfi naptiklad tropicka lusténina vigna ryZova
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(Vigna umbellata), kterd akumuluje ononitol (v listech 33 az 88 umol/g susiny) (Wanek and Richter,
1997), hrach sety (Pisum sativum), kde ononitol predstavuje hlavni sacharidovou slozku (tvofil 92 az
97 % vsSech cyklitoll) (Streeter, 1985) a kajan indicky (Cajanus cajan), ktery k osmotickému
pfizpisobeni pfi stresu ze sucha vyuziva pinitol (v listech az 85 mg/g susiny) (Keller and Ludlow, 1993).

Zvysenou syntézu a akumulaci cyklitolt, konkrétné quercitolu, vyuZiva béhem stresu ze sucha
i nékolik druhli eukalyptd. Bylo zkoumano 13 druhi eukalyptl rostoucich ve dvou typech prostredi,
suchém (rocni srazky nizsi nez 500 mm) a mirné vlhkém (roc¢ni srazky vyssi nez 500 mm). Rostliny ze
suchého prostredi reagovaly na nedostupnost vody akumulaci quercitolu, zatimco rostliny z mirné
vlhkého prostfedi pfi stresu z nedostatku vody upravovaly hladinu sacharézy. Akumulace quercitolu
pfi suchu je adaptaci na dlouhodoby stres, kterému jsou rostliny v takovém prostiedi neustale
vystaveny (Merchant et al., 2006). Se stejnymi vysledky pfisel tym Arndt et al. (2008), ktery se ale
zaméfil pouze na jeden druh eukalyptu (Eucalyptus astringens) rostouci v odliSnych podminkach, na
plantazich a vlesnim porostu. Stromy na plantazich mély vétsi listy a béhem léta byly vystaveny
vétsimu stresu ze sucha. Stromy v lese mély naopak méné listd a byly také méné vystaveny suchu. P¥i
suchu doslo k akumulaci quercitolu, u stroma z plantazi tvofil 5 % susiny, u strom( v lese pouze 2 %
(Arndt et al., 2008).

Dalsi rostlinou, kterd pfi stresu produkuje pinitol, je borovice pfimorska (Pinus pinaster).
Stromy rostouci v Maroku jsou adaptované na sucho a pfi stresu akumuluji pinitol v az 3krat vyssi mire
(0,5 az 2 mg/g susiny v déloznich listcich a primarnich jehlicich) v porovnani s rostlinami z Francie, které
jsou na sucho citlivé (Nguyen and Lamant, 1988).

V poloparazitickém jmeli (Viscum album) se nachazi jak latky, které produkuje samo, tak i
slouceniny z hostitelské rostliny, pficemz se obsah a zastoupeni jednotlivych cyklitold méni v zavislosti
na hostitelské rostliné. Bez ohledu na hostitele se nejvice cyklitold (endogennich i odvozenych od
hostitele) nachazelo vidy v listech jmeli (priimérné 8,3 % susiny ve dospélych a 8,9 % susiny v mladych
listech), ve stoncich byl obsah cyklitoll nizsi (6,5 % susiny) (Richter and Popp, 1992).

Dale mezi rostliny, které v reakci na stres produkuji a akumuluji velké mnoZstvi inositolu a jeho
derivatd, patii napfiklad zastupci bobovitych, jetel luéni a plazivy (Trifolium pratense a T. repens),
trnovnik akat (Robinia pseudoacacia), vistarie (Wisteria floribunda). VSechny tyto rostliny obsahuji
pinitol v mnoZstvi okolo 200-600 mg/100 g Cerstvé hmotnosti (Negishi et al., 2015).

Jednim z nejvyznamnéjsich modell pro studium stresové odpovédi na sucho a zasoleni je
kosmatec Mesembryanthemum crystallinum (Adams et al., 1998; Bohnert and Cushman, 2000). Tento
druh vykazuje Siroké spektrum reakci, které pomahaji zvlddnout nedostupnost vody, a soucasné je
studovany po dlouhou dobu. Pfedstavuje tedy vhodny pfiklad pro predstaveni moznosti modulace

metabolismu cyklitoll v Sirsim kontextu.



3. Mesembryanthemum crystallinum

Kosmatec trpytivy (Mesembryanthemum crystallinum), je halofytni rostlina z Celedi
kosmatcovité (Aizoaceae). Tento druh je plvodni v jizni Africe (v Kapsku a Namibii), pozdéji se rozsitil
i do Stfedozemi a Makronésie, ale dnes uz se nachazi ve vsech subtropickych oblastech svéta (napf.
Austrélie, USA, Ekvador, Peru, Chile a dalsi) (www.botany.cz).

Pozornost se na M. crystallinum zamétila zejména diky jeho vysoké odolnosti vici abiotickému
stresu, predevsim zasoleni. Ma& nékolik mechanism(, jak se stresu branit — kratkodobé v podobé
akumulace kompatibilnich solutl (pfedevsim prolinu, pinitolu/ononitolu), a dlouhodobé v podobé
CAM metabolismu (Thomas and Bohnert, 1993). Je to jeden z vyznamnych model( odolnych rostlin,
slouzici predevsim ke studiu stresovych reakci na molekularni drovni a také k porovnavani stresovych
reakci s jinymi druhy citlivymi i tolerantnimi vUici stresu (Nelson et al., 1999). Druhou vyjimecnou
vlastnosti této rostliny je schopnost pfechodu z C3 metabolismu na CAM, M. crystallinum tak slouzi
také jako model pro zkoumani regulace CAM fotosyntézy. U této rostliny dochdazi k environmentalné
indukovanému posunu od C3 fotosyntézy k CAM (Nelson et al., 1999; Bohnert and Cushman, 2000),
tedy vyvolanému plsobenim napfiklad nizké teploty, sucha a predevsim zasoleni (Adams et al., 1992).
Po odstranéni stresovych faktorl je rostlina schopna ,prepnout” zpét na C3 metabolismus. M.
crystallinum se vyznacuje schopnosti ukladani soli do vegetativnich pletiv (Nelson et al., 1999; Bohnert
and Cushman, 2000). Kromé soli je ale tato rostlina schopna ukladat, prevainé do korent, kadmium.
Mohla by tedy slouzit k fytoremediaci zasolenych oblasti se zvySenym vyskytem kadmia (Nosek et al.,
2019). Akumulace iontl zpUsobuje snizeni osmotického potencidlu vakuoly. Aby doslo k vyrovnani
osmotického potencialu, zvySuje se koncentrace polyoll (myo-inositolu, D-ononitolu a D-pinitolu) v
cytosolu a rostlina diky tomu muZe pfijimat vodu a udrZovat turgor (Nelson et al., 1999). Diky
schopnosti akumulace polyoll do vysokych koncentraci je rostlina tolerantni také v(ici suchu a chladu
(Adams et al., 1992). Naopak nevyhodou vyuziti M. crystallinum pro experimenty je extrémni plasticita
reakce na zmény prostredi a Ctyfmésicni Zivotni cyklus za podminek ristové komory (Bohnert and
Cushman, 2000). Autofi studie Agarie et al. (2009) pfrisli s ndvrhem vyuZiti rostliny jako funkcni
potraviny diky jeji schopnosti pti stresu ze sucha a zasoleni akumulovat polyoly, v disledku ¢eho? se
zvySuje antioxidacni aktivita v listech, kterd umoZiuje zachycovat volné radikaly. Vyhodou M.
crystalinum jakoZzto funkéni potraviny je obsah latek podporujicich zdravi a slouZicich k prevenci
riznych onemocnéni. Navic je moZnost rostliny konzumovat zasyrova, tedy bez predchoziho

zpracovani.


http://www.botany.cz/

3.1 Prechod k CAM

M. crystallinum je fakultativni halofyt, ktery ma schopnost CAM fotosyntézy, ale zna¢nou cast
svého Zivota ji nemusi vyuZit a asimiluje stejné jako bézné C3 rostliny. OvSsem za podminek stresu ze
sucha a zasoleni je schopen pfejit z C3 na CAM fotosyntézu a po odeznéni stresu se navratit zpét k C3
(Cushman et al., 1990; Winter and Holtum, 2007, 2014; Nosek et al., 2018). V pfirodnich podminkach
je cely proces synchronni se sezénnimi vykyvy v dostupnosti vody, na které se rostliny dokazaly
prizplsobit (Cushman et al., 1990). Drive se myslelo, Ze kompetence k zahajeni CAM metabolismu je
soucasti vyvojového programu rostliny. To bylo ale vyvraceno vysledky studie Wintera and Holtuma
(2007), které prokazaly, Ze rostliny péstované v nezasolenych a dobre zavlaZovanych podminkach
vykazuji po cely Zivotni cyklus C3 metabolismus. CAM fotosyntéza predstavuje Ucinny zpuUsob, jak
podstatné snizit spotfebu vody rostlin, a pfitom udrZet zisk uhliku pomoci asimilace za tmy (Winter et
al., 1978). Autofi Adams et al. (1992) a Vera-Estrella et al. (1999) na zakladé vysledkl experiment(
fikaji, Zze prechod na CAM fotosyntézu je zavisly na existenci organizovanych pletiv a vyzaduje
mechanismy nachazejici se pouze ve fotosynteticky aktivnich burikdch. Pro experimenty vyuZity
nefotosyntetizujici bunécné suspenzni kultury, které byly vystaveny zasoleni. Nedoslo u nich ke zméné
v aktivité enzymu PEPC ani v mnoZstvi proteinu PEPC. Vzhledem k tomu, Ze byly pouzity heterotrofni
bunécéné kultury, které neprovozuji zadny typ fotosyntézy, jsou tyto vysledky vzdaleny redlné situaci.
Fotoautotrofni bunécné kultury byly vyuZiti pfi experimentech Willenbrinka and Hisemanna, (1995).
Po vystaveni zasoleni v nich doslo ke zvyseni miry fixace CO, v noci a zvysila se aktivita enzymu
souvisejicich s CAM (zejména PEPC). Presto nedoslo k oscilaci akumulace kyseliny jablec¢né a vyvolani
CAM metabolismu. Podle autor(ll to ale pravdépodobné zpUsobily nevhodné podminky prostredi, a
pokud by byly bunécné kultury vystaveny spravnym podminkdm, k pfechodu na CAM by doslo
(Willenbrink and Hiisemann, 1995). Pro potvrzeni indukce CAM fotosyntézy u M. crystallinum by bylo
vhodnéjsi vyuzit fotoautotrofni a organové kultury.

Indukce CAM metabolismu byla prokdzana u fotomixotrofnich kalusovych kultur Kalanchoe
blossfeldiana. Kultury vykazovaly zmény v mnoZzstvi kyseliny jablecné béhem dne a noci, pfiéemz v noci
dochazelo k jeji akumulaci. Vysledky studie naznacuji, Ze kalusové kultury provozuji CAM fotosyntézu,
prestoze aktivita enzym( souvisejicich s CAM byla nizsi, ve srovnani s celistvymi rostlinami (Kluge et
al., 1987).

Genotypoveé je M. crystallinum povazovan za druh s CAM metabolismem, jelikoZ obsahuje
prislusné geny. Ekologicky a fenotypové se jedna o druh C3-CAM, protoZe dokaze pfechazet z jednoho
typu metabolismu na druhy. Fyziologicky je to fakultativni CAM rostlina, protoZze muze, ale nemusi,
vyuzit CAM metabolismus pro rlst a dokonceni Zivotniho cyklu (Winter and Holtum, 2007). Kromé M.

crystallinum patfi mezi fakultativni CAM rostliny také Kalanchoe daigremontiana, Kalanchoe pinnata,
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opuncie mexickd (Opuntia ficus-indica) (Winter et al., 2008), Calandrinia polyandra, Srucha zelena
(Portulaca oleracea), Talinum triangulare (Winter and Holtum, 2014) a dalSi. Ke zméné na CAM
metabolismus je klicova aktivace exprese genu pro fosfoenolpyruvat karboxylazu (PEPC; Cushman,
Michalowski and Bohnert, 1990). Na rozdil od rostlin s C3 fotosyntézou, které fixuji CO, ve dne, rostliny
s CAM oteviraji praduchy v noci, coZ jim umoziuje Setfit vodu. Vazou CO, spolu s fosfoenolpyruvatem,
ziskanym glykolytickym Stépenim Skrobu, do maldtu pomoci PEPC. BEéhem dne se malat Stépi na CO,,
ktery nasledné vstupuje do Calvinova cyklu, a na pyruvat, ktery slouzi k syntéze skrobu (Winter et al.,
2008). Pfi experimentech autorli Wintera and Holtuma (2007) byly pozorovany zmény v pfijmu CO, 31
dni starymi rostlinami péstovanymi v kvétinacich a hydroponické kultute. Rostliny v kvétinacich byly
v pribéhu 4 dni oSetfeny roztoky s riznym mnozstvim NaCl a nasledné byla omezena dostupnost vody.
Nejprve rostliny vykazovaly C3 metabolismus a CO, fixovaly vyhradné ve dne. Postupné se zacal
sniZzovat pfijem CO; ve dne, a naopak se zvysil pfijem CO; pres noc, coZ znamena, Ze rostlina pfesla na
CAM fotosyntézu. Stimto typem metabolismu rostliny dokoncily Zivotni cyklus. Stejny pokus byl
proveden i s rostlinami v hydroponické kulture. Po vystaveni rostlin zasoleni doslo k indukci CAM
metabolismu rychleji neZ u rostlin v kvétinacich, pravdépodobné kvili tomu, Ze se roztok NaCl v plidé
naredil zbyvajici vodou. Na konci Zivotniho cyklu se opét zvysil pfijem CO, za svétla. Ackoliv rostliny
prijimaly CO; v noci, zisk uhliku byl po cely Zivotni cyklus vyssi ve dne (Winter and Holtum, 2007).
Nevyhodou CAM fotosyntézy je vysoka spotieba energie na fixaci CO, a ndsledné skladovani
meziproduktl (Nosek et al.,, 2018). Prestoze je CAM metabolismus indukovan v zavislosti na
podminkach prostfedi, je schopnost prechodu uréena vyvojové. Mladsi rostliny maji omezenou reakci
na stres ze zasoleni, protoZe u nich nedochazi ke zvyseni aktivity PEPC, zatimco starsi rostliny vykazuji
daleko vétsi odezvu. Existuje tedy pfedem vytvoreny vyvojovy gradient v citlivosti k plisobeni zasoleni,
ktery ma za nasledek expresi klicového enzymu CAM metabolismu (Cushman et al., 1990). Zména na
CAM indukovana salinitou trva 1 az 2 tydny, coz naznacuje, ze CAM metabolismus neni mechanismus
tolerance vysokych koncentraci soli, ale potvrdilo se, Ze predstavuje dlouhodobou adaptaci na
nedostatek vody spojeny se zasolenim (Luttge, 1993).

Aby se potvrdila reverzibilita CAM, byly rostliny pfi experimentech Noska et al. (2018)
rozdéleny do tfi skupin. Prvni skupinu tvofily rostliny s C3 fotosyntézou, zavlazované vodovodni vodou.
Dalsi skupina byla zavlaZovdana 400 mM roztokem NaCl, aby u rostlin doslo k indukci CAM fotosyntézy.
Tato skupina byla nasledné rozdélena a polovina rostlin byla vystavena odsoleni (odstranéni NaCl
z pldy proplachovanim pldniho substratu vodovodni vodou po dobu 2 hodin). Nasledné byly
pozorovany zmény v mnozstvi malatu u rostlin s aktivnim CAM a odsolenych rostlin s CAM a hodnoty
byly porovnany s rostlinami s C3 metabolismem. Béhem prvniho dne experimentu se u odsolenych
CAM rostlin vyrazné snizilo mnoZstvi malatu ve srovnani s rostlinami s CAM fotosyntézou. V dalSich

dnech se mnoZstvi malatu odsolenych rostlin s CAM vyrovnalo mnoZstvi v rostlinach s C3. Podobné
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tomu bylo i s expresi PEPC. U odsolenych rostlin s CAM byla zpocatku exprese PEPC podobna jako u
CAM, ale poté zacala klesat, az dosahla hodnoty rostlin s C3 metabolismem. Z téchto vysledkl vyplyva,
Ze zmény v mnoistvi maldtu a expresi PEPC jsou paralelni uddlosti, coZz potvrzuje, Zze odstranéni
stresového faktoru vede k preméné CAM na C3 metabolismus. Dokazuje to také, Ze preména C3 na
CAM je prechodna reakce na stres, a Ze rostliny s touto schopnosti mohou velmi rychle ptizpUsobit svij
metabolismus uhliku a distribuci energie (Nosek et al., 2018). Uplny navrat k C3 ale &asto neni mozny,
kvlli kratké Zivotnosti listl. Navic mGZe prenos ze zasoleného do nezasoleného média poskodit koreny
a prodlouZit plsobeni stresu (Winter and Holtum, 2014).

Odstranéni soli z média mélo také vliv na expresi genl a aktivitu proteinli antioxidacnich
enzym kataldzy (CAT), superoxiddismutazy (CuZnSOD) a askorbatperoxidazy (APX). Ve dne byla v CAM
z média), kdy byla nejvyssi ve srovnani s odsolenymi rostlinami s CAM a rostlinami s C3 metabolismem.
Maximalni aktivita CAT souvisela s tvorbou H,0,, zvySenou fotorespiraci a vycerpanim CO,. Vyssi
exprese CAT1 a Uroven aktivity jsou charakteristické pro rostliny C3 a jsou preferovany v méné
naro¢nych podminkdach prostfedi. Denni zmény v aktivité APX v CAM a odsolenych CAM rostlinach
korelovaly s aktivitou CAT. Pfi prechodu z CAM na C3 dochazelo ke zvyseni aktivity CAT a snizeni aktivity
APX. To naznacuje kompenzaci ucinku mezi plisobenim APX a CAT, protoZze oba enzymy se podileji na
odstranovani vedlejSiho produktu metabolismu kysliku - H,0,. CuZnSOD je intraceluldrni marker
stresu, u kterého doslo po odstranéni stresového faktoru a prechodu z CAM na C3 k vyraznému snizeni
aktivity, ale nedoslo ke zméné hladiny exprese genu. Tyto vysledky potvrzuji rozdily mezi rostlinami C3
a CAM, které odrazi rozdilny pribéh antioxidacni aktivity béhem dne (Nosek et al., 2018). Antioxidacni
aktivita je duleZita také v obrané proti zvySenym koncentracim kadmia. Nizkd koncentrace kadmia
nezplsobuje u C3 ani CAM rostlin kosmatce Zzadné morfologické zmény a nema vliv na rlst stonku ani
korenu. Po zaliti rostlin 1 mM roztokem CdCl, doslo k akumulaci kadmia do mnozZstvi 216,05 mg/kg
v kofenech a 19,5 mg/kg ve stoncich CAM rostlin. Dale byla pozorovana aktivita tri typu
superoxiddismutdzy, konkrétné CuZnSOD a v cytosolu, MnSOD v mitochondriich a FeSOD v
chloroplastech. CuzZnSOD u CAM vykazovala vyssi aktivitu neZz u C3 rostlin po oSetfeni kadmiem. U
zbylych svou typl doslo po oSetfeni kadmiem k vyraznému zvyseni aktivity u C3 rostlin, pfesto byla ale
jejich aktivita u CAM vyssi. Potvrdilo se tedy, Ze se u M. crystallinum s C3 i CAM metabolismem zvysila
odolnost vici vyssim koncentracim kadmia diky vysoké aktivité antioxidacnich enzym(l. UvaZuje se tedy
o vyuziti této rostliny k fytoremediaci pld, které jsou zasolené a zaroven obsahuji kadmium (Nosek et
al., 2019).

Na indukci CAM md vliv, kromé stresu znedostatku vody a zasoleni, i pomér
cerveného/dlouhovinného cerveného svétla (R/FR). Pokud bylo M. crystallinum vystaveno svétlu

s nizkym pomérem R/FR, doslo k indukci aktivity PEPC a akumulaci maldtového aniontu. Nizky pomér
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R/FR pusobi na stejnou drahu prenosu signalu jako stres ze zasoleni. Oba tyto faktory zpUsobuji indukci
PEPC a akumulaci malatového aniontu a pokud plsobi na rostlinu soucasné, dochazi k akumulaci
téchto induktor(i CAM do vétsiho mnozstvi, nez kdyZ jsou rostliny vystaveny jen jednomu ze stresovych
faktor(. Nizky pomér R/FR také zplsobil hromadéni pinitolu az do pétkrat vyssich koncentraci, nez kdyz
bylo pouZito svétlo svysokym pomérem R/FR. Podle autorl (Cockburn et al, 1996) reakce
zprostredkované fytochromem a stres ze zasoleni pusobily na stejnou drdhu prenosu signalu a
indukovaly CAM metabolismus (Cockburn et al., 1996). Dalsim faktorem, ktery dokaze vyvolat CAM
metabolismus je kyselina abscisova (ABA). Chu et al. (1990) nahradili stres ze sucha exogenni aplikaci
ABA na listy a kofeny. BEhem nékolika dni doslo k indukci CAM metabolismu a projevilo se to zvySenim
aktivity PEP karboxyldzy (Chu et al., 1990). Dalsi faktor, ktery dokaze vyvolat jak CAM metabolismus,
tak akumulaci pinitolu a prolinu, je cytokinin, pficemz je v kombinaci s NaCl dokonce ucinnéjsi nez
kyselina abscisova (Thomas and Bohnert, 1993). Cytokininy jsou fytohormony, které byly pldvodné
objeveny jako regulatory bunécéného déleni. Pozdéji se zjistilo, Ze se podili na fungovani fady procesl
v rlstu a vyvoji rostlin, jako napftiklad vétveni stonk(, kofen(, regulace kveteni, kliceni a mnoho dalsich.
V posledni dobé se objevily dalsi funkce cytokininl v reakci na biotické a abiotické stresy. Cytokininy
maji roli v reakci na nizkou i vysokou teplotu, sucho, zasoleni a nutri¢ni stres, a také se Ucastni odpovédi
na rostlinné patogeny a byloZravce. Rostliny reaguji na stres snizenim hladiny cytokinind (coZ bylo
prokdzano mimo jiné u Arabidopsis) a downregulaci exprese cytokininovych receptord. Na tomto
procesu se podili i negativni reguldtory cytokininové signalizace (Pavlu et al., 2018). V literature se
objevila zminka o ucasti cytokinin( v téchto drahach, ale experimentalné se tomu vénuje omezené
mnozstvi praci. Podrobnéjsi informace o roli cytokininG v A. thaliana pfi stresu se nachazi napftiklad ve

studiich Pavlu et al. (2018) a Cortleven et al. (2019).

3.2 Kompatibilni soluty - sacharidy

Pfi stresu dochazi v M. crystallinum ke zméndm v expresi gen(, které vedou ke zvySené syntéze
a nasledné akumulaci kompatibilnich solutl pinitolu a ononitolu (Ishitani et al., 1996; Adams et al.,
1998). Rostlina je ale nedokaze akumulovat bez pfitomnosti jejich prekurzoru, myo-inositolu, za
nestresovych podminek ani po plsobeni stresu. Syntéza Ml neni specifickd pro konkrétni typy bunék —
vSechny bunky maji schopnost syntetizovat Ml z glukdza-6-fosfatu, ale lisi se v mnozstvi myo-inositol-
1-fosfatsyntazy (INPS/INO1) (Nelson et al., 1998, 1999). INO1 a myo-inositolmonofosfataza (IMP1) fidi
syntézu inositolu (Ishitani et al, 1996) a myo-inositol O-methyltransferaza (IMT1) a D-
ononitolepimeraza (OEP1) katalyzuji hromadéni methylovanych derivat( inositolu (Adams et al., 1992;

Vernon and Bohnert, 1992b; Nelson et al., 1998).
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V M. crystallinum je transkript INO1 hojny i v nepfitomnosti stresu a stres jeho hladinu jesté
zvysuje (Ishitani et al., 1996; Nelson et al., 1998). P¥i stresu ze zasoleni se nezdvislost na konkrétnich
burikach ztraci, hladina exprese INO1 se zvySuje zejména v mezofylovych burikach list( (Nelson et al.,
1999), az 10krat stoupda koncentrace volného myo-inositolu (Ishitani et al., 1996), a naopak hladina
exprese INO1 klesa v kofenech. Pfi stresu ze zasoleni dochazi k indukci IMT1 ve vSech typech bunék,
ale v rlizné mite (Nelson et al., 1998). Pokud byly mladé rostliny (semenace) M. crystallinum vystaveny
stresu ze zasoleni a oSetfeny M, teprve potom dokazaly akumulovat polyoly, coZ zplsobilo, Ze na stres
reagovaly stejné jako dospélé rostliny (Nelson et al., 1999).

ProtoZe bylo navrieno, Ze stresova reakce M. crystallinum je fizena vyvojovym programem,
zaméfil se tym Vernon and Bohnert (1992) na expresi dvou transkriptl indukovanych solnym stresem
v rlizné starych rostlinach M. crystallinum, GPD1 (gen kodujici glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenazu)
souvisejici s fotosyntézou, a IMT1. U vSech vékovych skupin rostlin doslo po vystaveni stresu ze zasoleni
k akumulaci IMT1 (Vernon and Bohnert, 1992b; Ishitani et al., 1996) a naslednému hromadéni pinitolu
(Paul and Cockburn, 1989), naopak akumulace GPD1 je vazana na vék rostliny a doslo k ni u starsich
rostlin aZ v 3krat vétsi mife neZ u mladsich. GPD1 se s rostoucim vékem akumuluje i u nestresovanych
rostlin, u IMT1 tento jev nepozorujeme. Vyplyva z toho tedy, ze akumulace IMT1 a nasledné pinitolu v
M. crystallinum neni zavisla na stafi rostlin, jako je exprese genu souvisejicich s CAM (Vernon and
Bohnert, 1992b). Na podobné téma navazala studie Vernon, Ostrem and Bohnert (1993), ktera se
zameéfila na expresi gent IMT1, GPD1, PPC1 (jeden z genli pro PEPC) a B5 (koduje thiolovou protedazu).
VSechny tyto transkripty se hromadi v listech M. crystallinum pfi stresu ze zasoleni, a pfedpokladala se
tedy koordinovana indukce téchto gend. Autoti ovSem zjistili, Ze ackoliv na stres ze zasoleni reaguji
vSechny geny podobné (jsou indukovany), odpovéd na stres z chladu a nedostatku vody byla odlisna.
Pfi stresu z nedostatku vody byl indukovan pouze gen PPC1, jehoZz mnoZstvi se sice zvysilo, ale stéle
bylo mensi nez pfi stresu ze zasoleni. U ostatnich genl nedoslo k Zadné zméné. Pokud vystavili rostliny
nizké teploté, zvysila se indukce IMT1, hladiny ostatnich gen( zlstaly na stejné Urovni nebo se jesté
snizily. Z téchto vysledkd vyplyva, ze M. crystallinum mUZe rozliSovat mezi stresem ze zasoleni a
stresem z nedostatku vody pomoci rlizné miry exprese jednotlivych gen(. Reakce na stres je vyvoladna
vice signaly a existuje sloZita sit reak¢nich drah a mechanismu, které umoznuji rostliné zvysit hladinu
transkript konkrétnich gen(, diky kterym tak mGze vhodné reagovat na stresové podminky (Vernon
etal., 1993a).

V reakci na stres je tedy dlleZita predevsim syntéza myo-inositolu, ale dochazi také ke zménam
v podilech jednotlivych sacharidl v listech a kofenech. U nestresované kontroly prevladaly v listech
cukry glukdza, fruktdza a sachardza a rostliny obsahovaly také mensi mnozZstvi (méné nez 1 % vSech
rozpustnych sacharid(i) MI. Pti zasoleni doslo v listech ke zvyseni koncentrace sachardzy (nebo alespon

k udrzeni na stejné hladiné), mnoZstvi glukdzy a fruktdzy se znacné snizilo. Zvysil se obsah Ml, ktery
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s delSim pUsobenim stresu postupné rostl, az dosahl maximalni hladiny a zacal opét klesat, zatimco
mnozstvi pinitolu a ononitolu se stale zvySovalo (Adams et al., 1992). Pfitomnost Ml zrychluje ptijem a
transport sodiku. Pfi stresu dochazi ke zvySeni mnozstvi Ml ve floému a spolu s tim se zvySuji také
hladiny sodiku a inositolu v xylému, kterym se transportuji do listd (Nelson et al., 1999). Jednim
z klicovych mechanismu, které se podili na toleranci soli v rostlinach, je vyména Na* za H* na tonoplastu
vakuoly (Barkla et al., 2002). Dochazi k ni na tonoplastu vakuol v listech a stoncich rostlin (Chauhan et
al., 2000), zabranuje toxicité sodiku v cytosolu a pfi zasoleni dochazi k jejimu posileni. Exprese genu,
ktery koduje prislusny antiporter, je pletivové specificka - v listech rozdéluje sodik do jednotlivych
vakuol, kde se ndsledné skladuje (Chauhan et al., 2000). Antiporter vykazuje nejvyssi aktivitu na
tonoplastu vakuol méchyrkovitych bunék, kde dochazi k nejmasivnéjsi vyméné Na* za H* (Barkla et al.,
2002). Potvrzeni dlleZitosti Ml v pfijmu sodiku se vénoval tym védcl Nelson, Koukoumanos and
Bohnert (1999). Pokud byly semenace oSetfeny pouze MI, nedoslo ktémér zadnému zvyseni
koncentrace Na* v listech. Pokud byly rostliny oSetfeny pouze NaCl, mnozZstvi sodiku v listech se zvysilo,
ale k nejvétSimu zvysSeni koncentrace sodiku doslo, kdyz byl k rostlinam pridan Ml v kombinaci s NaCl.
Semenade diky tomu reagovaly na zasoleni stejné jako dospélé rostliny (Nelson et al., 1999). Umérné
mnozstvi NaCl se zvySovala i koncentrace pinitolu/ononitolu s tim, Ze nejvys$si koncentrace byla
namérena v mladsich ¢astech rostliny — v horni ¢asti stonku, v postrannich vyhoncich a v malych listech
(Agarie et al., 2009). Na mnoizstvi drasliku neméla Zadna z pridanych latek vliv, coZ znamena, Ze byl
tento ucinek specificky pouze pro sodik (Nelson et al., 1999). Tyto zavéry jsou ale ¢astecné v rozporu
s vysledky studie Tran et al. (2020). Pfi jejich experimentech bylo zjisténo, Ze pokud byly bunécné
kultury M. crystallinum vystaveny stresu ze zasoleni, doslo k akumulaci Na*, ClI, K* a NO¥, a také
vzrostla exprese gent pro transportéry téchto iont(. Pfi koncentracich NaCl v médiu nad 200 mM doslo
k zastaveni akumulace K* a NO*, hladiny CI- a Na* se nadéle zvy$ovaly a pozitivhé korelovaly s ristem.
Vyplyva z toho tedy, Ze pro zvyseni ristu byla vyZzadovana zvySena akumulace soli, a také, Ze urcité
koncentrace NaCl podporovaly hromadéni K* a NO* (Tran et al., 2020). Je ale moZné, 7e bunéiné
suspenzni kultury nesdili vSechny mechanismy s celistvymi rostlinami.

U korenl je ve srovnani s listy situace odlisna. V kofenech nestresované kontroly byl celkovy
obsah sacharidd podobny jako u list(, ale v nejvétsim mnozstvi tam byla zastoupena sacharéza. Ml se
v korenech vyskytoval v mnozstvi 0,1 umol/g Cerstvé hmotnosti (Adams et al., 1992). PFi stresu
nedochazelo v kofenech k syntéze myo-inositolu a kofenovy systém byl zavisly na Ml a ononitolu
transportovanych floémem (Nelson et al., 1998). Ke sniZzeni mnozZstvi sodiku v kofenech slouzi dalsi typ
transportéru na tonoplastu vakuol, konkrétné Na*/myo-inositolové symportery, které jsou aktivované
stresem ze zasoleni. Spolu s aktivaci symporteru dochazi ke zvyseni transportu Ml z list(i do koren(l a
také se zvysuje transport sodiku xylémem. V glykofytni Arabidopsis je exprimovan gen homologni

k tomuto symporteru, ale jeho exprese neni ovlivnéna zasolenim tolik jako v M. crystallinum (Chauhan
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et al., 2000). Dalsi odlisnosti je, Ze u Arabidopsis nedochazi pfi stresu ke zvyseni exprese INO1 ani
obsahu M, cozZ jsou hlavni rozdily mezi glykofyty a halofyty v toleranci zasoleni (Ishitani et al., 1996).
Nelson, Koukoumanos and Bohnert (1999) vyslovili hypotézu, Ze primarni prijem sodiku do kofen( byl
ve vSech rostlindch podobny, ale to, co odliSovalo glykofyty a halofyty, byl transport sodiku xylémem
v zavislosti na pritomnosti a transportu Ml, pfi¢emz se vyskytovaly rozdily v jeho syntéze mezi kofeny
a nadzemni ¢asti. Ml byl pfi zasoleni hlavni slou¢eninou transportovanou floémem (Nelson et al., 1999)
a signalizoval do kofen( stav fotosyntézy listl - dostatek myo-inositolu indikoval zdravé listy, a tedy
dostatek prostoru, kam mohl byt sodik rozdélen (Ishitani et al., 1996). Diky koordinované indukci
Na*/myo-inositolovych symporterd a Na*/H* antiporter( se prenasi sodik z vakuol kofen( do cytosolu,
a nasledné xylémem do mezofylu listli, ¢imZ se sniZuje osmoticky potencial v listech (Chauhan et al.,
2000). Pravdépodobné existuje vzajemna zavislost zmén v distribuci myo-inositolu a pfijmu sodiku. Ml
tedy muZe slouzit nejen jako substrat pro produkci kompatibilnich solutl, ale také jako signal mezi
kofeny a listy, ktery podporuje absorpci sodiku (Nelson et al., 1999).

Adams et al. (1992) srovnavali ucinky zasoleni na celistvé rostliny a na bunécné suspenzni
kultury M. crystallinum (vytvofili 3 linie bunécnych kultur z hypokotylu, list( a kofenl) a zjistili, Ze,
mnoizstvi cukrd a cukernych alkoholl v kontrolni a experimentalni varianté suspenznich kultur se
znacéné lisi. Kontrolni buniky obsahovaly nejvice sachardzy, ddle fruktézu a nejméné glukdzy. Pfi stresu
ze zasoleni (400 mM NaCl) se mnozstvi sachardzy nijak vyrazné nezménilo, zatimco koncentrace
fruktozy a glukdzy poklesly. Nejdllezitéjsim zjisténim ale je, Ze ani po 7 dnech stresu ze zasoleni
nedoslo k narlstu koncentraci inositolu, ononitolu ani pinitolu. Plvod bunécné linie nemél na vysledky
zadny vliv (Adams et al., 1992). Naopak se ale zvySovalo mnozZstvi prolinu (tvofil az 40 % vSech volnych
aminokyselin), pfi zasoleni se rist suspenznich bunék zpomaloval, presto stale zlstavaly Zivotaschopné
(Thomas et al., 1992a). Na stejné téma navazala dalsi studie tymu (Adams et al., 1998), ktera potvrdila
predchozi vysledky, Ze u suspenznich kultur vystavenych stresu nedochdzi k akumulaci pinitolu.
Zavérem prace tedy je, Ze tyto suspenze bunék vykazuji nékteré znaky typické spise pro glykofytické
systémy a M. crystallinum je halofytni pouze pokud jsou pfitomna organizovana pletiva (Adams et al.,
1998). K potvrzeni takovych zavér( je ale tfeba provést dalsi experimenty s kulturami v rGznych fazich
organizovanosti. Z obou studii tedy vyplyva, Ze vnimani stresu vede k nékolika signalim a k jejich
preménam, a Ze rGzné signdly musi byt integrovany, aby vyvolaly reakci celé rostliny (Adams et al.,
1992, 1998). Toto zjisténi také ¢astecné vysvétluje pfedchozi pozorovani, tedy Ze semenace a juvenilni
rostliny nejsou vici zasoleni tolerantni tolik, jako dospélé rostliny (Adams et al., 1998). Caste¢né
odlisné vysledky byly publikovany ve studii Tran et al. (2020). K vytvoreni bunééné suspenze byl pouzit
kalus z hypokotylt 7dennich semenacl. V burikach vystavenych zasoleni doslo ve srovnani s kontrolou
ke zvyseni obsahu V-ATPazy (c-podjednotky), H*-ATPazy na tonoplastu a McIMT1. Pro udrZeni nizkych

koncentraci Na* a ClI" v cytosolu dochazi pfi zasoleni k jejich sekvestraci do vakuoly, coz je umoZnéno
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gradientem H*, ktery se tvori H*-ATPazou na tonoplastu vakuoly. Po osetfeni bunék roztokem NaCl o
koncentraci 100 mM doslo po 48 hodinach ke dvojnasobnému zvyseni exprese IMT1 ve srovnani
s kontrolou, podobné doslo i ke zvySeni aktivity genu, ktery je zapojeny v syntéze prolinu. Z téchto
vysledk(l vyplyvd, Ze pro indukci mechanismU tolerance v bunécnych suspenznich kulturach v
pritomnosti NaCl bylo vyZadovano snizeni osmotického potencidlu v cytosolu (Tran et al., 2020).
Bunéénym suspenznim kulturdm se vénoval i tym Vera-Estrella et al. (1999), na rozdil od predchozich
experiment( ale pro vytvoreni bunééné kultury pouZil kalus odvozeny z listl 6tydennich rostlin. P¥i 200
mM NaCl v médiu byl pozorovan nejintenzivnéjsi rast kultury a bunky byly schopny akumulovat Na+
do koncentraci prevysujicich mnoZstvi v médiu. Po 40 tydnech s 200 mM NacCl byla koncentrace Na* az
300 mM. Na* je transportovan do vakuol prostfednictvim tonoplastové V-ATPazy a Na*/H* antiporteru
stejné, jako se tomu déje u celistvé rostliny. S nardstem koncentrace NaCl v médiu (do 200 mM) se
zvySovala aktivita téchto dvou transportér(l oproti stavu bez soli. Zaroven doslo k hromadéni pinitolu
a proteinu IMT. Pti 50 — 150 mM NacCl se zvysilo mnozstvi pinitolu na dvojnasobek kontrolni hodnoty a
pfi této koncentraci NaCl se také zvySovalo mnozstvi IMT. Z téchto vysledk( vyplyva, Ze akumulace
pinitolu a IMT jsou mechanismy zvySené tolerance vici zasoleni srovnatelné s reakci celistvé rostliny,
a nejsou tedy zavislé na organizovanych pletivech rostlin. Jednim z moznych odlvodnéni proc se tyto
vysledky lisi od predchozich je, Ze byly v této studii pouZity buriky z list starsich rostlin, které maji na

rozdil od mladych rostlin mechanismy tolerance stresu plné aktivni (Vera-Estrella et al., 1999).

3.3 Dalsi kompatibilni soluty

Dalsi slouceninou, ktera v M. crystallinum funguje pfi stresu jako kompatibilni solut, je
aminokyselina prolin. Hromadi se v cytosolu (Demmig and Winter, 1986; Tran et al, 2020)
prostiednictvim zvysené aktivity Al-pyrrolin-5-karboxylatsyntazy (P5CS) (Oh et al., 2015; Tran et al.,
2020). V nejvétsim mnozstvi se ale prolin vyskytuje ve vakuolach (Demmig and Winter, 1986).
Akumulace prolinu je ¢astou, a také jednou z nejcasnéjsich (Sanada et al., 1995) odpovédi na stres u
citlivych i tolerantnich druhQ vici zasoleni (Thomas et al., 1992a). Osm tydnU staré rostliny M.
crystallinum byly zalévany roztokem NaCl o koncentraci 400 mM na zac¢atku svételné periody a bylo
méfeno mnozstvi prolinu v listech. Obsah prolinu byl ve stresovanych rostlinach mirné vyssi nez v
nestresovanych rostlinach, postupné se zvysoval a béhem 10 dni pti zasoleni dosahl 10 pmol/g erstvé
hmotnosti (Sanada et al., 1995). Pfesto se v chloroplastech pfi stejné koncentraci NaCl nachazel prolin
v méné nez 50 mM koncentraci, coZ naznacuje, Ze prolin nema v chloroplastech hlavni osmoregulacni
roli (Demmig and Winter, 1986). Pfi zasoleni dochazi u M. crystallinum k vyrazné akumulaci prolinu

pouze za svétla pred prechodem k CAM metabolismu (Thomas et al., 1992b; Sanada et al., 1995). Stala
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hladina prolinu je v M. crystallinum okolo 0,4 umol/g ¢erstvé hmotnosti, po pfidani 300 mM roztoku
NaCl do média ale dochazi k az desetindsobnému narlstu jeho mnozstvi (Shevyakova et al., 2013).
Prolin maroliv pfizplsobeni se zasoleni, ve dne se vyskytuje v nejvys$sim mnozstvi (5-10 umol/g erstvé
hmotnosti) a ma osmoregulac¢ni funkci, v noci se jeho mnozstvi snizuje a slouzi k dodavani energie pro
rozdélovani iontd do vakuol (Sanada et al., 1995).

Ke zjisténi dalSich funkci prolinu byly listy juvenilnich (4tydennich) a dospélych (9tydennich)
rostlin oSetfeny paraquatem (0,1 uM) a paraquatem kombinovanym se 100 mM NaCl nebo 5 mM
prolinem (Shevyakova et al., 2009). Paraquat pfijima elektrony z PSIl a ptendsi je na kyslik. Tim dochazi
k redukci kysliku na superoxidy, coZ jsou volné radikaly, které ovliviuji aktivitu chloroplast( (Takahashi
and Asada, 1988). Po osetfeni paraquatem byla hladina prolinu v listech juvenilnich rostlin az 5krat
vy$si nez v listech dospélych rostlin. Nejvice endogenniho prolinu se akumulovalo po osetfeni
samotnym NaCl u juvenilnich i dospélych rostlin. Exogenni pfidani 5 mM prolinu mélo nejvétsi ucinek
v kombinaci s paraquatem, kdy doslo ke sniZzeni mnozZstvi superoxidovych radikall, peroxidace lipidd,
az 5krat se snizila aktivita SOD a zvysil se obsah chlorofylu v listech. Z vysledkl vyplyva, Ze prolin ma
funkci jak osmoprotektivni, tak i antioxidacni (Shevyakova et al., 2009).

Byl také zkouman vliv ABA na akumulaci prolinu. Béhem stresu ze zasoleni vzrlistala
koncentrace ABA v listech 8 az 10krat (Thomas et al., 1992b). Pokud byl pfi zasoleni (300 mM NacCl)
pridana do média ABA v 1 uM koncentraci, zvysila se Zivotaschopnost rostlin, akumulace biomasy,
snizila se intenzita oxidacniho stresu a akumulace prolinu az 0 40 %. SniZzeni mnoZstvi prolinu po pfidani
ABA miZe byt zplsobeno zeslabenim oxidacniho stresu nebo zvysenym obsahem vody v listech kvali
inhibici transpirace. ABA tedy nema roli ve zvySeni akumulace prolinu (Shevyakova et al., 2013), na
rozdil od cytokininu (6-BAP), ktery vyvolava reakce podobné jako pridani NaCl a zptsobuje mimo jiné
pravé hromadéni prolinu. Kontrolni rostliny obsahovaly prolin v mnozstvi 40 ug/g cerstvé hmotnosti,
zatimco rostliny s pfidanym cytokininem obsahovaly 268 ug/g cerstvé hmotnosti prolinu (Thomas et
al., 1992b).

| v ptipadé prolinu byly pro studium vyuZity bunécné suspenzni kultury odvozené z korend,
hypokotylu a listd 2tydennich semendcd, ale plvod bunéénych kultur nemél na vysledky vliv (Thomas
et al., 1992a). V bunécnych kulturdch vystavenych zasoleni se vyrazné zvysila aktivita McP5CS ve
srovnani s neosetfenymi burikami (Tran et al., 2020). Podrobnéjsi analyze rozpustnych aminokyselin
byly podrobeny pouze kultury vytvorené z listl a kofend. Prolin tvofil jen 5 % ze vSech rozpustnych
aminokyselin. Po osetfeni 400 mM roztokem NaCl dosSlo ke zpomaleni ristu a mnoZstvi prolinu se
zvysilo na 40 % vsech rozpustnych aminokyselin (Thomas et al., 1992a). Hromadéni prolinu muize byt
reakci dostateCnou pro preZziti pfi mirné intenzité stresu ze zasoleni. Pfi silnéjSim a dlouhodobéjsim
stresu ma ale M. crystallinum jiné efektivnéjSi mechanismy, jak nepfiznivé podminky prekonat

(naptiklad akumulace pinitolu a zména na CAM fotosyntézu) (Adams et al., 1992).
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3.4 Méchyrkovité bunky
Vyraznou strukturou Mesembryanthemum crystallinum jsou méchyrkovité bunky epidermis (z
angl. epidermal bladder cells, EBC, viz obr. 2b) (Steudle et al.,, 1975; Adams et al., 1992), které
vyznamné pfispivaji k extrémni odolnosti rostliny vici zasoleni (Oh et al., 2015). Jsou to neZldznaté,
nesekretujici, jednobunécéné trichomy pokryvajici nadzemni ¢ast rostliny (Steudle et al., 1975), jejichz
povrch je tvoreny kutikulou, kterd zabranuje ztratam vody (Llttge et al., 1978). Diferencuji se béhem
raného vyvoje nestresované rostliny (Adams et al., 1992; Jou et al., 2007), ale z(stavaji nenapadné,
nevystupujici nad rovinu pokoZky listu nebo stonku (Steudle et al., 1975; Adams et al., 1992; Oh et al.,
2015). V bazdlni casti EBC byly nalezeny chloroplasty, coZ naznacuje, Ze tyto buriky maji alespon
omezenou fotosyntetickou aktivitu (Kramer, 1979). Hlavni proteiny, které se v EBC hromadi, se podileji
na fotosyntéze (mald a velkd podjednotka Rubisca, enolaza), sekvestraci sodiku (E podjednotka V-
ATPazy) a obrané rostliny pred stresem (kyseld i zasaditd forma cystein protedzy PR5 a PR10
(pathogenesis related proteins) (Jou, Wang and Yen, 2007). Sodik dokazi hromadit i mezofylové buriky
listd (Adams et al., 1998), ale mistem nejvyssi akumulace jsou pravé méchyrkovité buriky epidermis
(Barkla et al., 2002), které mohou hromadit sodik az do koncentrace 1 M (Adams et al., 1998).
Membrany EBC maji jedinecné transportni vlastnosti pro sll a vodu a maji tak zasadni funkci
ve vodnim provozu rostliny. Voda se muze v EBC pohybovat nékolika cestami. Prvni z nich je vyména
vody mezi EBC a subepidermalnimi vrstvami ptes bazalni oblast EBC symplastem. Druhou moznosti je
pohyb vody pres bunénou sténu do subepidermalnich oblasti. Posledni, ale nejméné
pravdépodobnou cestou, je pohyb vody z EBC pres kutikulu. EBC tvofi rezervoar pro soli a pfi stresu
funguji jako pufrovaci systém, ktery slouZzi k ochrané fotosyntetického aparatu pfed osmotickym
poskozenim (Steudle et al., 1975). Pokud je ale stres dlouhodoby, méchyrkovité burky snizuji
metabolickou aktivitu a stavaji se zasobarnou vody a iontl (Jou et al., 2007). Aby se potvrdilo, Ze
méchyrkovité bunky pfrispivaji k sukulenci tim, Ze slouzi jako zasobarna vody a umozZnuji toleranci
zasoleni prostfednictvim sekvestrace iont(, vytvofili ve své studii Agarie et al. (2007) pomoci ozafovani
rychlymi neutrony mutanta bez méchyrkovitych bunék. Mutantni rostliny bez EBC byly ve vsech
sledovanych ohledech podobné jako kontrola, kromé toho, Ze se na jejich listech a stoncich
nevyskytovaly EBC, mély méné sukulentni listy a byly vzrlistové mensi nez kontrola, zejména po stresu
ze zasoleni. Po 3 tydnech pfi 400 mM NaCl v médiu byla hmotnost susiny kontrolnich rostlin témér
dvojnasobna oproti suché hmotnost mutantd. Pri zasoleni (400 a 800 mM NaCl) dochazelo u mutanti
k az 2krdat nizsi akumulaci Na* a ClI" ve srovnani s kontrolou pfi stejné koncentraci NaCl. Pfesto mély
mutantni rostliny v listech vyssi koncentraci iontl nez kontrolni rostliny a vysledkem bylo vyssi zatiZzeni
fotosynteticky aktivnich pletiv. Kontrolni rostliny mély totiz moZnost sekvestrovat ionty do EBC, a tim

se vyhnuly poskozeni fotosynteticky aktivnich pletiv listl. U mutant( bez EBC také doslo pfi zasoleni
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k vyraznému zhorseni produktivity oproti kontrole (vyhodnoceno podle poctu semen a jejich
hmotnosti) (Agarie et al., 2007).

Méchyrkovité buriky epidermis jsou metabolicky aktivni a maji i jiné vlastnosti dllezité pro
ochranu pred stresem, nez jen ukladani sodiku (Barkla and Vera-Estrella, 2015; Oh et al., 2015). Aby
rostlina prezila obdobi sucha a stale mohla odebirat vodu z pldy, musi byt jeji vodni potencial nizsi nez
vodni potencial pldy, coZ se déje prostiednictvim akumulace kompatibilnich solutl. Vice nez 50 %
metabolitd (byly porovnany extrakty EBC z rostlin oSetfenych a neoSetfenych soli), v jejichz mnoZstvi
dochazi v EBC pfi zasoleni k vyraznym zménam, jsou kompatibilni soluty, tedy cukry, cukerné alkoholy
(Barkla and Vera-Estrella, 2015) (zejména pinitol/ononitol; Agarie et al., 2007), bilkoviny, organické
kyseliny a neproteinové aminokyseliny, které snizuji osmoticky potencidl cytosolu a tim vyvazuji rozdil
osmotickych potencidlli mezi cytosolem a vakuolou, ve které se hromadi Na* a Cl" ionty (Barkla and
Vera-Estrella, 2015). Centrdlni vakuola je obklopena velkym mnoZstvim cisteren hrubého
endoplazmatického retikula, které pravdépodobné slouzi ktransportu téchto latek nezbytnych
k vytvoreni gradientu (Kramer, 1979). Jedna burka diky tomu m(zZe obsahovat az 5 pl roztoku, objem
vSech EBC mUzZe tvofit az 25 % objemu nadzemni ¢asti rostliny (Littge et al., 1978) a pti dlouhodobém
vystaveni stresu mlze dojit k akumulaci vakuolarnich pigmentd (Oh et al., 2015). Pti zasoleni dochazi
ke zménam vtransportu iont(, metabolismu souvisejicim stvorbou energie a akumulaci
kompatibilnich solutd, v signalizaci stresu a ve fungovani organel. V cytosolu méchyrkovitych bunék se
nachazi aktivni transkripty, které koduji INO1 a IMT1 (Ishitani et al., 1996; Oh et al., 2015) a pfti zasoleni
dochazi k dalSimu navySovani jejich mnoZstvi (Adams et al., 1992; Barkla et al., 2002). EBC dale obsahuiji
nizkou koncentraci sacharézy (méné nez 0,1 mM), glukdzu a fruktdzu o koncentracich 3 az 4 mM a pfi
stresu ze zasoleni navic obsahuji Na* (az 800 mM) a ClI" (az 700 mM) (Barkla and Vera-Estrella, 2015).
Po izolaci protoplast(l, vakuol a chloroplastl se zjistilo, Ze se pinitol vyskytoval v nejvyssi koncentraci
v chloroplastech (230 mM), déle v protoplastech (100 mM) a zadny nebyl detekovan ve vakuolach.
Pinitol tedy muZe fungovat jako kompatibilni solut v cytosolu a predevsim také v chloroplastech, aby
vyrovnal osmoticky potencial, ktery je ve vakuole snizeny vysokou koncentraci Na* a CI (Paul and

Cockburn, 1989).

3.5 Vyvojové podminény nastup ochrannych mechanismt

Vsechny tyto vySe zminéné mechanismy reakci na stres jsou podminény vyvojovym stavem
rostliny, ale i délkou a intenzitou stresu. Mesembryanthemum crystallinum roste nejc¢astéji na Utesech
a pis¢inach v dosahu moftského priboje, a také na mistech zasazenych c¢innosti ¢lovéka (zasolené pldy).

Je také vyuZzivan na zahradach jako okrasna letnicka. V oblastech, kde se tato rostlina vyskytuje, se na
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severni polokouli stfidaji vlhka (leden az duben) a sucha (od zacatku kvétna) obdobi (Winter et al.,
1978) a mlzeme rozlisit 5 fazi vyvoje: klicici rostlina (semenac), juvenilni stadium, dospéla rostlina ve
vegetativnim stadiu, stddium kveteni a stadium produkce semen (Adams et al., 1998). Rostliny zacinaji
klicit v lednu a vykazuji vysokou rychlost rlistu (Winter et al., 1978). Zpo¢atku ma rostlina pouze délozni
listky (viz obr. 2a), C3 metabolismus, nedochazi k akumulaci NaCl (Bohnert and Cushman, 2000) a
produkce kompatibilnich solut(l je indukovatelna v déloZnich listcich pouze plsobenim stresu ze sucha,
nikoliv stresu ze zasoleni (Adams et al., 1998). V epidermis délozZnich listk(l se zatim nevyskytuji
méchyrkovité buriky, ty se objevuji az u pravych listl 3tydennich rostlin, ale nevystupuji nad povrch
listl (Jou et al., 2007). KdyzZ byla klicici rostlina oSetfena 200 mM roztokem NaCl, doslo ke zpomaleni
vyvoje, ale byla stale Zivotaschopna. Za téchto podminek se méchyrkovité buriky epidermis zvétsily a
slouZily jako organy pro ukladani predevsim sodnych iont(, které jsou pro metabolismus burky ve vyssi
koncentraci toxické. Pravé sekvestrace NaCl umoznuje rostlinam pokracovat v normalnim vyvoji
(Adams et al., 1998). Také akumulace dlleZitych kompatibilnich solutd - inositolu a jeho derivat( -
zacina aZ v juvenilnim stadiu (3 tydny stard rostlina), kdy ma rostlina obvykle 7 pard velkych listd
usporadanych okolo primarni osy, netvofi postranni vyhony a stale ma C3 metabolismus (Adams et al.,
1998; Bohnert and Cushman, 2000). Na zacatku obdobi sucha se rychlost rlistu sniZuje, stonky se
zaCinaji vétvit, listy jsou malé a sukulentniho charakteru, v tomto obdobi také dochazi ke zméné typu
metabolismu (Winter et al., 1978). Jakmile za¢ne rostlina tvofit postranni vyhony, dojde v nich vlivem
ukladani soli ke zméné turgoru a zrychli se vznik novych bunék, které slouzi k dalsi akumulaci soli
(Luttge, 1993).

U dospélé (6 tydn( staré, obr. 2c) rostliny pokryvaji méchyrkovité buriky témér cely povrch
listd a na nékterych z nich mizZeme vidét Spicku papily (Jou et al., 2007). U rostlin, které byly oSetfeny
roztokem NaCl o koncentraci 500 mM, zacal prfechod od C3 k CAM fotosyntéze, rostlina akumulovala
NaCl i inositol a jeho derivaty (Adams et al., 1998; Bohnert and Cushman, 2000). Pokud byly rostliny
osetfeny 400 mM roztokem NaCl po dobu 35 dni, dochazelo v méchyrkovitych burikach k akumulaci
Na* do koncentrace vice nez 1M. Za stejnych podminek byla koncentrace Cl" 0,96 M.

Na konci kvétna rostliny zacinaji kvést (viz obr. 2d) a vegetativni faze je ukonéena (Winter et
al., 1978). Kvetouci rostliny maji kvéty na konci primarniho stonku a v GZlabi sekundarnich listd,
méchyrkovité buriky epidermis jsou viditelné (Adams et al., 1998).

V dobé produkce semen maji rostliny nejvétsi méchyrkovité bunky za cely Zivotni cyklus

(Adams et al., 1998), Pokud byla takova rostlina zalévana roztokem NaCl o koncentraci 500 mM a vyssi,
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doslo v ni k nejvétsi akumulaci Na*, inositolu a jeho derivatl (Bohnert and Cushman, 2000). Takové

rostliny jiz nepfijimaly vodu a Zivotaschopné zlstavaly jen tobolky se semeny (Adams et al., 1998).

Obrazek 2: Vyvojova stadia M. crystallinum: a) Klicici rostlina (semendc) s primdrnimi listy,
meéritko 5mm; b) Méchyrkovité bunky na stonku 6 tydni staré rostliny, méfitko 500 um; c)
Dospéla (8 tydnd stard) rostlina vystavend zasoleni po dobu 2 tydnd, méritko 5 cm; d) Kvetouci
(12 tydnd stard) rostlina, méritko 5 cm. Prevzato z Adams et al. (1998) a Agarie et al. (2007).

4. Transgenni rostliny

Halofytni rostliny jsou po cely Zivotni cyklus vystaveny abiotickym stresovym faktor(im, v reakci
na néz si vyvinuly G¢innéjsi obranné mechanismy. SnaZime se tyto rostliny co nejvice prostudovat,
abychom mohli znalosti o nich vyuzit napfiklad pfi Slechténi rostlin, zejména zemédélskych plodin.
Geny z odolnych rostlin se wvyuZivaji ktvorbé transgennich rostlin, které ndm mohou pomoci
v prokazani funkci jednotlivych genl ve zvyseni tolerance vici nékterému ze strest. Ke zvyseni
odolnosti transgenni rostliny ale mnohdy nestaci vnést jen jeden gen, ale vice gend, nebo dokonce
celou metabolickou drahu (Rammesmayer et al., 1995; Ishitani et al., 1996). V zavérecné kapitole své
bakalarské prace se proto budu vénovat shrnuti dostupnych informaci o transformaci modelovych

rostlin prostfednictvim transformace s cilem modulovat metabolické drahy inositolu a jeho derivata.
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4.1 Tabak (Nicotiana tabacum)

Nékolik studii se zabyvalo transformaci tabaku (Nicotiana tabacum) pomoci vneseni genu IMT1
(pod promotorem CAMV 35S) z Mesembryanthemum crystallinum (Vernon et al., 1993b; Sheveleva et
al., 1997). Kontrolni i transgenni rostliny pfi stresu syntetizovaly vice myo-inositolu, ktery je substratem
pro IMT1. Transformované rostliny tabdku vykazovaly enzymatickou aktivitu IMT1 a pfi stresu ze sucha
a zasoleni akumulovaly metabolit, ktery nebyl detekovan v kontrolnich rostlindch. Tato latka byla
identifikovdna jako ononitol a predstavovala hlavni nestrukturni sacharidovou slozku v listech
transgennich rostlin (Vernon et al., 1993b; Sheveleva et al., 1997). Hladiny ononitolu byly vyrazné vyssi
v listech dospélych rostlin nez v semenacich, a to pravdépodobné kvili neschopnosti tabaku
katabolizovat novou slouceninu, kterd se postupné hromadila. V M. crystallinum se ononitol ddle
preménuje na pinitol pomoci epimerazy. V tabaku vsak pinitol nebyl detekovatelny, coZ naznacuje, ze
v tabaku pfislusna epimerazova aktivita chybi (Vernon et al., 1993b).
Dalsi analyzy stejnych transformovanych rostlin potvrdily predchozi vysledky, tedy Ze se pfi
stresu ze sucha a zasoleni akumuloval ononitol, dochdzelo k mensi inhibici fotosyntetické fixace CO; a
transgenni rostliny se po stresu regenerovaly rychleji nez netransformované (kontrola). Pfi stresu ze
zasoleni doslo k nardstu koncentrace myo-inositolu u transgennich i kontrolnich rostlin, protoze tabak
prirozené toleruje nizké koncentrace NaCl (okolo 50 mM). Pokud se ale mnoZstvi NaCl v médiu zvysilo
na 150 mM, doslo ke ztraté turgoru u obou typl rostlin, coZ se projevilo vadnutim listd. Transgenni
rostliny vSak dokazaly pomérné rychle turgor obnovit a dale pokracovat v normalnim ristu, naopak u
vétsSiny kontrolnich rostlin doslo k poskozeni listl. Se vzristajici délkou a intenzitou stresu nardstala u
transgennich rostlin koncentrace MI a ononitolu, které slouzily k ochrané. Mimo to rostliny
syntetizovaly i prolin, sachardzu, glukézu a fruktézu (v mensi mife neZ kontrolni rostliny), jejichz
koncentrace ale v prlibéhu dne kolisaly (Sheveleva et al., 1997). Oproti tomu byly hladiny ononitolu
stabilni, coz poskytovalo lepsi, a predevsim Ucinnéjsi, ochranu pred stresem nez slouceniny, které jsou
v rostliné pfitomny neustale, ale jich mnozstvi kolisala (napfiklad sacharéza). Transgenni tabak byl diky
zvySené produkci ononitolu odolné;jsi v{ici stresu, nez netransformované rostliny (Vernon et al., 1993b;
Sheveleva et al., 1997). MnoZstvi ononitolu ale neovlivnilo absorpci iontll. Na* se akumuloval
Ononitol nevstupoval do vakuoly a fungoval tedy jako osmolyt v cytosolu pro vyrovnani osmotického
tlaku zplisobeného hromadénim Na* ve vakuole. Stres ze sucha vyvolal podobné reakce jako zasoleni,
ale zpGsobil vétsi akumulaci ononitolu (az 35 pmol/g Cerstvé hmotnosti) (Sheveleva et al., 1997).
V nésledujicich studiich zamérenych na transformaci tabaku byly vyuzily dva geny. V prvni
studii autord Patra et al. (2010) byly do tabaku vneseny geny pro IMT1 z M. crystallinum (McIMT1),
gen pro INO1 z Porteresia coarctata (PcINO1) a jejich kombinace pod 35s CAMV promotory, a jejich
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produkty byly lokalizovany v cytosolu a chloroplastech (kddujici sekvence fuzovana scDNA kddujici
transitni peptid pro malou podjednotku Rubisca). MnoZstvi Ml a methylovanych derivatl bylo nejvyssi
v chloroplastech i v cytosolu u dvojité transgennich rostlin v porovnani s rostlinami transformovanymi
prazdnym vektorem a rostlinami sjednim zgenl (mezi kterymi nebyly vyrazné rozdily).
V chloroplastech rostlin s obéma geny se nachazelo pfi 0i 300 mM NaCl vice Ml a méné methylovanych
derivatli oproti cytosolu. Jedinou vyjimkou byla koncentrace 400 mM NaCl, pfi které bylo
v chloroplastech vice inositolu i jeho derivatl. Rostliny s obéma transgeny vykazovaly pti zasoleni lepsi
rast, aéinnost vyuZiti energie ve fotosyntéze, byly méné nachylné vici oxida¢nimu stresu a celkové byly

odolnéjsi nez rostliny s jednim z gen( a rostliny transformované prazdnym vektorem (obr. 3).

omM 100 mM 200 mM 300 mM 400 mM

Prazdny vektor

McIMT1 v cytosolu

PINO1 + McIMT1 v

cytosolu

MciMT1

v chloroplastech

PINO1 + McIMT1 v

chloroplastech

Obrdzek 3: Transgenni rostliny tabdku péstované v MS médiu, vystavené riiznym koncentracim NaCl v
médiu (100-400 mM) po dobu 21 dni. Upraveno podle Patra et al. (2010).

Po dlouhodobém stresu (21 dni pfi 200 a vice mM NaCl) doslo u rostlin transformovanych
prazdnym vektorem k zeZloutnuti listd. Rostliny s obéma a jednim z genl preZzily koncentrace NaCl az

do 300 mM. Pfi 400 mM doslo u rostlin s McIMT1 k zeZloutnuti listd a sniZeni rdstu, ale i tak byly
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schopné udrzZet az 60 % Ucinnosti vyuZiti energie ve fotosystému Il (PSII). Pfi tak vysoké koncentraci se
vSak zastavila preména myo-inositolu na methylované derivaty. Rostliny s obéma geny prekonaly
koncentraci 400 mM NaCl pouze s mirné snizenym rlstem a jejich listy zUstaly zelené. Podobné tomu
bylo i u miry G¢innosti vyuziti energie, dvojité transgenni rostliny byly schopné udrzet az 88 % ucinnosti
vyuziti energie v PSII. Exprese PcINO1 a McIMT1 u dvojité transgennich rostlin zpUsobila pfi stresu ze
zasoleni zvySenou syntézu myo-inositolu a ononitolu, jejichz syntéza mohla byt detekovand az do 400
mM NaCl, i kdyZ klesala se zvysujici se koncentraci soli. Snizeny obsah volného inositolu pfi stresu
pravdépodobné odrazel jeho naslednou preménu na methylované derivaty (Patra et al., 2010).

Ve druhé z praci tymu Majee et al. (2004) byl tabak transformovan pomoci PcINO1 a jeho
homologu z Oryza sativa (RINO1, v jinych studiich oznacovany jako OsINO1), jehoZ produkt je citlivy na
zasoleni. Mezi produkty gen( PcINO1 a OsINO1 byl zjistén rozdil v sekvenci aminokyselin. V Useku 37
aminokyselin dosSlo u PcINO1 k nékolika adicim a delecim a vysledkem je, Ze PcINO1 obsahuje o 2
aminokyseliny vice nez OsINO1. Tento pozménény Usek aminokyselin ma za nasledek toleranci vidi
zasoleni u proteinu PcINO1. Pokud se z PcINO1 tato sekvence odstranila, protein ztratil odolnost vici
soli. Diky vneseni genu PcINO1 byly transgenni tabakové rostliny schopny rlistu v 200-300 mM NacCl,
udrzely si ucinnost fotosyntézy na 40 az 80 %, a také se zvysSila produkce inositolu ve srovnani
s nestresovanou kontrolou. Pfi 300 mM NacCl vykazovaly rostliny s PcINO1 vice nez 2krat vyssi rychlost
fotosyntézy a produkovaly 2 az 7krat vice inositolu nez rostliny s OsINO1 a kontrola. U proteinu PcINO1
nedochazelo k inhibici enzymatické aktivity aZ do koncentrace 500 mM NaCl. Ve srovnani s tim se u
rostlin s vnesenym genem OsINO1 pfi zvysujici se koncentraci NaCl snizovala aktivita OsINO1 vlivem
oligomerizace, pficemz pfi 500 mM byla jeho aktivita umlcena Uplné. Pokud ale do média pfidali 2 nebo
5mM inositol, nedoslo k vyraznému snizeni Ucinnosti fotosyntézy pti rostoucich koncentracich NaCl ani
u jednoho typu rostlin (Majee et al., 2004).

Tymem Goswami et al. (2013) byla provedena transformace tabaku pomoci OsINO1 a PcINO1
(pod promotorem specifickym pro semena), kterd zplsobila navyseni obsahu inositolu pouze
v semenech a méla tak vliv na jejich kli¢eni. Béhem kliceni se L-myo-inositol-1-fosfat prevadi na inositol
hexafosfat (kyselina fytova), ktery se poté hydrolyzuje na fosfat a Ml. Specifickd nadprodukce inositolu
v semenech béhem kliceni mlze podle autor( zvysit kli¢ivost a preZiti semen za podminek stresu.
Semena kontroly a transformovand OsINO1 vykazovala nizkou frekvenci kliceni a malou velikost
semenackl uz od 50 mM NaCl. Semena s PcINO1 klic¢ila v podminkach zasoleni nejvice a vykazovala
také nejvyssi rist semenackd. V kombinaci stresu ze sucha a zasoleni opét nejlépe prezila a vyklicila
semena s PcINO1 (Goswami et al., 2013).

Z vysledk( téchto studii vyplyva, Ze vnesené geny PcINO1 a McIMT1 udélily transgennim
tabakovym rostlinam zvySenou odolnost vici stresu prostiednictvim akumulace inositolu a jeho

derivat(l a znacné ochrany fotosyntetického aparatu, pricemz rlist transgennich rostlin byl srovnatelny
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s kontrolou (Majee et al., 2004; Patra et al., 2010). Dllezitym zavérem také je, Ze dvojité transgenni
rostliny jsou vici stresu jesté odolnéjsi a akumuluji vice Ml a jeho methylovanych derivatli v porovnani
s rostlinami s jednim z vnesenych cizorodych gen(. Tento jev je navic prokazatelny bez ohledu na to,
zda jsou oba geny exprimovany spolecné v cytosolu nebo v chloroplastech. Rostliny s obéma geny
obsahovaly aZ dvojndasobné mnoistvi methylovanych inositoll oproti rostlindm s McIMT1, coz
naznacuje, Ze PcINO1 je aktivnéjsi a vlci soli tolerantnéjsi (Patra et al., 2010). Zaroven tyto vysledky
ukazuji, Ze se rostliny dokazi prizplisobit modulaci biochemickych cest, které produkuji nové produkty
uhlikatého metabolismu. V metabolismu rostlin tedy existuje urcity stupen flexibility, a tedy i prostor

pro genetickou manipulaci (Vernon et al., 1993b).

4.2 Ryie (Oryza sativa)

RyZe je dalSim druhem, kde byl porovnan vliv transformace geny PcINO1 a OsINO1
(transformace vlastnim genem, aby doslo k jeho overexpresi) (Das-Chatterjee et al., 2006; Mukherjee
et al, 2019). Zvyseni koncentrace NaCl vmédiu zpUsobilo vyraznou inhibici kli¢eni
v netransformovanych kontrolnich rostlindch a rostlinach transformovanych genem OsINO1, zatimco
rostliny transformované genem PcINO1 vykazovaly jen mirné snizeni klic¢ivosti a byly schopné klicit az
do koncentrace 400 mM NaCl v médiu (Mukherjee et al., 2019). Zakladni rlstové parametry, jako je
délka prytu a kofen(, byly negativné ovlivnény v pritomnosti vyssi koncentrace soli v kontrolnich
rostlindch a rostlindch s OsINO1, zatimco vétsina rostlin s PcINO1 vykazovala lepsi odolnost. Na zakladé
méreni fluorescence chlorofylu bylo zjisténo, Ze u rostlin s PcINO1 dochdzi klepsi ochrané
fotosystému, zejména PSIl, ve srovnani s netransformovanou kontrolou a rostlinami s OsINO1. Je
mozné, Ze inositol sdm plsobi jako prostiedek ke zmirnéni stresu nebo jako moduldtor pro fadu dalSich
drah dalezitych pro udéleni tolerance vici soli (Mukherjee et al., 2019).

Kromé PcINO1 a OsINO1 se autofi ve stejné studii zaméf¥ili i na vneseni genu pro PcIMT1. Geny
PcINO1 a PcIMT1 byly do ryZe vneseny bud samostatné, nebo v kombinaci a byl sledovan jejich vliv na
udéleni tolerance vici zasoleni. VSechny tfi linie transformovanych rostlin dokazaly prezit v médiu
obsahujicim 300 mM NaCl po dobu 15 dni, pouze s malym poklesem v mnozstvi chlorofylu, pficemz
nejmensi pokles byl u rostlin s PcINO1. Transgenni ryze s PcINO1 tolerovala koncentrace NaCl vyssi nez
200 mM se zanedbatelnym snizenim rdstu ve srovnani s netransformovanou kontrolou bez stresu.
Linie s PcIMT1 a dvojité transgenni linie nebyly tak odolné. U netransformovanych kontrolnich linii a
linii s PcIMT1 doslo pfi zasoleni k poklesu mnozstvi inositolu v porovnani se stavem bez soli, zatimco u
dvojité transgennich linii nedoslo k Zadné zméné v hladinach inositolu, pinitol byl detekovan pouze

v liniich s PcIMT1 a u dvojité transgennich rostlin. Tfi typy transgennich linii ryZe tolerantnich k zasoleni
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s PcINO1, PcIMT1 a jejich kombinace vykazovaly toleranci v(ci soli bez znatelného kompromisu ristu,
coz svédci o potencidlu pro manipulace metabolické drahy inositolu (Mukherjee et al., 2019).

Geny PcINO1 a OsINO1 vyutil pfi experimentech i tym Das-Chatterjee et al. (2006). P¥i 100 mM
NaCl doslo u kontrolnich rostlin ryze ke snizeni obsahu inositolu na 40 % a u rostlin s OsINO1 na 65 %,
pfi 200 mM se mnozstvi inositolu snizilo u kontrol na 10 % a u OsINO1 na 25 %, ve srovnani se stavem
bez soli. Zvyseni koncentrace NaCl zpusobilo u netransformovanych kontrol a rostlin s OsINO1 inhibici
rastu a ztratu chlorofylu, zatimco rostliny s PcINO1 byly schopné preZit a pokracovat v rlstu i po
dlouhodobém (21 dni) zalévani roztokem NaCl o koncentraci 200 mM. PFi 100 a 200 mM NaCl si tyto
rostliny udrzely 95 a 80 % obsahu inositolu ve srovnani s podminkami bez zasoleni. Rostliny s PcINO1
prekonaly i pisobeni 300 mM NaCl po dobu 10 dni, a po navratu do média bez soli byly schopné
obnovit rast. Rostliny s PcINO1 vykazovaly 2 aZ 3krat vyssi fotosyntetickou Géinnost nezZ linie s OsINO1
a kontrola, dle autort studie tedy existuje korelace mezi mnoZstvim inositolu a Ucinnosti fotosyntézy

pfi zasoleni (Das-Chatterjee et al., 2006).

4.3 Brukev sitinovita (Brassica juncea)

Rostliny jsou c¢asto vystaveny ménicim se podminkdm prostiedi, musi byt proto schopné se po
odeznéni stresu rychle navratit do plivodniho stavu. Pravé na fazi zotaveni se zamérila studie Goswami
et al. (2013). Transformované rostliny brukve s PcINO1, OsINO1 a kontrolni rostliny byly zalévany 100
mM roztokem NaCl po dobu 10 dni. VSechny tfi linie se dokazaly rychle zotavit a pokracovat
v normalnim rastu. Pfi 300 mM NaCl a opétovném zaliti (vodovodni vodou po dobu jednoho mésice) u
kontrol a OsINO1 nedoslo k obnoveni rlstu. Rostliny s OsINO1 dokazaly prezit i 300 mM NadCl, ale byly
zakrslé a nebyly schopny vstoupit do generativni faze. Naopak rostliny transformované PcINO1 rostly
za stejnych podminek mnohem lépe, po oSetfeni 300 mM roztokem NaCl dokazaly obnovit normaini
rast, vykazovaly zvySenou toleranci vici zasoleni a oxidacnimu stresu se zvySenou hladinou inositolu v
korenech i prytech (Goswami et al., 2013). Bylo pozorovano, Ze pfi nizSich koncentracich NaCl (100
mM), mohly kontrolni rostliny udriet az 66 % celkového obsahu myo-inositolu a rostliny
transformované OsINO1 udrzely 85 % zasoby inositolu oproti stavu bez soli. Rostliny s PcINO1 (vneseno
pod promotorem CAMV 35S) akumulovaly pfi 100 mM az 135 % inositolu ve srovnani se stavem bez
stresu (Das-Chatterjee et al., 2006). Potvrdily se tedy predchozi vysledky, Ze existuje ptima korelace
mezi obsahem volného inositolu a toleranci k zasoleni v transgennich rostlinach s PcINO1 (Majee et al.,
2004; Das-Chatterjee et al., 2006; Goswami et al., 2013). Navic, se zvySenim hladin inositolu v kofenech
doslo ke snizeni jeho mnoZstvi v nadzemni ¢asti Se zvySujici se koncentraci NaCl se vyrazné zvySoval

obsah inositolu v rostlinach s PcINO1 ve srovnani s kontrolou a rostlinami s OsINO1, ptricemz nejvyssi
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koncentrace inositolu byla namérena v kofenech pfi 300 mM NaCl (Goswami et al., 2013).

Béhem stresu ze sucha a zasoleni dochazi ke sniZeni ucinnosti fotosyntézy vlivem produkce
reaktivnich kyslikovych radikalt (ROS). Po 10 dnech zasoleni poklesl vytézek fotosyntézy u kontroly a
rostlin s OsINO1 na 60 % a 50 %. U linie s PcINO1 byl pokles vyrazné nizsi (o 8 %). Aby se urcilo, zda
nadprodukce inositolu vede k efektivnéjSimu vychytdvani ROS akumulovanych pfi stresu, byly linie s
PcINO1 osSetfeny paraquatem (Methylviologen), silnym herbicidem. Se zvysujici se koncentraci
paraquatu doslo ke sniZzeni rychlosti fotosyntézy u kontroly a rostlin transformovanych OsINO1,
zatimco u rostlin s PcINO1 se udrzovaly vysoké hodnoty i pti vysokych koncentracich herbicidu. Je tedy
mozné, Ze inositol nebo nékteré z derivatl inositolu pfi jejich navysené produkci chrani fotosynteticky
aparat pred oxidacnim stresem, coz vede k lepSimu preziti rostlin pfi stresu (Goswami et al., 2013).

Lze tedy uzavfit, Ze stejné jako v pfedchozich pfikladech transformace rostlin pomoci genu
PcINO1, i vtéchto studiich prokazaly zvySenou odolnost takto transformovanych rostlin Brassica
juncea vuci stresu ze zasoleni diky zvysené produkci a akumulaci inositolu (Goswami et al., 2013). Jak
uz bylo naznaceno vyse, inositol ale nemusi fungovat vyhradné jako osmolyt. Stdlé mnozstvi inositolu
a jeho derivatll béhem stresu pomaha udrZovat normalni rdst rostlin, umozniuje rostliné chranit
fotosynteticky aparat pred poskozenim volnymi kyslikovymi radikdly a aktivuje dalsi signdlni drahy,
které se uUcastni stresové odpovédi (Das-Chatterjee et al., 2006; Goswami et al., 2013). Transformace
rostlin méla také prospésny vliv na slozeni latek v semenech, kdy v oleji ztéchto semen nedoslo
k akumulaci Zadnych Skodlivych metabolitd, a naopak zvy$ené mnoistvi inositolu zlepsilo kvalitu
hofcice jako potraviny (Goswami et al., 2013). VSechny experimenty byly ale provadény in vitro, bude

tedy tfeba dalSich studii, které tyto vysledky ovéri v podminkach na poli.

4.4 Husenicek rolni (Arabidopsis thaliana)

V dalSich studiich tymu Ahn, Park and Park (2011) a Ahn et al. (2018) zamérenych na objasnéni
sfunkce inositolu a jeho derivatl pomoci transformace rostlin, byly vyuZity geny pro myo-inositol
methyltransferazu (GmIMT) a D-ononitol epimerazu (GmOEP) izolované ze séji (Glycine max), ktera pfi
stresu ze sucha a zasoleni akumuluje ononitol v listech. Aby se potvrdilo, Ze jsou transkripty GmIMT
indukované stresem ze sucha a zasoleni, byla nejprve detailné charakterizovdana mira exprese obou
genu v 4tydennich semendcich séji, vystavenych suchu a zasoleni (300 mM NaCl) a az nasledné byly
geny vneseny do Arabidopsis (Ahn et al., 2011, 2018). Byly porovnany aminokyselinové sekvence
GmIMT se znamymi IMT z M. crystallinum a P. coarctata a zjistilo se, Ze jsou totozné pouze z 40-41 %,
oproti tomu aminokyselinové sekvence McIMT a PcIMT jsou shodné z 99 % (Ahn et al., 2011). K uréeni

miry exprese GmIMT a GmOEP v jednotlivych Castech rostliny sdji, byly ¢tyftydenni rostliny vystaveny
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stresu ze sucha a zasoleni (300 mM NaCl). Pfi zasoleni se transkripty GmIMT v kofenech nenachazely
vlbec (Ahn et al., 2011), coZ je v souladu s drivéjsi studii v M. crystallinum, u kterého se transkripty
McIMT také nenachdazi v kofenech (Vernon and Bohnert, 1992a). V listech zacdaly hladiny GmIMT
stoupat uz po 2 hodindch a maxima dosahly za 4 hodiny, poté mnozZstvi postupné klesalo. V pfipadé
stresu ze sucha se GmIMT zacal hromadit po 2 hodinach stresu a maxima dosahl po 8 hodinach (Ahn
et al., 2011). Ve srovnani s tim, se pfi zasoleni GmOEP objevil v listech po 4 hodinach a jeho mnozstvi
se zvySovalo aZ do 24 hodin. V kofenech objevil po 1 hodiné, maxima dosahl po 4 hodinach a poté jeho
hladina pomalu klesala. Po vystaveni suchu se GmOEP objevil v listech az po 4 hodinach stresu a
maxima dosdahl po 24 hodinach. V kofenech se také objevil po 4 hodinach, ale maxima dosahl uz za 8
hodin. Témto pozorovanym vzorclm exprese odpovidaji namérené hladiny ononitolu. Z vysledki
vyplyva, Ze po vystaveni séji suchu a zasoleni dochazi ke zvySené syntéze D-ononitolu v listech, a ten
se nasledné transportuje do kofen(, kde plsobi pfi syntéze D-pinitolu (Ahn et al., 2018).

K urceni, zda geny ze séji udéli toleranci vici stresu i jinym rostlinam, vytvofili dale autofi studie
transgenni Arabidopsis (pomoci konstitutivniho promotoru CaMV35S), které exprimovaly GmIMT nebo
GmMOEP (Ahn et al., 2011, 2018). U kontrolnich rostlin se plsobenim zasoleni (100 mM NaCl) snizila
kli¢ivost na 15 %, plsobenim sucha na 25 % a pfi chladu (4 °C) na 52 %. Pomér kliceni transgennich
Arabidopsis byl vsak timto osSetfenim abiotickymi stresy mnohem méné ovlivnén (20 % po 100 mM
NaCl, 46 % pfi suchu a 71 % pfi 4 °C) (Ahn et al., 2011). Pfi 300 mM NaCl preZilo pouze 3,6 % rostlin
divokého typu, transgenni rostliny byly odolnéjsi a mira preziti byla 17,2 % (Ahn et al., 2018). Po
vystaveni suchu zacaly kontrolni rostliny vadnout a po opétovném zavlazeni se uz nevratily do
plvodniho stavu a vétSina nakonec uhynula. Za stejnych podminek preZilo 50 % transgennich rostlin
s GmIMT a po opétovném zavlaZeni dale pokracovaly v normalnim rdstu (Ahn et al., 2011). V pfipadé
rostlin s GmOEP po opétovném zaliti prezilo 67,4 %, oproti 33,3 % kontrolnich rostlin (Ahn et al., 2018).
Tyto vysledky naznacuji, Ze rostliny Arabidopsis s nadmérnou expresi GmOEP nebo GmIMT byly
tolerantnéjsi vici suchu a v mensi mire i vci zasoleni nez rostliny divokého typu (Ahn et al., 2011,
2018).

Presto, Ze mezi akumulaci cyklickych alkohol(i a toleranci stresu v transgennich rostlinach
existuje pozitivni korelace, nedosahuje koncentrace cyklitold takové urovné, aby mohly fungovat jako
kompatibilni soluty (Patra et al., 2010). Tyto slouéeniny by ale pravdépodobné mohly slouZit i v nizsich
koncentracich jako latky chranici strukturu makromolekul (Vernon et al., 1993b). ZvySena produkce
cyklitold udéluje glykofytickym druhdm zvySenou toleranci vici stresu (Vernon et al., 1993b), coz se

vyuziva zejména pfi tvorbé odolnych zemédélskych plodin.
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5. Zaveér

Rostliny se béhem svého Zivota setkavaji s fadou stresovych faktord, biotickych i abiotickych, se
kterymi se musi vyrovnavat. Mezi nejzavainéjsi stresové faktory patfi ty, které jsou spojené
s nedostatkem ¢i nedostupnosti vody, tedy zejména sucho a zasoleni. | vi¢i témto stresim jsou nékteré
rostliny tolerantnéjsi nezZ jiné, coz je mimo jiné umoznéno akumulaci kompatibilnich solutl, kam
fadime i inositol a jeho derivaty. Jednim z nejvyznamnéjsich rostlinnych modell pro studium
akumulace téchto latek a jejich vlivu na toleranci vici stresu je kosmatec (Mesembryanthemum
crystallinum). Diky podrobnému prozkoumani této rostliny byla odhalena fada mechanismid a
biochemickych reakci, které udéluji zvysenou odolnost vicéi stresu. Znalosti ziskané studiem kosmatce
a dalsich tolerantnich rostlin jsou duleZité zejména ve Slechtitelstvi, jelikoZ se mohou vyuZit k tvorbé
odolnéjsich transgennich rostlin. Kromé vneseni cizorodych genl by se tolerance rostlin mohla
pravdépodobné zvysit manipulaci univerzalné pfitomné drahy syntézy inositolu, jelikoZ inositol maze
sam zmirnovat pusobeni stresu, ale také plsobi jako signal pro radu dalsich drah, které jsou dllezZité
ve zvyseni tolerance vuci stresu. Stresova odpovéd rostlin je ale velmi komplexni proces, kterému zatim
nejsme schopni plné porozumét. Regulace exprese gend, které jsou zapojeny do stresové odpovédi
rostlin, mizZe zahrnovat vice signalll nebo souhru nékolika kontrolnich mechanismd soucasné. Pres
vSechny dosud ziskané poznatky je v této oblasti vyzkumu stale mnoho nezndmych, které poskytuji

prostor pro dalsi studium.
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