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Seznam zkratek

ABA  kyselina abscisova (abscisic acid)

ABRE promotorova oblast reagujici na ABA (ABA-responsive element)

CBL  protein piibuzny kalcineurinu B (calcineurin B-like protein)

CDK  cyklin-dependentni kinazy

CDPK kalcium-dependentni proteinkinaza

DCL  komplex s RNazovou aktivitou (Dicer-like)

DRE  promotorova oblast reagujici na vysuseni (dehydration responsive element)

DREB faktor vazajici se do oblasti DRE (DRE-binding factor)

EIN etylén insenzitivni proteiny

ERS senzor etylénové odpovédi (ethylene response sensor)

ETR  gen etylénové odpovédi (ethylene response)

H'-ATPaza  protonova pumpa vyuZivajici ATP

H'-PPiza protonova pumpa vyuzivajici pyrofosfat (PP1)

HKT  vysokoafinni prenase¢ K (high-affinity K transporter)

HSP proteiny teplotniho Soku (heat shock protein)

CHX  nespecifické kation/H -pienasece (cation/H™ exchanger)

KC K"-kanal (K'-channel)

LEA  proteiny hojné pfi pozdni embryogenezi (late-embryogenesis abundant)

MAPK mitogenem aktivovana proteinkinaza

MAPKK MAPK kinaza

MAPKKK MAPKK kinaza

miRNA mikroRNA

MYB transkripéni faktory (myeloblastosis oncogene homolog)

MYC transkripéni faktory (myelocytoblastosis oncogene homolog)

NCED 9-cis-epoxykarotenoid dioxygenaza

NHX  Na'/H protismérny pienase¢ (Na'/H" exchanger)

RISC  umlcujici komplex aktivovany malymi RNA (RNA-induced silencing complex)

ROS reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

siRNA  kratké interferujici RNA (short-interfering RNA)

SnRK2 proteinkinaza ptibuzna SNF1 (SNF1-related proteinkinase)

SOS geny citlivé na solny stres (salt overly sensitive)

WRKY transkrip¢ni faktory s konzervovanou aminokyselinovou sekvenci (tryptofan, arginin, lyzin,
tyrozin)

ZAT zinkové prsty z rodiny Cis2/His2 (zinc transporter of Arabidopsis thaliana)



1. Abstrakt

Ukolem této prace je shrnuti poznatkd o rozdilech mezi solnym stresem, osmotickym
stresem a stresem z vodniho deficitu. PfiCiny téchto strest jsou rizné a odpoveéd’ na né€ rovnéz.
Solny stres vznikd pisobenim vysoké koncentrace rozpustnych soli (hlavné NaCl).
Ptebytecné ionty jsou pfijimany rostlinou kvili vod€ nebo jinym iontim. Problematicky je
ptedevsim piijem sodnych iontl, které jsou uZ v malém mnoZstvi pro buiiky toxické. Rostliny
ionty odcerpavaji ven nebo je uskladnuji ve vakuolach pomoci prenaSecti (HKT, NHX).
Pokud mnozstvi iontli pfesdhne ur€itou mez, miize dojit k pfedCasné senescenci lista, ke
sterilit¢ nebo 1 k smrti jedince. Osmoticky stres je vyvolan poruchou elektrochemického
gradientu na membrané, takze voda z buiikky zacne odchézet, buiika se smrsti (plazmolyza) a
celd rostlina zvadne. Sucho ma na rostlinu podobny vliv. Nedostatek vody se projevuje
zaviranim praduchii, zvySenou tvorbou kyseliny abscisové (ABA) a produkci osmoticky
aktivnich latek (kompatibilnich solutt).

V dalsi ¢asti prace je zminéno téma signdlnich drah (SOS, MAPK), které zajistuji
koordinaci stresovych odpovédi, role Ca®" a ROS (reaktivnich forem kysliku). Kapitola je
také vénovana regulaci genové exprese probihajici pomoci transkripénich faktorti (zinkové
prsty), promotorovych oblasti (ABRE, DRE) a malych RNA (miRNA, siRNA).

Pocet obyvatel na Zemi se stale zvySuje a zajiSténi obzivy lidstva bude 1 nadale jednim
z hlavnich ukolt. Pokud by se vyfesil problém se zasolenim ptid a s nim spojené¢ dehydratace

nebo by se nasly tolerantni plodiny, rozhodné by to pomohlo, zejména rozvojovym zemim.

Kli¢ova slova: Arabidopsis thaliana, glykofyty, halofyty, salinita.



1. Abstract

The summary of findings about differences between salt, osmotic and drought stresses is
the task of this work. The reasons of these stresses are various and responses to them, too. Salt
stress rises from a coverage of high concentrations of soluble salts (especially NaCl). Odd
ions are received by a plant because of water or other ions. The uptake of sodium ions, which
are toxic for a cell already in small amounts, is problematic in particular. Plants exhaust ions
out or store them in vacuolars via transporters (HKT, NHX). If the ion quantity exceeds
certain limit, it could occur an early senescence of leaves, an impotence or even an individual
death. Osmotic stress is developed by a disturbance of the electrochemical gradient on the
plasma membrane, so that water begins move away from the cell, the cell will shrink
(plasmolysis) and whole plant will fade. Drought stress has a similar influence on plants. The
lack of water develops a shutting of stomata, increased an activity of the abscisic acid (ABA)
and a production of osmolytes (compatible solutes).

In the next section of this work, there are referenced the theme of signal pathways (SOS,
MAPK), which advance the co-ordination of stress responses, the role of Ca*” and ROS
(reactive oxygen species). A chapter is devoted to the regulation of the gene expression
enabled by transcriptional factors (zinc-fingers), promoters (ABRE, DRE) and small RNAs
(miRNA, siRNA).

The number of the population on the Earth is ever growing and the resource of human
living remains in existance one of the main imposition. If the problem of soil salinisation and
accompanying dehydration solves or some tolerant crop finds, it will help indeed, especially

in underdeveloped countries.

Key Words: Arabidopsis thaliana, glycophytes, halophytes, salinity



2. Uvod

Problém zasoleni ptd se v poslednich letech za¢ind dostévat stale vice do popiredi zdjmu.
Jednak rychle ptibyva lidi na Zemi a je tfeba je n€jakym zptisobem nakrmit a k tomu se musi
piipocitat fakt, Ze zasolena izemi se rok od roku rozsifuji. Podle Organizace OSN pro vyzivu
a zem&dé&lstvi (FAO, 2005) bylo v roce 2005 zasoleno ptes 800 miliont ha, coz je pies 6 %
pevniny Zemé¢. VétSinou jde o piirozené zasoleni aridnich oblasti a pasem podél oceéand,
pfiCemz vyznamnou roli hraji 1 srazky, které obsahuji 6-50 mg chloridu sodného na kilogram.
Pfesto existuji 1 mista zasolovana Clovékem. Jedna se o pozemky s odstranénou vegetaci,
uméle zavlazované, vysouSené i1 piimo zasolované (napf. vzimé& 2004/2005 se podle
Reditelstvi silnic a ddlnic CR (2008) spotfebovalo v CR na udrzbu silnic a dalnic 70 tun soli
na kilometr).

Zasoleni se nejvice dotykd rostlin, jeZ jsou pfisedlé a zavislé na minerdlnich latkach
z pudy. Problémy miize vyvolat vy$§i mnoZstvi jakékoliv z rozpustnych minerdlnich latek
(napf. ionty vapniku, hotf¢iku, sirany), ale nejhorsi nasledky ma na svédomi chlorid sodny a
sodné kationty. Na' jonty maji tendenci v ptidé vytésiiovat vapenaté a hofednaté kationty, jeZ
se snaze odplavuji, zvySuji zdsaditost a méni charakter plidy. Rostlina je pak nucena piijimat
s jinymi Zivinami 1 sodik, jenZ je pro rostliny 1 v nizkych davkach skodlivy a pfi vysokych
koncentracich mtize zpisobit smrt celé rostliny (Munns and Tester, 2008).

Kromé solného stresu hrozi rostlinam v takovychto podminkach jesté dalsi nebezpeci. Bylo
Jiz zminéno, Ze zasoleni je vysledkem vysouSeni piid. Sucho je nepfitel vétSiny organizmil,
vcetné rostlin. Voda je dulezitd pro pfijem zivin, metabolizmus 1 pro rast a vyvoj jedince.
Podle FAO (2005) je pfes 1500 milionti ha obhospodafovavané pidy postizeno suchem.
Druhym ohroZenim pro rostliny je tzv. osmoticky stres. Osmoticky stres miiZze byt zpiisoben
vy$$i koncentraci soli nebo nedostatkem vody. Dochazi k rychlému naruseni
elektrochemického gradientu a turgoru (vnitfniho tlaku) bunék. Rostliny musi byt schopny
okamzité zareagovat a vyrovnat se s timto stresem, nebo zahynou (Munns and Tester, 2008).

Zasoleni je velky problém moderniho svéta a Ukolem zemédélci a védci je hledat
tolerantni druhy a zkoumat procesy odehravajici se v bunkach a tkanich. Tato bakalarska
prace se zabyva mechanismem pusobeni solného stresu a obrannymi reakcemi rostliny a

zaroven se zamétuje na porovnani ucinku soli, sucha a osmotického stresu na rostliny.



3. Stres

Stres je definovdn jako zatéZz organizmu, jenz je vystaven nepiiznivym podminkdm
(stresory). Stres narusuje normalni fyziologické funkce jedince, a tim vyvolava v organizmu
obrannou reakci vedouci k obnoveni homeostaze. Odpovéd miize byt obecné nebo specificka
pro dané podminky. Novy rovnovazny stav se ale mize od ptfedchoziho liSit. Vzhledem
k tomu, Ze rostliny nemaji schopnost piesunu na jina mista, jsou nuceny podminkam celit a
pokud mozno si vytvofit toleranci, neboli nastolit rovnovazny stav. Pokud rostlina neni
schopna zvladnout pfili§ velké mnozZstvi stresoru nebo dlouhodobé plisobeni neptiznivych
podminek, miize to vyvolat odumirani organti, sterilitu nebo dokonce i smrt (Buchanan et al.,

2000).

3.1. Charakteristiky stresti

U rostlin existuje nékolik typt stresu, jez se odliSuji hlavné charakterem stresoru. Lze je
rozdélit do dvou velkych skupin: biotické, kam patfi napadeni patogenem, herbivorie a
vzajemna konkurence mezi rostlinami, a abiotické. Do abiotickych stresti se fadi mechanické
poskozeni, nedostatek a nadbytek vody, nedostatek kysliku, vysoké/nizké teploty, nadmérné
UV ozafeni, solny a osmoticky stres, nedostatek a nadbytek svétla (Buchanan et al., 2000).

Tato prace se zaméfuje na solny, osmoticky stres a ¢astecné na stres z nedostatku vody.

3.1.1 Solny stres

Solny stres obecné byva zplisobeny piitomnosti vét§iho mnozstvi néjakych ionti v padé.
Muze se jednat o Ca®", Mg®", SO4> a dalii (tzv. salinita). Nejneptiznivéji viak piisobi Na',
ktery byva Casto doprovazen CI. Udava se, Ze koncentrace rozpusténych soli v piidé by pii
salinit¢ méla presahovat 40 mM (Munns and Tester, 2008), ale zalezi na tom, o jaké soli jde a
jaky druh, ba dokonce ktery jedinec je jim vystaven.

Chloridové ionty nebyvaji pro rostlinu tak problematické, ponévadz se tcastni mnoha
bunéénych procesi, maji stabilizujici funkci v nékterych komplexech a jsou dulezité pro
nastoleni elektrochemického gradientu. Kromé toho jsou buiiky vybavené sadou pienasect
specializovanych pfimo na chlér. Chlor se vrostlinné buiice normalné vyskytuje
v koncentraci okolo 188 uM (Buchanan et al., 2000). Nekteré rostliny, jako citrusy a sdja,
akumuluji C1” ionty vice nez Na' a jsou na n&j vice citlivé. CI" normalné odchazeji z buiiky
ven pasivné pies kandly diky elektrochemickému gradientu a jejich pfijem je mozny ve
vétSim mnoZzstvi pfi depolarizaci membrany, pifipadné sekundarné aktivnim transportem

pomoci CI/2H" symportniho pienasece (Gilliham and Tester, 2005).



Sodné ionty jsou dillezité pro nékteré rostliny (C4, CAM). Pro vétSinu druha jsou vSak
toxické diky tomu, Ze v bunikdch nahrazuji roli draselnych iontd a naruSuji tak spravné
fungovani proteinti, enzymii a dalSich slozek a zaroven naruSuji membrdnovy potencial
(Tester and Davenport, 2003). Dal$i nevyhoda spociva v interferenci s pfijmem zivin z pudy.
Sodné ionty se hromadi v pidnim profilu, vytésnuji jiné ionty, jez jsou odplavovany, a
zpusobuji degradaci pudnich castic, které nasledné ucpavaji pory. To vede k pomalému
vsakovani vody a snizenému provzdusnéni pudy. Degradace pudnich ¢astic mize byt
zpomalena pfitomnosti dvojmocnych kationtli poutajicich k sobé zaporn€ nabité Castice.
Hrani¢ni koncentrace sodnych ionta (sodicita) zavisi na mnoZstvi takovych iontl: pro vétSinu
pud je to 150 mM a vice, ale napt. v Australii, kde je niz8i obsah dvojmocnych kationtt, se
hranice pohybuje okolo 60 mM (Rengasamy et al., 2003).

Solny stres byva disledkem dlouhodobého pulsobeni vysoké koncentrace ionti.
Nahromadéni soli obvykle probiha postupné a rostlina je sto se se stresem zpocatku
vyporadat. Kritick4 je hodnota koncentrace uvnitt rostliny a bunék. Prvni pfiznaky postiZeni
se projevuji az pozd¢ji (dny, tydny) na starych listech podléhajicich pfed¢asné senescenci
z divodu toxické koncentace iontl. Pfi zvySeném odumirani listd nemusi dojit ani k tvorbé

kvéth kviili nedostatku energie z fotosyntézy (Munns and Tester, 2008).

3.1.2. Osmoticky stres

V burikach je obvykle udrzovan staly turgor kolem 0,6 MPa (Munns, 2002). Tato hodnota
vychdzi ztlaku cytoplazmatické membrany na bunéénou sténu a Uzce souvisi s vnitinim
obsahem vody. Za norméalnich podminek je koncentrace latek v buiice vys$si nez venku. Po
otevieni kanall a dalSich transportnich systémt dovnitt vstupuji rizné latky a s nimi do buiiky
pronika 1 voda. Voda proudi kanaly a difunduje pifes membranu a projevuje tendenci vyrovnat
koncentrace na obou stranach. Diky tomuto mechanizmu je umoznéna existence organizmu
(Buchanan et al., 2000).

Problém nastava, kdyz je koncentra¢ni gradient naruSen. V piipadé osmotického tlaku se
jedna o vyS$i mnozstvi ionti nebo dalSich osmoticky aktivnich latek samovolné
neprochazejicich pfes cytoplazmatickou membranu, jako je sachar6za a manitol. V tu chvili
zaCne voda zbunky unikat ven a vnitfni tlak ochabne. Protoplast se za¢ne smrStovat
(plazmolyzovat) a vnitini prosttedi se zahusti. Z toho vyplyva, Ze osmoticky stres je velice
rychlad udalost (minuty, hodiny) a jiz zpocatku se projevuje na rostling¢ viditelnym

ochabnutim a uvaddnim. Rostlina se musi s neCekanymi podminkami rychle vypotadat.



Nejenze hrozi odvodnéni, ale bez vody spravné nefunguji enzymy, nesestavuji se proteiny do
potiebnych konformaci, znesnadiiuje se transport a nékteré metabolické drahy nemohou
probihat (Munns and Tester, 2008).

Osmoticky stres vyvolava sucho, kontaminace tézkymi kovy, ale také solny stres, pokud
dojde k prevraceni koncentracniho gradientu, napiiklad tésné po hnojeni anorganickymi
hnojivy (hlavné pfi nedostatecném zaliti) nebo po posoleni vozovek. Pro vyzkum samotného

osmotického stresu se Casto pouziva manitol, aby nedochazelo ke zkresleni reakci na solny

stres.

Obr. 1: Plazmolyza pokozkovych bunék cibule v roztoku manitolu (750 mM). Hechtova viakna
spojuji protoplast s bunécnou sténou. (Prevzato z Munns (2002))

3.1.3. Nedostatek vody

Vodni stres je obecné problémem pro vSechny organizmy, protoze kde neni voda, neni ani
zivot. K nedostatku vody mize dochazet z n€kolika pfic¢in: suché klima, horko s nedostatkem
srazek, mréz, zasolend ptda, Spatny pudni profil atd. Nedostatek vody vyvolava stejné
problémy, jaké byly popsany v predchozi kapitole. Vliv na metabolizmus a stavbu téla casto
vede pi1 dlouhodobéjSim plisobeni ke smrti jedince.

Rostlina odpaii asi 50krat vice vody, nez si uchova v listech (Munns, 2005). Proto je
nezbytné, aby méla rostlina staly pfisun vody, pfipadné musi tento pomér snizit. Existuje
mnoho rostlin, jez se pfizpiisobily suchu (sukulenty a jiné xerofyty). Ale co maji délat
rostliny, které takovym podminkdm ptizplisobeny nejsou? Obvyklou strategii je zavirit
pruduchy, snizit odpar vody impregnaci pii dlouhodobéj$im pusobeni, nasyntetizovat
osmoticky aktivni latky a osmoprotektivni latky (LEA) a snizit odparovou plochu opadem

listd (Buchanan et al., 2000).

3.1.4. Shrnuti
Stres je sam o sobé velice komplexni zaleZitost a ve vétsSiné piipadi se nejednd pouze

o jeden typ stresu, ale o celou fadu faktori, kterym musi rostlina ¢elit. Nazornym ptikladem
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jsou tii stresy, jez jsou popsany vyse. Osmoticky stres je charakteristicky vysokou koncentraci
ionta a dalSich rozpustnych latek v ptdé, které vyvolavaji od€erpavani vody z buné€k, piicemz
snahou rostliny je vodu udrzet v sobé. Solny stres je specificky hromadénim iontl uvnitf
bunék a jedince do takové miry, az se ionty stavaji toxickymi. Rostlina vSak ionty ptijima dal,
aby ziskala ziviny a vodu. Stres z nedostatku vody je dan nepfitomnosti pouzitelné vody
v okoli. Jedinec reaguje tak, ze se snazi vodu udrzet v téle a zaroven vyuziva energii k rlstu

kofent, aby nalezl novy vodni zdroj.

3.2. Rostliny a solny stres

Zvysena koncentrace soli v pidé byva rtiznymi rostlinami ptijimana riizn€. Zalezi nejen na
druhu, ale 1 na samotné rostliné: na jejim stafi, velikosti, lokalit¢ atp. Obecné lze druhy
rozdélit do dvou hlavnich kategorii: halofyty a glykofyty.

Halofyty jsou rostliny, jeZ snaSeji zasoleni. Patfi sem napfiklad tolice seta (Medicago
sativa), jeCmen piimoisky (Hordeum marinum), lebeda (Atriplex sp.), jeCmen obecny
(Hordeum vulgare) nebo kosmatec krystalovy (Mesembryanthemum crystallinum). (Bartels
and Sunkar, 2005; Munns and Tester, 2008) Rostlin tolerantnich k soli je hodn¢. Mnohdy
odolavaji koncentracim ptesahujicim 400 mM. Rostliny pfimoiského pasma n€kdy byvaji
dokonce zavislé na NaCl (100 — 200 mM) (Flowers et al., 1977). Uzplsobeni rostlin byva
riznorodé. MlZe jit o hromadéni soli ve starych listech, o vyluCovani soli specializovanymi
zldzami nebo o nadmérnou produkci urcitych metabolit (hlavné osmoprotektanttt).

Glykofyty jsou naproti tomu citlivé 1 k malym vykyviim nizké koncentrace soli. Jejich
obranny systém je omezeny a pii vysSich koncentracich nebo pti dlouhodobéjSim plisobeni
postupné umiraji. Mezi glykofyty patti napt. ryze (Oryza sativa), pSenice tvrda (Triticum
durum) a vétSina zeleniny (Munns and Tester, 2008). Do této skupiny se fadi 1 husenicek rolni
(Arabidopsis thaliana). Ptestoze je tato rostlinka velice nachylna k solnému stresu, byva pro
védecké ucely vyuZzivana piedevSim kvili kratkému Zivotnimu cyklu, malému genomu, jenz
byl pfecten a z veétSi Casti objasnéna funkce genil, a nejvétsim plusem je snadnd
transformovatelnost dédi¢né vybavy (Zhang et al., 2004). Vyzkum Arabidopsis v dne$ni dobe
smétuje k predstavé o vytvoreni virtualni rostliny, o niZ se bude védét vse a jeZ bude slouzit
jako ptedloha pro dal$i druhy (Somerville and Dangl, 2000). Jiz v dne$ni dob¢€ probiha mnoho
vyzkumda, pii kterych jsou aplikovany poznatky z Arabidopsis thaliana na jiné druhy. Na
internetu jsou pristupné rizné databaze shromazd’ujici informace o souborech genti a proteinli

uplatiiujicich se za rlznych podminek, vcetné stresovych (TAIR http://www.arabidopsis.org;
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Arabidopsis eFP Browser http://www.bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi; GENEVESTIGATOR
https://www.genevestigator.com/gv/index.jsp). Co se tyCe solného stresu, zaujala védce jesté
piibuzna rostlina z Celedi Brassicaceae Thellungiella halophila, jez patfi mezi halofyty

(Munns and Tester, 2008).
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Obr. 2: Rozdily v toleranci k solnému stresu. Graf znazornuje vzriist hmotnosti suché biomasy
prytu v zavislosti na koncentraci NaCl v piidnim roztoku po dobu 3 tydnu. Husenicek rolni
(Arabidopsis thaliana), ryZe seta (Oryza sativa), pSenice tvrda (Triticum durum), psSenice seta
(Triticum aestivum), jecmen obecny (Hordeum vulgare), pyr Agropyron elongatum, tolice

seta (Medicago sativa), lebeda (Atriplex sp.). (Upraveno podle Munns and Tester (2008))

Prace ze sedmdesatych let se zabyvaji halofyty (Flowers et al, 1977) 1 glykofyty
(Greenway and Munns, 1980) detailnéji. Z nové€jSich praci Ize uvést napft. reSersi o halofytech
Flowers and Colmer (2008). Dvacetilety odstup spociva ve vyuziti novych metod z oblasti
molekuldrni biologie a genetiky.

V této bakalaiské praci se vSechny zminované geny, proteiny a mutace vztahuji pfimo na

Arabidopsis thaliana jako na modelovou rostlinu.

4. Projevy na rostliné
Vsechny tii typy stresu se vyznacuji viditelnymi zménami na rostlin€ i skrytymi procesy
v buiikkach a tkanich. Zmény jsou Uzce provazané a vytvafeji komplexni odpovéd na
neptiznivé podminky okoli. Je obtizné tyto procesy analyzovat oddélené, ale abychom
pochopili celek, musime znat jeho ¢asti.
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4.1. Makroskopické projevy

4.1.1. Transport Na* rostlinou

Pfijem ionti a vody zplidy zavisi na elektrochemickém gradientu cytoplazmatické
membrany. Na' ionty byvaji zpady pfijimany pasivnim transportem (na rozdil od CI)
nespecifickymi kanaly a nékterymi kandly pro K'. Diky zaporné hodnoté elektrického
potencidlu na membrané pronika dovnitf 1 malé mnoZstvi iontli (napt. pii -180 mV vstupuji
Na' pasivné i pfi koncentraci 0,03 mM v apoplastu). Hranice toxického mnozstvi Na"
v cytoplazmé kotenid se pohybuje okolo 30 mM (Tester and Davenport, 2003), avSak
s pomoci zpétného aktivniho transportu pienasSeci a prostiednictvim separace do vakuol
(Davenport et al, 2005) klesa koncentrace Na' na 1-10 mM. Zpétny transport mize
vykompenzovat ptiliv Na® jiz béhem prvnich 10 minut. Hladina K* nebyva postizend a
dosahuje hodnot 100-200 mM (Apse and Blumwald, 2007). Rostliny tolerantni k zasoleni

piijimaji ionty vice selektivné a jejich prenasede Na' funguji efektivnéji (Munns, 2005).

Plda Epidermis Cortex Endodermis Stele
1 |J_I | ] |
I 1 L 1
Pidni roztok [ Kofenové bufiky cytoplazma Xylém apoplast
30 mM 10 mM
120 mv —60 m\V
pH 7.2 pH 6
Nats f—
=g Nat
Chl ff—
=g C|-

Obr. 3: Transport Na' a CI' v koreni. Modré $i — pasivni transport; cervené Si — aktivni
D p b D p

transport. (Prevzato z Munns and Tester (2008))

Transport Na™ z kofenovych bunék do xylému je siln& potladen diky tomu, Ze mrtvé buiiky
xylému nemaji plazmatické membrany ani negativni elektrochemicky potencidl, zatimco
okolni parenchymatické bunky ano. Pokud by pti zasoleni bylo napéti na membrané okolnich
bunék -180 mV (brano jako standardni hodnota polarizace rostlinné buiiky), musela by byt
koncentrace Na' v xylému velice nizka (0,03 mM), aby transport ionti do xylému mohl viibec

probéhnout. Béhem solného stresu je ale v xylému udrzovana hodnota Na ' stokrat vyssi (1-4
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mM), coz brani pasivnimu transportu. Kdyz vSak dojde k depolarizaci okolnich bunék (napf.
na -60 mV), miize koncentrace Na’ v xylému dosahovat klidné az 3 mM, a ionty budou stale
samovoln¢ pronikat do vodivého pletiva. K depolarizaci dochazi tieba pii transportu dalSich
iontt, jako je K (Munns, 2005).

Rozvod xylémem do dalSich bunék je opét usnadnén pasivnim pienosem pies
elektrochemicky spad (Tester and Davenport, 2003). Ionty Na" byvaji ¢asté&ji uskladiiovany
v listech nez v kotenech diky transpiraci a nizké ndvratnosti sodnych iontl z prytu zpét do
kotenti floémem (Munns, 2002). Hranice toxické koncentrace Na' v cytoplazmé listi byva asi

100 mM (Bartels and Sunkar, 2005).

4.1.2. Projevy na organech

Kofeny jsou ptizpisobeny piipadnym problémim s ptijmem soli pfitomnosti: rthizodermis
a primarni klry s vyvinutymi vakuolami, Caspariho prouzki blokujicich apoplasticky
transport, bun¢k sttedniho valce rovnéz s vakuolami (Apse and Blumwald, 2007). Zpocatku
se na kofenech projevuje osmoticky efekt. Nasledné jsou vlivem transpirace a nedostatecného
vodniho zasobeni zasazeny i listy. Uginky stresu jsou prechodné a rostlina se pfizptisobuje
(napt. Arabidopsis do hodiny od zacatku piisobeni stresoru), avSak zpomaleni rychlosti rastu
zistava (Cramer, 2002). Rist kofenli byva méné ovlivnény neZ rlst prytu (Munns, 2002).
Citlivej$i neZ pryt jsou pouze kotfenove vlasky, jejichz délka a hustota se radikdlné zmenSuje
uz v ptitomnosti 25 mM. Podle vSeho jde o projev solného stresu, jelikoz v roztoku manitolu
kotenové vlasky postizené nejsou (naopak byvaji delsi) (Wang et al., 2008b).

Listy rostlin vystavenych vysokym koncentracim soli nejprve uvadaji v disledku
osmotického stresu, takze priduchy se v obrané¢ zaviraji. Po n€kolika dnech se objevuji i
ptiznaky zasoleni v podobé pfedCasné opaddvajicich starSich listl, jez kumuluji Skodlivé
ionty. Svym opadem v podstaté piispivaji k dalSimu zasolovéani okolni pady. Mladé listy se
vyznacuji zvySenou fotosyntézou vzhledem k ploSe (vlivem bunééné dehydratace), ¢imz se
kompenzuji ztraty vody (vétsi efektivita premény CO, vzhledem k H,O) (Munns, 2005).

Po nékolika tydnech solny stres tlumi tvorbu postrannich vétvi a miZze redukovat i pocet
kvétl, ptipadné 1 jejich samotnou tvorbu. Tvorba kvéth zavisi na velikosti zelené listové
plochy, jeZz tvoti energii. Kdyz piirastek listdh kompenzuje pfedCasny opad, reprodukce
rostliny neni naruSena. Podobny efekt 1ze pozorovat pii dehydrataci (Munns and Tester,

2008).

13



Podle vSeho se na signalizaci solného stresu podileji fytohormony, jez plisobi na dlouhou
vzdalenost a buiiky na n¢ velice rychle reaguji. Nevi se vSak, jaké latky by to piesné mély byt
a zda jsou to jen fytohormony. Rozhodné nelze popfit, Ze svoji roli hraje kyselina abscisova
(ABA), jez reguluje zavirani priduchii (rovnéZ stimulaci pfestavby aktinového cytoskeletu

v privodnich buiikach (Eun and Lee, 1997)) a zpomaluje rist bunék (Davies et al., 2005).

4.2. Mikroskopické projevy na burice

Sodné ionty jsou toxické pro buiiky. V cytoplazmé nahrazuji K', inhibuji enzymy a
narusuji elektrostatické sily. Citlivost cytosolickych enzymu je srovnatelna u glykofyth i
halofytt (Flowers et al., 1977), ale enzymy v bunééné sténé¢ halofytii dokdzou odoldvat
koncentracim vy$$im nez 500 mM NaCl (Thiyagarajah et al., 1996). Je nutné ionty Cerpat ven
z rostliny, uschovavat je ve vakuolach, kde neskodi, ptipadné je vylucovat do bunécné stény,
coz vede k rychlému od¢erpavani vody a ke smrSt'ovani bunky jako pii dehydrataci. Pokud to
ale nestati, Na' se zacne rychle kumulovat v cytoplazmé, jejiz objem je vzhledem

k vakuolarnimu maly, a bunikka umie (Munns, 2002).

4.2.1. Pienos a separace Na*

Pfenos Na' sestavé z pFijmu iontf, vydeje a separace do vakuol.

Ptijem je zprostfedkovan hlavné nespecifickymi kanaly pro ionty a vysokoafinnimi
pienase¢i K' (HKT). Proto rostliny po vystaveni zasoleni syntetizuji spiSe transportéry
jedine¢né pro dané ionty. P¥iméa souvislost s Na™ byla objevena u pfenasecti z rodiny HKT
transportujicich sodik do buiiky. Mutantni rostliny s chyb&jicimi HKT ptenaseci se staly
tolerantnéj$imi k zasoleni (Haro et al., 2005).

Transport do vakuol i ven zbunék umoziuji Na'/H' protismérné pienasece (anglicky
antiporters), tzv. NHX (Apse et al., 1999). Hnaci silou jsou protony nashromazdéné pomoci
aktivnich prenasect (H -ATPaza, H'-PP4za) (Munns, 2005).

Pti regulaci hospodateni s vodou se uplatiiuji aquaporiny, kanéaly urychlujici pfesun vody
pies membrany. Pti stresovych podminkach je syntéza aquaporinovych stavebnich proteint
siln¢€ potlacena, ale mize byt 1 stimulovana. Z pokusti vyplyva, ze by syntéza aquaporinovych
proteinit méla byt zvySend béhem dehydratace a snizena pti solném stresu (Smith-Espinoza et

al., 2003).
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Obr. 4: Transport Na~ a CI v koreni. Modré Sipky — pasivni transport; cervené Sipky — aktivni

transport. (Upraveno podle Munns and Tester (2008))

4.2.2.ROS

Reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species; ROS) vznikaji béhem fotosyntézy
v chloroplastech a pifi bunécném dychani v mitochondriich. Jsou to nebezpecné latky
poskozujici DNA a dal$i struktury buiiky, avSak jsou také dillezité pti regulaci apikalniho
rustu (Potocky et al., 2007) a pi1 pienosu signalu, pfedev§im béhem oxidacniho a vodniho
stresu a pfi nadmérném ozafeni. Reaktivnich forem kysliku je n€kolik typt, vétSinou se jedna
o radikaly: '0,, 0,7, H,0,a HO" (Mittler et al., 2004).
peroxidaza, katalaza a glutation reduktaza. Svoji roli mé i vitamin C a E (Bartels and Sunkar,

2005). Pti odstranovani ROS se uplatiiuji také osmolyty a osmoprotektanty (viz nize).

4.2.3. Tvorba osmolytii, osmoprotektanti a polyaminti

Osmoticky aktivni latky (osmolyty, kompatibilni soluty) jsou netoxické malé molekuly
produkované v buiice za ucelem vyrovnavani osmotického tlaku, pfedev§im béhem solného,
osmotického a vodniho stresu. Neinteraguji se zakladnimi metabolickymi drahami a
akumuluji se hlavné v cytoplazmé ve vysokém mnozstvi. Osmolyty vyrovnavaji tlak
zpusobeny zvySenou koncentraci ionti mimo builku nebo ve vakuole nebo kompenzuji
poruchy turgoru pii nedostatku vody. Mnohdy se podileji na odstraiovani ROS. V nizsich
koncentracich také mivaji schopnost stabilizovat terciarni strukturu bilkovin, tedy funguji 1

jako osmoprotektivni molekuly. Syntéza osmolytll je energeticky naro¢na. Kompatibilni
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soluty jsou diilezité pii adaptaci. U halofytli je jejich mnozstvi v buitkdch nékolikrat vyssi
(Munns and Tester, 2008).

Osmoticky aktivni latky mohou byt rizné povahy. Ze sacharidii to muize byt rafindza,
stachydza, trehaloza, sacharoza, fruktany, cukerné alkoholy, jako je galaktinol (Yokoi et al.,
2002), nebo u nékterych halofytl 1 oktul6za (Bianchi et al., 1991). Déle to mohou byt alkoholy
(pinitol, ononitol, glycerol, manitol), aminokyseliny (prolin, asparagin), glycin betain
(zajimavé je, ze se nesyntetizuje v modelovych rostlinach Arabidopsis, ryzi a tabaku) a
spousta dal§ich (Munns, 2005).

Mezi tzv. osmoprotektivni latky patii LEA proteiny (late-embryogenesis abundant). Byvaji
produkované béhem dehydratace (takze 1 pifi osmotickém stresu) a pii embryogenezi.
Stabilizuji proteinové struktury a membrany. Pfi solném stresu se vétSinou netvofi, protoze
v podstaté nedochdzi k vysouSeni. P¥i nadmérné koncentraci napf. Na' v cytoplazmé vsak
mohou chranit proteiny pted toxickymi G¢inky iontd (Munns, 2005). Podobnou strukturu jako
LEA proteiny maji 1 chaperony zrodiny heat shock proteini (HSP). Chaperony se staraji
o spravné sloZeni proteini. Ze zminovanych stresit se uplatiiuji pfedevSim pii dehydrataci
(Bartels and Sunkar, 2005).

Polyaminy jsou malé molekuly, jez ochranuji buniku b&hem stresovych podminek.
Pravdépodobné se podileji na odstranovani ROS. Ve vétSim mnoZstvi jsou pro buiku

Skodlivé. Nejcasteji se uplatiiuji spermin, spermidin a putrescin (Bartels and Sunkar, 2005).

5. Geny a tolerance

V posledni dobé se do poptedi zdjmu dostavd genové inzenyrstvi a mapovani genetické
vybavy organizmi. Jedna se o relativné mladd odvétvi vyzkumu. Genové inzenyrstvi mize
poskytnout prostfedky nahrazujici cilené¢ kiizeni jedinci s rGznymi vlastnostmi. Nabizi
pomérné rychlé a pfedem zvolené vytvoreni mutantniho organizmu, pficemz nékdy se tak daji
pfenést vlastnosti mezi riznymi druhy, nebo dokonce 1 mezi fiSemi. Samotny postup ale neni
upln€ jednoduchy a uspésSnost genové manipulace zdvisi na mnoha okolnostech. Rovnéz
mapovani genomu ma sva uskali.

Pti vyzkumu stresti se téchto metod vyuziva napiiklad pro zjiSténi mnozstvi nebo typu
gentl, jejichz regulace je n¢jakym zplsobem vychylena od kontroly (rostlina nevystavena
stresu, ale jinak péstovand za stejnych podminek). Znamena to, Ze se analyzuje mnozstvi
RNA pftislusného genu. Je zftejmé, ze mnozstvi RNA nemusi byt vzdy smérodatné (ne vzdy a

ne stejné¢ efektivné¢ musi dochazet k translaci atp.) a také malo vypovidd o provazanosti
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bunéénych drah a proteinovych interakcich. Piesto l1ze vysledky pouzit tfeba pfi srovnavani
genove regulace mezi riznymi druhy rostlin mezi riznymi typy stresu. O rozmanitosti genové

regulace pi1 stresovych odpovédich vypovida tabulka 1.

kofen pryt

025h 05h 10h 30h 60h 12h 24h 025h 05h 10h 30h 60h 12h 24h

Sucho - zvySena regulace 10 325 309 32 131 42 6 44 W1 218 217 122 129 60
Sucho - sniZend regulace 12 42 161 16 58 23 12 59 93 21 39 22 8 14
Soly stres - zvySena regulace ND 132 575 1263 1682 793 1310 ND 6 1" 361 448 326 735
Solny stres - snizena regulace ND 14240 421 1291 577 666 ND 77 22 M8 18T 177 494
Osmoticky stres - zviysena regulace ND 189 347 429 597 908 788 ND 34 214 797 934 1214 1553
Osmoticky stres - sniZzend regulace D 24 199 367 525 906 590 ND 23 30 325 760 1345 1832

Tab. 1: Rozdily v regulaci exprese genu béhem solného, osmotického a vodniho stresu
u Arabidopsis thaliana v zavislosti na case (v hodindch) a na rostlinné casti. Hodnoty udavaji
pocet genii, jejichz transkripce je zvySend/snizena behem stresu vzhledem ke kontrolni rostliné
v nestresovych podminkach. Jiz za pul hodiny po aplikaci stresovych podminek rostlina

reaguje na urovni genomu. ND — nedefinovano. (Prevzato z Kilian et al. (2007))

Mnohem uc¢inngjsi se v téchto pfipadech zda byt analyza proteomu. Z mnozstvi a typu
proteinil se uz da vyvodit mnohé. Nevyhodou metody na odhalovani proteomu je jeji slozitost
a vysoka nédkladnost ptislusnych pfistroji. Metoda je naro€na i ¢asové, nehled€ na obtiZznost
nasledného zhodnocovani vysledki.

Zpracovani zjiSténych informaci byva nejtézs§i. V ptipad¢ stresovych odpovédi jsou
signalizace, regulace genové exprese a vzajemnd provazanost drah samy o sobé dost
komplikované (jakoz 1 v rostliné stresu nevystavené) a Casto se odpovéd na jeden stres
piekryva s odpovédi na jiny. Védci se v tomto ,,chaosu* pokouseji nalézt néjaky systém, ktery
by dal$i studium zna¢né¢ uleh¢il. Zajimavou alternativu navrhuje Weston et. al. (2008), ktery

se vyporadava s komplexitou a s piekryvem stresovych odpovédi zformovanim genovych

bloki, pfi¢emz kazdy blok zahrnuje geny (a tedy i proteiny) s podobnymi vlastnostmi.

5.1. Receptory

Stresové receptory obecné patii mezi velké zahady. Nelze jednoznacné fici, ze ,tato
molekula za vSechno mlze*“. D4 se predpokladat, ze jak jsou komplexni samotné stresové
projevy a odpovédi, tak slozité bude 1 vnimani. Nebylo by tedy pfekvapenim, Ze stresovych
receptori se najde vice a ze budou obecné 1 specifické pro dany typ stresu. Nelze také

vylougit, Ze by receptorem solného stresu nemohl byt samotny toxicky efekt (napt. Na) na
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proteinech a membranach; v podminkdch vodniho deficitu by to mohla byt ztrata
stabilizujicich vodnich molekul a turgoru. Za pokus by také stalo zjistit, jestli projev
osmotického stresu nenavozuje v rostlin€ stav, ktery mize pfedznamenavat blizici se hrozbu

soli.

5.2. Signalni molekuly

Signalni molekuly zprostfedkovavaji ptenos informace od receptort k efektorim. Obvykle
tvofi celou vétvenou kaskadu umocnujici signdl. Na konci obvykle byva aktivace

transkripCnich faktorti podporujicich nebo tlumicich expresi genti (hlavné obrannych).

5.2.1. Caz+

Ca’" ionty umi jako prvni signalizovat pritomnost Na™ v okoli buiiky tim, Ze roste jejich
cytosolickd koncentrace. Na™ stimuluje otevirani kanald pro Ca®’, které proudi po
koncentraénim spadu do buiiky (i z vakuoly) (Munns and Tester, 2008). Cytosolicky Ca*"
muze byt detekovan proteinem piibuznym kalcineurinu B (CBL4 — calcineurin B-like
protein), ktery je soucasti drahy SOS jako SOS3 (viz nize) (Halfter et al., 2000), vazbou na
kalmodulin nebo kalcium-dependentni proteinkindzou (CDPK). Nadprodukce receptort
vapniku, napt. CDPK, vede ke zvySené toleranci k osmotickému i solnému stresu (Bartels and

Sunkar, 2005).

5.2.2. ABA a etylén

Kyselina abscisova (ABA) funguje jako signalni molekula béhem osmotického, solného a
vodniho stresu. Stimuluje tvorbu osmolytti, LEA proteini a dalSich latek udrzujicich turgor a
tidi uzavirani priduchli. ABA reguluje expresi genti pfes promotorové useky ABRE (ABA-
responsive element). Jinou moznost fizeni stresové odpovédi umoziuje metabolicka draha
syntézy ABA, vniz jako klicovy enzym vystupuje 9-cis-epoxykarotenoid dioxygenaza
(NCED), jejiz produkce je stimulovana béhem stresu (Bartels and Sunkar, 2005), a zeaxantin-
epoxidaza, jejiz nadmérna exprese urychluje zavirdni priduchtt a indukuje osmotickou
toleranci (Park et al., 2008).

Antagonistou kyseliny abscisové je etylén. Etylénovy signal je ptijiman ETR (ethylene
response), ERS (ethylene response sensor) a EIN (ethylene insensitive protein) (Beaudoin et
al., 2000). ETRI ovliviiuje toleranci k solnému a osmotickému stresu a je ovliviiovan

kyselinou abscisovou. Ale 1 mezi alelami téhoZz genu se vztahy li§i. Mutant etr/-1 je vice
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citlivy k ABA a projevuje se snizenou stresovou toleranci, zatimco etr/-7 je ABA-insenzitivni

a rostlina se stava vice tolerantni (Wang et al., 2008a).

5.2.3. MAPK

Mitogen-activated protein kinase (MAPK) je anglicky nazev pro skupinu vysoce
konzervovanych bunéfnych kindz, jez se navzajem postupné fosforyluji, ¢imz vytvareji
jakousi sit’ nebo kaskddu vedouci a umocnujici signal. Na konci drahy stoji latky citlivé
k fosforylaci. Kinazy byvaji oznacované podle postupné aktivace jako MAPKKK-MAPKK-
MAPK. MAPK-draha poméha regulovat bunécny rist, déleni, smrt a Gcastni se také odpovédi
na razné typy stresu. Drah je nckolik typt odliSujicich se sloZzenim kindz a kone¢nym
ucinkem (dréhy obvykle kon¢i v jadfe, kde fosforyluji transkripéni faktory). Napf.
u Arabidopsis existuje 20 MAPK, 10 MAPKK a 60 MAPKKK. Béhem sucha, soln¢ho a
osmotického stresu se uplatiuji AtMEKKI (solny stres) a AtCTR1 (etylénovy signal) jako
MAPKKK; AtMKKI (solny, sucho) a AtMKK?2 (solny) jako MAPKK; AtMPK3 (osmoticky,
ABA-signal), AtMPK4 (osmoticky, sucho) a AtMPK6 (osmoticky, solny, sucho) jako
MAPK. Nadmérna exprese prislusnych geni mize vést k toleranci stresu (Nakagami et al.,
2005).

Proti kindzdm funguji fosfatdzy. Béhem solného stresu se u Arabidopsis produkuje protein-

tyrozin fosfataza (AtPTP1), kterd defosforyluje AtMPK4 (Bartels and Sunkar, 2005).

5.2.4. Dalsi drahy
Béhem stresu se uplatiiuji 1 jiné kindzy. Napiiklad SnRK2 (SNF1-related proteinkinase) se

ucastni kontroly pii zavirani praduchi. Byva regulovana kyselinou abscisovou (Yoshida et
al., 2002). SnRK2 a dalsi ptibuzné kinazy jsou aktivovany suchem, solnym a osmotickym

stresem.

5.3. Transkrip¢ni faktory

Zpracovani signdlu z drah a regulace mnozstvi a typu syntetizovanych proteini probiha
pfedevsim v jadie pomoci specificky fizenych transkripénich faktort. Transkripéni faktory
inhibuji nebo stimuluji expresi genl tim, Ze se vazi do regulac¢nich oblasti (hlavné do
promotorove oblasti).

Béhem vsech tii strestl se asi nejvice projevuji tzv. zinkové prsty z rodiny ZAT (ZAT7,
ZAT10, ZAT12). Uvedené Zn-prsty se také ucastni signalizace pfitomnosti ROS. ZAT

stimuluji syntézu proteinii vyvolavajicich stresovou odpovéd’ (Davletova et al., 2005). ZAT
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pusobi velice rychle. Pravdépodobné maji vliv i na Utlum uhlikového metabolizmu a
fotosyntézy (Sakamoto et al., 2004).

Spolu se ZAT transkripnimi faktory se uplatiiuji 1 proteiny WRKY, jez se vazi do oblasti
W-boxu. WRKY proteiny maji konzervovanou sekvenci aminokyselin na N-konci, jinak jsou
velice variabilni, nehled€ na to, Ze spolu jest¢ mohou tvotfit homo- a hetrodimery. V rostlindch
se vyskytuje mnoho druhtt WRKY (u Arabidopsis 74 zastupci) ucastnicich se odpovédi na
bioticky 1 abioticky stres a uplatiiujicich se napiiklad pti senescenci (Eulgem and Somssich,
2007).

Dalsi soubor transkripénich faktorti lze rozdélit podle zavislosti na kyselin€ abscisové.
ABA-dependentni drahy zahrnuji oblast ABRE, MYB a MYC elementy a transkrip¢ni faktory
bZIP. Drahy nezadvislé na ABA se vyznacuji ptitomnosti oblasti DRE (dehydration responsive
element) (Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 2005). Do oblasti ABRE se vazi transkripcni
faktory ABF (ABRE-binding factor) z rodiny bZIP, pro DRE jsou to DREB faktory (DRE-
binding factor). DREB patii do velké skupiny AP2/ERF-véazajici proteiny (APETALA2/
etylene-responsive factor-binding protein). DREBIA, DREB2A, DREB2B a DREBID hraji
roli pii solném stresu a dehydrataci, DREBIF pouze pfi solném stresu. Je zajimaveé, ze
zvySena tvorba DREB1A a DREBIB stimuluje toleranci, zatimco toleranci u DREBIC
navozuje mutant dreblc (Bartels and Sunkar, 2005).

5.4. Malé RNA

V posledni dob& se stdle vice bere na védomi existence tzv. malych RNA. Jednd se
o kratké useky nukleovych kyselin, které se mohou parovat s mRNA, ¢imz utvofi
dvouvldknovou RNA. Dvouvldknova RNA je buiikou ihned zlikvidovdna. Malé RNA tedy
slouzi k rychlé degradaci mRNA, k zastaveni translace urcitého proteinu a také k modifikaci
chromatinu vedouci k uml¢eni genu. Uplatituji se béhem vyvoje rostliny a také pii stresu.
Malé RNA se déli na dvé skupiny: mikroRNA (miRNA) a kratké (short) interferujici RNA
(siRNA).

miRNA je dlouhd 20-22 nukleotidii a vznika rozstépenim jednovlaknové vlasenky pomoci
komplexu obsahujiciho RNazu III, neboli DCLI proteinu (Dicer-like 1) (Jones-Rhoades et al.,
2006). HEN1 metyltransferaza upeviiuje na 3’-konce nové vzniklé dvouvlaknové struktury
metylovou skupinu (Yu ef al., 2005). V cytoplazmé pak dochézi k odstranéni jednoho vlakna
na komplexu RISC (RNA-induced silencing complex) a miRNA je pfipravena k pouziti
(Jones-Rhoades et al., 2006).
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siRNA jsou dlouh¢ 21-24 nukleotidi. Interferuji s mRNA genu, od né¢hoz jsou odvozené.
Pivodné vypadaji jako dsRNA, které vznikaji RNA-dependentni RN A-polymerazou. Pomoci
DCL2, 3, 4 se pak tvofi siRNA, ktera také reaguje s RISC komplexem (Waterhouse et al.,
2001). siRNA se mimo jin¢ uplatnuji praveé pti DNA metylacich a histonovych modifikacich
(Chan et al., 2006).

5.5. Geny solného stresu
VySe zminéné geny, proteiny a dals$i molekuly byly vétSinou spolecné vSem tfem typtim
stresu. P¥imo pro solny stres jsou charakteristické transportéry Na" a k nim piiléhajici drdha

SOS.

5.5.1. Transportéry Na+

Pfi vniku sodné ionty vyuzivaji pasivni transport pies nespecifické kandly a pfes
vysokoafinni draselné kandly (HKT), které nerozliSuji velikost ionth (Haro ef al., 2005).
Béhem stresu se tyto kanaly tvoii méné a spiSe se selektuji ionty, tieba pomoci K'-kanali
(K'-channels, KC1) a K'-transportéri (Bartels and Sunkar, 2005). Nespecifické kanaly pro
ionty mohou byt regulované cyklickymi nukleotidy nebo glutamatem (Leng et al., 2002;
Demidchik et al., 2004). HKT se syntetizuji ve vét§Sim mnozstvi béhem osmotického stresu
(ne pti solném) proto, aby do bunky pronikaly ionty, jez funguji jako osmolyty, a ptitahly za
sebou vodu. HKT se ¢leni na dvé skupiny. Skupina 1 zahrnuje Na'-kanaly, skupina 2 Na'/K"
stejnosmérné ptenasece. U Arabidopsis se nachazeji pouze kanaly prvni skupiny (Platten et al.,
2006). Je zajimavé, ze mutace v genu Athktl;1 zplsobuje néachylnost k solnému stresu
akumulaci Na’ v prytu, ale akumulace v koteni je naopak potladena (Munns and Tester,
2008).

Sekundarné aktivni prenasece Na'/H' (pienasete vyuzivajici jako hnaci silu gradient
protonil vytvofeny aktivné, to jest za spotfeby energie, H -pumpami $tépicimi ATP nebo
pyrofosfat) se déli do dvou skupin. PienaSece kédované SOS! jsou umisténé v plazmatické
membrané a zajistuji odSerpavani Na' zbuiiky (Tester and Davenport, 2003). Druhou
skupinou jsou NHX transportéry, které jsou zabudované v tonoplastu a jejich syntéza je
podporovana osmotickym stresem, hlavné s pomoci ABA. NHX slouzi hlavné k uskladnéni
ionti do vakuoly a jako regulatory pH (Yokoi ef al., 2002). Béhem stresu se uplatiiuji 1
nespecifické kation/H -pfenasece (CHX). Spolu stémito pfenasedi vzrista také tvorba

protonovych pump H'-ATP4z a H'-PP4z (Munns, 2005).
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5.5.2.S0S

Salt overly sensitive, neboli SOS, je oznaceni pro soubor navzajem se ovliviiujicich
proteind, jez hraji diileZitou roli p¥i signalizaci vy§§iho mnozstvi Na' a které v mutantni formé
ptislusnych genli vyrazné zvySuji nachylnost rostliny k salinité.

SOSI1 je regulovano SOS2, jez je zase fizeno SOS3. Gen SOS3 koduje calcineurin B-like
protein (CBL), ktery je podobny kalcineurinu B z kvasinek a funguje jako Ca®"-dependentni
proteinfosfataza. Protein je pfichyceny na plazmatické membrané a je aktivovan Ca®* jonty.
SOS3 aktivuje serin/treoninovou proteinkinazu (SOS2) tvorbou komplexu. Aktivni SOS2
fosforyluje SOS1 a podporuje expresi genu SOSI. SOSI davéa vzniku Na'/H' protismérnému
ptenaSeci (Zhu, 2002) umisténému na membrané v kofeni a v parenchymatickych buikéach

okolo cévnich svazki (Shi et al., 2002).

Caﬂ+
5051 Nat 5053 HKT1 \(r
'q*', §L ﬂ | '1 Plazmaticka
. e brana
B~ gl v mem
H+ \@‘*n ks Ca**\ Na* Na*
8082 Ij_ senzor?
el e A AR A AAA AL SOET MRMNA

Obr. 4: SOS driha. Senzor Na* zatim nebyl identifikovan. Mohly by to byt kandly pro Ca’”
nebo SOS3. Na" pronikaji do buiiky nespecifickymi kandly a HKTI prenaseci. SOS3 vize
Ca’" a aktivuje SOS2. SOS2 spousti cinnost SOS1 kanalii transportujicich Na™ pryc z buriky.
(Upraveno podle Ward et al. (2003))

Pro toleranci k Na' je kli¢ova nadprodukce SOS1. SOS1 byva syntetizovano asi po 10
hodindch u normalnich rostlin 1 u mutantli, ale u mutantnich rostlin se zvySenou expresi
vzniké proteinii mnohem vice, a to vede k efektivngj§imu odstaiovani Na' (Shi et al., 2002).
Ptedpoklada se, ze SOS3, ktery ma na sobé vazebna mista pro vdpenaté ionty, by mohl
fungovat jako senzor Na' (Ishitani et al, 2000). Kromé& téchto specifickych funkci mize
kinaza SOS2 spoustét signalni kaskady MAPK (Chinnusamy et al., 2004).

5.6. Geny osmotického stresu
Rozdil mezi solnym a osmotickym stresem je patrny hlavné na genové urovni.

V ptedchozich kapitolach jiz bylo uvedeno nékolik genii a proteinii charakteristickych jen pro
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osmoticky stres. B€hem osmotického stresu dochazi ke zvySeni tekutosti membrany a ke
zménam ve sloZzeni fosfolipidl. Teoreticky by na tom mohly mit podil fosfolipazy (hlavné
fosfolipaza C) produkujici druhé posly inositol-1,4,5-trisfostat (IP3), diacylglycerol (DAG) a
kyselinu fosfatidovou (Bartels and Sunkar, 2005).

Jakysi prechod mezi osmotickym a solnym stresem by mohl hrat vakuoldrni Na'/H"

transportér, jehoz syntéza muze byt stimulovana ABA (Shi and Zhu, 2002).

5.7. Geny vodniho deficitu

Vodni stres je velice rozsahld kapitola tykajici se nejriiznéjSich situaci. V této praci se
jedna spiSe o okrajovou zélezitost. Typické projevy stresu jsou zminény vyse.

Stres z vodniho deficitu se v mnohém podoba osmotickému stresu. Asi nejzndméjsi
soucasti rostlinné odpovédi je fytohormon ABA, jenz se ucastni mimo jiné zavirani praduchd.
Béhem vodniho stresu dochazi k omezeni ristu bun€k. Ruast a déleni souvisi s cyklinem a
cyklin-dependentnimi kindzami (CDK), jejichZ syntéza je omezend b&hem sucha. Zaroven
dochazi pti nedostatku vody k produkci inhibitori CDK.

Stimulace riistu kotfent vSak nemusi byt v prostiedi chudém na vodu postizena. Tento jev
je patrny u tolerantnéjSich druhd, jimz se v apikalni ¢asti kofene nadéle syntetizuji expanziny.
Pti rehydrataci se pak expanziny produkuji i u ostatnich druhti (Bartels and Sunkar, 2005). Pti
rehydrataci se také zvySuje mnozstvi CYP707A (z rodiny oxigenaz cytochromu P450), které
degraduje kyselinu abscisovou (Kushiro ef al., 2004).

6. Zavér

Vyzkum solného, osmotického a vodniho stresu za poslednich dvacet let hodné pokrocil.
JiZ dnes by se mohlo na pole uvést nékolik tolerantnich rostlin a zachranit tak ¢ast svéta pred
hladomorem. Ale tak velky krok se by se nemél uspéchat. Je tfeba provéfit vSechna pro a
proti. A také je aktualni vypotadat se s otdzkou ohledné¢ vysadby geneticky modifikovanych
rostlin.

Problémem, a¢ se to nezdd, je samotnd tvorba transgennich rostlin. Mnoho laboratoii uz
aplikuje poznatky z Arabidopsis thaliana na kulturni plodiny, ackoliv vyzkum modelové
rostliny jesté zdaleka neni u konce, nehledé¢ na to, Ze samotnd Arabidopsis ma jistd omezeni
(napt. mnozstvi biomasy negativné koreluje s obsahem sodiku v prytu (Essah et al., 2003).
Vytvoftit tolerantni rostlinu také neni tak jednoduché, jak by se na prvni pohled mohlo zdat.

Stresové odpovédi jsou komplexni zaleZitosti a vétSinou nestaci upravit jen jeden gen. Kromé
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toho vyzkum probihd ptevazné in vitro a za umélych podminek. Jak ale bude rostlina reagovat

na neptiznivé lokalni podminky v riznych ¢astech svéta, to zistava viceméné zahadou.

Deékuji skolitelce Doc. RNDr. Fatime Cvrckové, Dr. rer. nat. za pomoc a své rodiné za

podporu.
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