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Abstrakt

Genetické modifikace zemédélskych plodin jsou v dnesni dobé jiz bézné vyuzivany v boji
proti $kiidcim a plevelim. Cim dal tim Zastéji se také objevuji snahy vyuzit genetické
modifikace 1 ke zvySeni odolnosti k abiotickym strestim, které celosvétoveé ovlivituji vynosy
mnohem vice nez stresy biotické. Jednou z intenzivné studovanych moznosti jak zvySeni
stresové tolerance dosahnout, je manipulace s trehalosovym metabolismem. Tato prace
shrnuje dosavadni poznatky o ochrannych tuéincich trehalosy v bunikach a zabyva se
ptirozenou signalni funkci trehalosy a meziproduktu jeji syntézy trehalosa-6-fosfatu u rostlin.
Déle popisuje jiz dosazené uspéchy pii zvySovani odolnosti rostlin k abiotickym stresim
pomoci genetickych zasahti do trehalosového metabolismu, ale i doprovodné probléemy.

V zavéru je pak zhodnocen potencial vyuziti této metody do budoucna.

Klicova slova: genetické modifikace, trehalosa, trehalosa-6-fosfat, abioticky stres, stresova

odolnost

Abstract

In these days, genetic modifications of crops are commonly used in the fight against pests
and weeds. More and more often there are also efforts to use genetic modifications to increase
tolerance to abiotic stresses that affect worldwide yields much more than biotic ones.
Manipulation of trehalose metabolism represents one of the frequently studied options of
abiotic stress tolerance enhancement. This work summarizes current knowledge on the
protective effects of trehalose in cells and describes signaling functions of trehalose and its
metabolic intermediate trehalose-6-phosphate in plants. It also describes current achievements
in increasing abiotic stress tolerance through genetic modifications of trehalose metabolism
together with accompanying problems. Finally, the potential of this method for future

exploitation is discussed.

Key Words: genetic modification, trehalose, trehalose-6-phosphate, abiotic stress, stress

tolerance



Seznam zkratek:

6-SFT - sacharosa:fruktan-6-fruktosyltransferasa

ADP - adenosindifosfat

ApL3 - gen kodujici velkou podjednotku ADP-glukosapyrofosforylasy

ATP - adenosintrifosfat

bZIP11 (ATB2) — (basic leucine zipper 11) transkripéni faktor z rodiny bZIP
CaMV35S - (cauliflower mosaic virus 35S) promotor z viru kvétakové mozaiky
DPPC - dipalmitoylfosfatydylcholin

F26BP - fruktosa-2,6-bisfosfat

F6P - fruktosa-6-fosfat

G1P - glukosa-1-fosfat

G6P - glukosa-6-fosfat

KIN10/KIN11 - katalytické podjednotky SnRK1

otsA - (osmoregulatory trehalose synthesis A ) gen kodujici TPS u Escherichia coli
otsB - (osmoregulatory trehalose synthesis B ) gen kddujici TPP u Escherichia coli

rd29A — (responsive to dehydration 29A) suchem indukovany promotor z Arabidopsis
thaliana

ROS - (reactive oxygen species) reaktivni formy kysliku

RuBisCO - ribulosa-1,5-bisfosfat-karboxylasa/oxygenasa

SNK1 — (sucrose non-fermenting kinase 1) serin/threoninova kinasa z kvasinek

SnRK1 — (sucrose non-fermenting related kinase 1) rostlinna kinasa homologni k SNK1

StDS2 - (Solanum tuberosum Drought Specific 2) promotor z bramboru s ptedpokladanou
suchem indukovanou expresi

T6P- trehalosa-6-fosfat

TaMYB13-1 - jeden z geni kodujicich transkripéni faktor z rodiny MYB u pSenice
TPH - trehalosafosfathydrolasa

TPP - trehalosa-6-fosfatfosfathasa

TPS - trehalosa-6-fosfatsynthasa

TPSP - trehalosa-6-fosfatsynthasa/fosfathasa

TREL - gen kddujici enzym trehalasu

Ubil - ubiquitinovy promotor z kukufice

UDP - uridindifosfat

WT - wild type
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1. Uvod

Abiotické stresy jako je sucho, zasoleni, extrémni teploty, ale i nedostate¢na mineralni
vyziva nebo naopak piitomnost toxickych latek, zpusobuji morfologické, fyziologickeé,
biochemické a molekularni zmény, které ve vysledku omezuji rist, vyvoj a produktivitu
rostlin (Wang et al. 2003). Zasadni vyznam pro ¢lovéka maji tato omezeni u hospodarsky
vyznamnych plodin. Spatné fyzikalni a chemické podminky prostiedi snizuji primérné
vynosy téchto plodin Casto az o vice nez 50 % (Boyer 1982). Podle praimérnych odhadu
Organizace spojenych narodii dosdhne svétova populace do roku 2025 poctu 8,1 miliardy, a
do roku 2050 pak 9,6 miliardy (United Nations 2013). Pro zajiSténi vyzivy obyvatelstva bude
tedy nezbytné zvysit produkci potravin. Vzhledem k soucasnym klimatickym zménam, které
zpusobuji zna¢né vykyvy v teplotach i srazkovych thrnech na mnoha uzemich, je zajisténi
potravinovych zdroji jiz dnes velmi obtizné. Problém se tyka nejvice rozvojovych zemi
V jizni Asii a subsaharské Africe, kde je ocekavan nejvétsi nartst populace do budoucna. Je
navic pravdépodobné, ze klimatické zmény budou pokracovat i nadale (Kirtman et al. 2013) a
roz$ifovani suchych a zavlazovanim zasolenych tzemi snizi mnozstvi vyuzitelné zemédélské
pudy. I samo zavlazovani suchych oblasti mize zptsobit velké ekologické skody na okolnich
ekosystémech, jako tomu bylo napiiklad u dobie znamého piipadu Aralského jezera. Pokud
bychom jako mozné feSeni problému vyloucili zabirani poslednich pfirozenych ekosystému
pro hospodaiské vyuziti, nabizi se jako dal$i moznost intenzifikace zeméd¢lstvi v oblastech,
které jiz hospodarsky vyuzivany jsou a maji k tomu vhodné podminky. Podle nékterych
predpovédi vzroste v disledku této intenzifikace spotfeba mineralnich hnojiv do roku 2050
vice nez dvojnasobné, coz mize vést K nezvratnym $kodam na Zivotnim prostiedi (Tilman et
al. 2001). Problémem je nejen eutrofizace ptirozenych ekosystémi, ale i velka spotieba

energie a vyprodukované emise spojené s vyrobou hnojiv.

Velmi ucinnym a ekologicky pfijatelnym feSenim prohlubujiciho se problému lokalniho
nedostatku potravin by bylo zvysit efektivitu, s jakou by rostliny dokazaly vyuzivat soucasné
dostupné zdroje. Tento postup je samoziejmé jiz dlouhou dobu vyuzivan v klasickém
Slechténi novych odrid, které dokazi efektivnéji vyuzivat dostupné Ziviny, lépe hospodafi
s vodou a 1 pfi zhorSenych abiotickych podminkéach udrzuji fotosyntézu na trovni dostacujici
k produkci pozadovanych vynost. Klasické slechténi nicméné narazi na urcité bariéry, jako je
napiiklad vazba genti nebo absence pozadovaného genu v genofondu populace konkrétni

rostliny. Tyto bariéry ¢asto zabrafiuji dal§imu vylepSovani rostlin. Mohou byt ovSem



piekonany pomoci genetickych modifikaci, které umoziuji ptenos jakéhokoliv znamého genu
mezi libovolnymi organismy. Tento postup je jiz velmi Gpé$né€ vyuzivan pfi vnaSeni genti pro
rezistenci k herbicidim ¢i skidcim. Pii zvySovani odolnosti k abiotickym stresim je
nejvetSim problémem komplexnost mechanismil, které si rostliny i jiné organismy béhem
svého vyvoje za timto ucelem vyvinuly. Konkrétné u rostlin se velmi Casto setkdvame
s morfologickymi, anatomickymi a fyziologickymi adaptacemi, které jim umoziuji piezivat a
rast i v extrémnich podminkach. Geneticka podstata takovychto adaptaci je ovSem zalozena
na aktivité obrovského mnozstvi genti a ¢asto neni ani dostatecné prozkoumana. Proto zatim
nejsme schopni tyto vlastnosti pienaSet mezi rostlinnymi druhy. Existuji ovSem i obranné
mechanismy, které jsou zajiStovany pouze jednim nebo nékolika malo genovymi produkty.
Mezi né patii napiiklad syntéza kompatibilnich solutti (Yancey et al. 1982). Ty poméhaji
rostlindm bojovat s osmotickym stresem, ktery je dasledkem vétSiny hlavnich abiotickych
stresll, a mohly by tedy najit Siroké uplatnéni pii tvorbé novych, odolnéjsich transgennich linii
zemé&d¢€lskych plodin. Mezi znamymi kompatibilnimi soluty se jako velmi vhodna pro tento
ucel jevi trehalosa, ktera diky svym unikatnim vlastnostem umoznuje nékterym organismim
véetné néckolika druhd rostlin pfezivat i Uplnou dehydrataci (Elbein et al. 2003).
S pfibyvajicimi informacemi zacalo byt ovSem ziejmé, Ze trehalosa a zv1asté pak meziprodukt
jeji syntézy, trehalosa-6-fosfat, ovliviiuji metabolické a signalni drahy u rostlin a Ze vyuziti
trehalosy ke zvySeni odolnosti k abiotickym stresiim je podminéno hlub§im porozuménim této

interakci.



2. Ochranné funkce kompatibilnich soluti

Kompatibilni soluty jsou malé, organicke, elektricky neutralni molekuly, které jsou
netoxické i pii vysSich koncentracich. Pomahaji zachovavat integritu buiiky pfi osmotickych

vykyvech (Yancey et al. 1982).
Lze je rozdélit do tii skupin (Rontein et al. 2002):

1) betainy (trimethylamoniové derivaty aminokyselin) a ptibuzné slouceniny jako

dimethylsulfopropionat a cholin-O-sulfat
2) nékteré aminokyseliny (napi. prolin a ectoin)

3) neredukujici cukry a cukerné alkoholy

Priméarni funkci kompatibilnich soluta je Uprava vodniho potencialu v buiice pii zménach
osmotickych pomérti okolniho prostfedi (tzv. osmotické ptizplisobeni), coz je nezbytné pro
zadrzeni potfebného mnozstvi vody v bunice, a tim i udrzovani turgoru. Zvlasté dulezity je
tento mechanismus u organismu vystavovanych osmotickym vykyvam pfi zvySené salinité,
vysychani, ale i pfi zamrzani (pokud ¢ast vody zmrzne v krystalech, rozpusténé latky se
zkoncentruji ve zbylé kapalin¢). Na udrzovani vodniho potencidlu nemohou organismy
efektivné vyuzivat anorganické ionty, protoze ty pii zménénych koncentracich ovliviuji
metabolické funkce (snizuji katalytickou uc¢innost enzymu a narusuji membranovy potencial).
Existence enzymu, které by fungovaly se stejnou efektivitou pii vyrazné odlisnych
koncentracich anorganickych iontt, je velmi nepravdépodobna. Kompatibilni soluty naproti
tomu nesnizuji G¢innost enzymu a nenaru$uji membranovy potencidl ani pfi ménicich se

koncentracich. (Yancey et al. 1982)

Kompatibilni soluty maji dalsi vlastnosti, diky kterym se podileji na ochran¢ bunéénych
struktur pfed osmotickym stresem. Nejdilezitéjsi z nich je stabilizace proteinii a membran.
Mechanismus, kterym je tato stabilizace vysvétlovana, vychazi z modelu preferen¢niho
vyluéovani z hydratacniho obalu (Timasheff 2002). Hydrata¢ni obal kolem proteind neni
pevny a staly, ale je tvofen fluktuujicimi molekulami vody a ostatnich latek v roztoku.
V kontaktu s okolnim prosttedim je cely povrch proteinu a jeho jednotlivé ¢asti interaguji
S okolnimi molekulami pfitazlivymi nebo odpudivymi interakcemi rizné sily. Molekuly
interagujici s proteinem silné pfitazlivymi interakcemi (majici vysokou afinitu k proteinu)
jsou s nim asociovany po vétSinu Casu, zatimco molekuly s nizsi afinitou vice fluktuuji.

Kompatibilni soluty maji ve srovnani svodou niz$i afinitu k proteinim. Jejich vyskyt
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V hydratacnim obalu je tedy termodynamicky znevyhodnén a protein interaguje pfednostné
svodou. | tak ale kompatibilni soluty v ur¢ité mife s proteinem interaguji. Pfi denaturaci
proteinu se zvétSuje jeho povrch, a tim i pocet nutnych interakci s kompatibilnimi soluty,
které jsou termodynamicky nevyhodné. Dusledkem je termodynamické znevyhodnéni celé
denaturace proteinu, a tim i zvyseni jeho stability. Castice s vy$§i afinitou k proteintim, jako
jsou anorganické ionty, maji opa¢ny efekt, a proteiny tedy naopak destabilizuji. Bylo
prokéazano, ze pfednostni vylucovani osmolytli z hydrataéniho obalu chrani strukturu proteinu

I proti denaturaci zvySenymi teplotami (Arakawa & Timasheff 1985).

U nékolika kompatibilnich solutd bylo prokazano, Ze se uplatfiuji i jako zhaSeci volnych
kyslikovych radikali (ROS). Potvrzena byla tato vlastnost napiiklad u sorbitolu, manitolu,
myo-inositolu a prolinu, ovSem napiiklad glycinbetain tuto vlastnost neprokazal (Smirnoff &
Cumbes 1989). Velkou vyhodou je, Ze zadny z ochrannych efekti osmolytt neni druhoveé
specificky, a funguji tedy univerzalné ve vSech organismech. Diky tomu je mozné vyuzivat
transgenni pfenos mezi neptibuznymi organismy pii zachovani ucinkti osmolytu (Rontein et

al. 2002).

3. Trehalosa

Trehalosa, systematickym nazvem a-D-glukopyranosyl-(1—1)-a-D-glukopyranosid, je
neredukujici disacharid slozeny ze dvou molekul glukosy. Ve srovnani s vétsinou ostatnich
sacharidi je fyzikaln¢ stabilngjsi v Sirokém rozmezi teplot a pH. Odolava také kyselé

hydrolyze i §tépeni a-glukosidasou (Richards et al. 2002).

3.1. Ochrana membran a proteini

U trehalosy byly krom& ochrannych mechanismili spolecnych vSem osmolytim nalezeny
jeste jiné stabiliza¢ni funkce uplatiiujici se pfi dalSim sniZovéani obsahu vody v buiice. Pti
dehydrataci stabilizuje fosfolipidovou dvouvrstvu biomembrany. SniZzuje jeji teplotu tani,
¢imz udrzuje fluiditu i pii nizsich teplotaich (Crowe et al. 1984). Pro pokusy zkoumajici
vlastnosti membran je Casto jako model vyuzivana uméla fosfolipidova jednovrstva,
vytvoiena z dipalmitoylfosfatydylcholinu (DPPC), ktery je jednim z hlavnich komponenta
biologickych membran (Krasteva et al. 2001). Pti vysoké koncentraci (3,1 molu trehalosy na

mol DPPC) byla teplota tani membrany dokonce nizsi nez u hydratovaného DPPC. Podobny



efekt byl zaznamenan 1 po pfidani glycerolu, ten ovSem nechranil membranu pted poskozenim
pii vysouseni. Nejpravdépodobnéjsim vysvétlenim bylo, Ze glycerol fungoval pouze jako
interkalaéni ¢inidlo a snizoval van der Waalsovy sily mezi molekulami DPPC. Naproti tomu
trehalosa tvofila vodikové vazby mezi svymi OH skupinami a fosfatovymi skupinami DPPC,

a tim nahrazovala funkci vody v membrané (Crowe et al. 1984).

Podobné¢ stabilizacni G¢inky byly v pfitomnosti trehalosy zaznamenany i pfi dehydrataci
proteinti. Ve vodném roztoku zabranuje voda molekulam trehalosy ve vzéjemné interakci tim,
7e s nimi sama tvoii vodikové vazby. Podobné interaguje voda s povrchem proteinti a tvoii
tak jejich hydratacni obal. Pfi dehydrataci ma hlavni negativni vliv na proteiny praveé
odstranéni hydrataéniho obalu, které muze u labilngjSich proteind vést k nevratnému
poSkozeni. Pii dehydrataci proteini za pfitomnosti vysoké koncentrace trehalosy dochazi ke
vzniku vodikovych vazeb mezi trehalosou a poladrnimi skupinami proteind, ¢imz je alesponi do
urcité miry zajisténa potieba téchto vazeb pro udrzeni funkéni proteinové struktury (Carpenter
& Crowe 1989). U kvasinek (Saccharomyces cerevisiae) bylo popsano, ze trehalosa pii
zvySeni teploty také pomaha udrzovat jiz denaturované proteiny ve stavu, umoznujicim jejich
reaktivaci. Zabranuje jejich agregaci, coz usnadiiuje resolubilizaci pomoci heat shock proteint
(HSP). Tato funkce trehalosy se uplatiiuje zejména, pokud jsou hlavni reparacni mechanismy
zprostfedkovavané HSP piehlcené. Efektivita samotné reaktivace je na druhou stranu
pritomnosti trehalosy omezena. To je pravdépodobné divod, pro¢ kvasinky snizuji obsah

trehalosy okamzité po odeznéni stresovych podminek (Singer & Lindquist 1998).

Pozd¢ji byla vyslovena hypotéza dalSiho ochranného tuc¢inku trehalosy. Pfi snizovani
obsahu vody trehalosa namisto krystalizace tuhne a ptfechdzi do amorfniho stavu,
oznacovaného jako sklo (Crowe & Crowe 2000). Tato amorfni hmota obalujici proteiny
napomaha jejich stabilizaci a vyraznym zvySenim viskozity omezuje interakce s ostatnimi
latkami v blizkosti proteinu (Ma et al. 2013). Schopnost vytvaret sklo maji i dalsi sacharidy,
nicméné trehalosa ve srovndni s nimi zlstava v amorfnim stavu i pfi mnohem vyssich
teplotach a pfi extrémnim vysuSeni (Crowe & Crowe 2000). Soucasti hypotézy je i
predpoklad, Ze pokud by trehalosa ptesla do krystalického stavu, byl by jeji ochranny t¢inek
velmi sniZzen nebo dokonce ztracen (Ma et al. 2013). Diky vySe zminénym vlastnostem lze
také trehalosu ve vysoké koncentraci pouzit jako velmi efektivni kryoprotektant pti

kryoprezervaci (Bhandal et al. 1985).

Nebylo zjisténo, ze by trehalosa sama o sobé byla zhase¢em ROS (Ma et al. 2013), jako je

tomu u nekterych jinych sacharidl, naptiklad sacharosy, maltosy, fruktosy nebo glukosy
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(Morelli et al. 2003). ZvySuje ale aktivitu glutathionreduktasy a mnozstvi redukovaného
askorbatu, ¢imz velmi napomaha odstranovani kyslikovych radikalti. Mechanismus, kterym

trehalosa zprosttedkovava tuto ochrannou funkci, ovsem zatim nebyl popsan (Ma et al. 2013).

3.2. Vyskyt a syntéza trehalosy u rostlin

Mezi zivymi organismy je trehalosa pomérné rozsitenou latkou. Vyskytuje se u bakterii,
hub, bezobratlych Zivocichi i rostlin. Nejcastéji je syntetizovana z UDP-glukosy a glukosa-6-
fosfatu, ze kterych za pomoci enzymu trehalosa-6-fosfatsynthasy (TPS) vnikne trehalosa-6-
fosfat (T6P) a UDP. T6P je poté pomoci trehalosa-fosfatfosfatasy (TPP) defosforylovan na
trehalosu (obrazek 1). U nékterych bezobratlych zivocichti a hub je trehalosa uklddana a
vyuzivana jako zdroj uhliku a energie. Jeji akumulace je také spojena se stavem anhydrobiosy,
tedy pfezivani organismu v dehydratovaném stavu, pfi kterém funguje jako osmoprotektant.

(Elbein et al. 2003)

TIPS TPP trehalasa
- +
;{?ﬁf&_ﬂéﬁiﬁt T Trehalosa-6-fosfat TY trehalosa T—; 2 x glukosa
UDP H,0 P H,0

Obrazek 1: Nejcastéjsi metbolicka draha trehalosy. Upraveno podle Wingler 2002

Akumulace trehalosy byla potvrzena i v poikilohydrickych rostlindch Selaginella
lepidophylla, kde mize pii dehydrataci tvotfit az 10 % hmotnosti susiny, a Myrothamnus
flabellifolia, kde obsah trehalosy v prytech dosahoval az 3 % hmotnosti suSiny (Mller et al.
1995). U vétsiny krytosemennych rostlin nebyla dlouhou dobu trehalosa detekovana, a proto u
nich nebyla predpokladana ani schopnost jeji syntézy. OvSem pii pokusu s rostlinami tabaku
(Nicotiana tabacum) bylo zjisténo, ze po pfidani validamycinu A je v pletivech rostlin
detekovatelné malé mnozstvi trehalosy. Validamycin A pusobi jako inhibitor enzymu
trehalasy, ktery hydrolyzuje trehalosu. Na zakladé téchto vysledkt autofi vyslovili hypotézu,
ze schopnost syntetizovat trehalosu je mezi krytosemennymi rostlinami Siroce rozsifena, ale
zaroven vétSina rostlin tvoii trehalasu, ktera udrzuje mnozstvi trehalosy na velmi nizké
trovni, a proto je obtizné ji v rostlinach detekovat (Goddijn et al. 1997). Pozd¢ji byl u
Arabidopsis thaliana potvrzen gen AtTPS1, kodujici funkéni trehalosa-6-fosfatsynhtasu

(AtTPS1), ktery je v malém mnozstvi konstitutivné exprimovan ve vSech Castech rostliny



(Blazquez et al. 1998). Tato rostlinna TPS ma ale mnohem nizsi katalytickou u¢innost nez
napiiklad TPS z kvasinek Saccharomyces cerevisiae (van Dijck et al. 2002). To je
pravdépodobné alespon zE¢asti zpusobeno pro rostliny specifickou N-koncovou oblasti
enzymu, pii jejimz odstranéni se zvysila katalyticka uc¢innost TPS az desetindsobné (stale
vSak nedosahovala stejné ucinnosti jako kvasinkova TPS). N-koncova oblast tedy nejspise
funguje jako inhibi¢ni doména a reguluje synthasovou aktivitu (van Dijck et al. 2002).
SniZzena aktivita rostlinné TPS je, vedle ptsobeni trehalasy, dalsi ptic¢inou velmi nizkého
obsahu trehalosy v rostlinach. U Arabidopsis thaliana byly také nalezeny geny AtTPPA a
AtTPPB, oba kddujici funk¢ni trehalosa-6-fosfatfosfatasu (TPP), které jsou exprimovany
hlavné v mladych vyvijejicich se rostlinach a ve vyvijejicich se kvétech (Vogel et al. 1998).
Se zdokonalovanim detek¢nich metod byl u nékolika rostlin pfimo potvrzen i obsah trehalosy
v pletivech. S pouzitim plynové chromatografie a hmotnostni spektrometric byla jeji
ptitomnost zjisténa naptiklad v axenicky péstovanych rostlinach Arabidopsis thaliana (VVogel

et al. 2001) nebo i v hlizach bramboru (Solanum tuberosum) (Roessner et al. 2000).

S rozvojem sekvenovani byla u Arabidopsis thaliana nalezena cela rodina gent (AtTPS1-
11) homolognich ke kvasinkovym gentim ScTPS1 a ScTPS2 kodujicim enzymy pro syntézu
trehalosy (Leyman et al. 2001). Komplementa¢ni analyzou s kvasinkovymi mutanty
defektnimi v genech TPS1 a TPS2 bylo zjisténo, ze proteiny kodované geny AtTPS6 a
AtTPS11 z Arabidopsis thaliana maji synthasovou i fosfatasovou aktivitu a jsou schopné
syntetizovat trehalosu(Chary et al. 2008; Singh et al. 2011). Tyto vysledky nicméné vyzaduji
dalsi pfezkoumani, protoze napiiklad Ramon et al. (2009) pifi podobné studii s témito geny
synthasovou ani fosfatasovou aktivitu neprokézali. Podobné vysledky jako u Arabidopsis
thaliana pfinesla i analyza genové rodiny OsTPS u ryze (Oryza sativa), kde bylo nalezeno 11
OsTPS genit a 9 OSTPP gent (Zang et al. 2011). OvSsem zde komplementa¢ni analyza
ukazala, ze pouze gen OsTPS1 kodoval protein se synthasovou aktivitou a gen OsTPP1
protein s fosfatasovou aktivitou. U proteint kédovanych geny OsTPS5 a OsTPS8 bylo navic
prokazano, ze interaguji s proteinem OsTPS1 za vzniku komplexu. To naznacéuje, ze mohou
fungovat jako regulac¢ni podjednotky. Obdobné je regulaéni funkce predpokladana i u zbylych
proteini z rodiny OsSTPS, které postradaji enzymatickou aktivitu v metabolismu trehalosy
(Zang et al. 2011).



3.3. Signalni funkce trehalosové drahy

Piitomnost velkého mnozstvi homolognich enzymu trehalosového metabolismu ukazuje
spiSe na duleZitost trehalosové drahy jako regulacniho mechanismu v sacharidovém
metabolismu a Vv expresi geni stresové odpovédi nez na dulezitost samotné trehalosy.
Podporuje to i fakt, Ze trehalosa se zjevné u vétsiny rostlin neakumuluje ve vy$§im mnozstvi.
Predpokladem je, ze rostliny si vyvinuly specifick¢é TPS a TPP enzymy, protoze ptredstavuji
nejucinnéjsi zpusob, jak presné regulovat hladinu T6P, ktery je silnou regulacni molekulou
(Leyman et al. 2001). Naproti tomu trehalasa je ¢asto kodovana jen jednim genem, jako
naptiklad u s6ji (Glycine max) kde byl pro trehalasu nalezen pouze gen (GmTRE1) bez dalsich
homologti (Aeschbacher et al. 1999). Toto zjisténi vedlo k vysloveni myslenky, ze
odbouravani trehalosy je dulezit¢ hlavné proto, aby jeji akumulace neovliviiovala hladinu
T6P, a samotna trehalosa pak slouzi pouze jako rychly zdroj glukosy (Leyman et al. 2001).
Jiné prace ovSem ukazuji, Ze i trehalosa ma velmi pravdépodobné signalni funkci (Muller et

al. 1998; Muller et al. 2000; Wingler et al. 2000).

3.3.1. Vliv trehalosy na sacharidovy metabolismus

Pii externim dodavani trehalosy sterilné péstovanym rostlinkam s6ji (Glycine max) doslo
k ovlivnéni $té€peni sacharosy (podobné jako dodavanim sacharosy samotné, jen s mirné
slab§im G¢inkem). Byla zaznamenana zvySena aktivita sacharosasynthasy a také zvySend
aktivita alkalické invertasy, aktivita kyselé invertasy byla piekvapivé naopak sniZena.
V celkovém dusledku doslo k poklesu obsahu sacharosy v bunice (Mdller et al. 1998). V tomto
experimentu byl diky pfidani validamycinu A vyloucen vliv zvySeného obsahu glukosy
zpusobeného S$tépenim trehalosy. Nebyl ovSem bran v avahu mozny vliv zvySeni T6P
v disledku zvyseného mnozstvi trehalosy. K odlisnym vysledkiim dosli Redillas et al. (2011)
s transgennimi rostlinami ryze (Oryza sativa). Rostliny exprimujici fuzni enzym TPSP
slozeny z enzymi TPS a TPP z E. coli vykazovaly v disledku zvySeného obsahu trehalosy

zvySeni obsahu sacharosy, glukosy, fruktosy i skrobu.

V dal§im experimentu s externé¢ doddvanou trehalosou, tentokrat rostlinAm je¢mene
(Hordeum wvulgare cv. Baraka), byla zaznamenana zvySena katalyticka ucinnost
sacharosa:fruktan-6-fruktosyltransferasy (6-SFT), a také jeji zvySena exprese (obdobny, ale
silngjsi efekt méla i sacharosa). Efekt byl opét stejny i po inhibici trehalasy. Vysledny obsah

fruktana nebyl pii dodavani samotné trehalosy zvySen, ziejmé kvili nedostatku substratu pro



jejich syntézu (Muller et al. 2000). Nicméné ptesny zpusob regulace fruktanového
metabolismu neni dosud znamy (Kooiker et al. 2013). U pSenice (Triticum aestivum) byl
objeven gen TaMYB13-1 koédujici transkripéni faktor, ktery reguluje expresi genl
fruktanového metabolismu v¢etné genu pro 6-SFT. TaMYB13-1 je up-regulovéan sacharosou,
ale na jiné urovni nez gen pro 6-SFT, coz ukazuje na dalsi faktory uplatiujici se v této

regulaéni draze (Xue et al. 2011).

Vysledky experimentt s externim dodavanim trehalosy dovedly jejich autory k hypotéze,
ze trehalosa vzhledem ke své strukturni podobnosti se sacharosou funguje v signalizaci jako
jeji analog a spousti alternativni drahy ukladani sacharida (Muller et al. 2000). Tato hypotéza
byla podpoiena dalsi praci, ve které bylo zjisténo, ze externé dodavana trehalosa zvySovala u
Arabidopsis  expresi genu ApL3, ktery koduje velkou podjednotku  ADP-
glukosapyrofosforylasy, coz je prvni enzym drédhy syntézy Skrobu. Navic byla i zvySena
aktivita tohoto enzymu. Vysledkem byla nadmérna akumulace skrobu ve fotosyntetizujicich
pletivech produkujicich sacharidy a nedostate¢né zasobeni sinkovych pletiv, zejména mladych
vyvijejicich se lista (Wingler et al. 2000). Podobn¢ i v dalsi praci bylo zjisténo, Ze pii
péstovani semenackt Arabidopsis na médiu se 100mM trehalosou dochazelo k akumulaci
Skrobu v déloznich listcich. Rostlinky mély velmi kratké kofeny a nedochédzelo u nich
k vyvoji listd z listovych primordii, coz naznacovalo, ze sinkova pletiva nejsou dostate¢né
zasobena. Nicméné ve stejnych podminkdch byl inhibovan riist i u mutant neschopnych
syntetizovat Skrob. Tim byla vyloucena mozZnost, Ze omezeni riistu na médiu obsahujicim

trehalosu je zptisobené akumulaci $krobu ve fotosyntetizujicich pletivech (Delatte et al. 2011).

3.3.2. Trehalosa-6-fosfat jako kli¢ova signalni molekula

Vyse popsané vysledky velmi nazorné dokumentuji vliv trehalosy na modulaci
sacharidového metabolismu rostlin. Ta mize byt divodem vyvojovych zmén a ristovych
omezeni u rostlin akumulujicich trehalosu ve vyssich koncentracich (Goddijn et al. 1997; Yeo
et al. 2000). Jako pravdépodobnéjsi se ale ukazuje, ze omezeni ristu je zpisobeno zvysenou

hladinou T6P v dasledku zvySené koncentrace trehalosy (Schluepmann et al. 2004).

U rostlin Arabidopsis thaliana péstovanych na médiu se 100mM koncentraci trehalosy se
rychle zvysil obsah T6P a zastavil se riist. Naproti tomu rostliny exprimujici enzym trehalosa-
fosfathydrolasu (TPH) z E. coli, ktery §tépi T6P na glukosu a glukosa-6-fosfat (G6P), rostly
na stejném mediu bez omezeni (Schluepmann et al. 2004). Rust byl obnoven také zvySenou

expresi trehalasy, zatimco zvysSeni exprese TPP bylo bez efektu. Vysvétlenim autorti bylo, ze
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kvuli zvySené koncentraci trehalosy je defosforylace T6P termodynamicky nevyhodnd, a
proto zistava jeho koncentrace vysoka. Zatimco pfi snizeni obsahu trehalosy trehalasou nebo
pfi hydrolytickém Stépeni T6P pomoci TPH se obsah T6P snizi, a negativni vliv na rlst rostlin
je tak odstranén (Schluepmann et al. 2004). Pfesny mechanismus, kterym T6P omezuje rist,
neni stale znamy (O’Hara et al. 2013). Zpocatku se nabizela mySlenka, Ze u rostlin funguje
obdobna regulace jako u kvasinek. Tam T6P vyrazn¢ inhibuje hexokinasu II a mirné¢ také
hexokinasu | (Blazquez et al. 1993). V souladu s touto myslenkou bylo i pozorovani, kdy
zvySeny obsah T6P indukovany dodavanim sacharosy zpusobil snizeni obsahu fruktosa-6-
fosfatu (F6P) a G6P a naopak. To ukazovalo, ze vstup sacharidi do glykolyzy je krokem,
ktery je ovliviiovan T6P (Schluepmann et al. 2004). Nicmén¢, na rozdil od kvasinek, u rostlin
nebyl potvrzen pfimy inhibi¢ni efekt TO6P na hexokinasovou aktivitu, at’ uz se jednalo o

Arabidopsis thaliana (Eastmond et al. 2002) nebo o Spinacia oleracea (Wiese et al. 1999).

Omezeni ristu zpusobené zvySenou koncentraci trehalosy muze byt také odstranéno
externim dodavanim sacharidd, coz ukazuje, ze T6P omezuje rust, jen pokud je jeho zvysSeni
V nerovnovaze s dostupnosti sacharidt (Schluepmann et al. 2004). Pii zvy$eném obsahu T6P,
ktery byl zpusoben vloZzenim genu otsA (osmoregulatory trehalose synthesis A - gen z E. coli
kodujici TPS) a externim dodavanim sacharida (glukosy, fruktosy nebo sacharosy), byl rist
rostlin Arabidopsis thaliana dokonce vyrazné zlepSeny oproti kontrolnim WT rostlinam bez
dodavanych sacharidt (Schluepmann et al. 2003). Obsah T6P ovliviiuje expresi genl pro
enzymy TPS a TPP a ty poté reguluji syntézu a defosforylaci T6P. Tento zpétnovazebny
regulaéni mechanismus je ale potlacen pii dostateném zdsobovani rostliny sacharidy a
nasledné dochdzi ke zvySovani koncentrace T6P. Tim je zajiStén pfenos informace o
dostate¢né zasob¢ sacharidii a rostlina nasledné spousti anabolické reakce (Schluepmann et al.
2004). Zvyseni koncentrace T6P bylo prokazano pii externim dodavani sacharosy, kdy po
premisténi rostlin Arabidopsis z média bez sacharosy do média s 15mM sacharosou doslo
béhem tii hodin k 26 nasobnému zvyseni T6P. Obdobné dochézelo ke zvySeni koncentrace
T6P 1 pii zvySeni endogenni produkce sacharidli. Po ptechodu ze tmy na svétlo se u rostlin

zvysil obsah T6P béhem ¢tyt hodin az dvanactkrat (Lunn et al. 2006).

Jednim z ptikladd dokumentujicich zvySeny anabolismus je i vliv zvySeného mnozstvi
T6P na expresi genti kodujicich enzymy pro syntézu slozek bunécéné stény. U Arabidopsis
thaliana s otsA genem byly zjistény zvySené hladiny transkriptu pro enzymy syntetizujici
prekurzory hemicelulos a pektint (Paul et al. 2010). Nejvice byl zvySen obsah transkriptu pro
UDP-glukosa-6-dehydrogenasu, ktera oxiduje UDP-glukosu na UDP-glukuronidovou
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kyselinu. Ta je prekurzorem ostatnich slozek hemiceluloz a pektini (Tenhaken & Thulke
1996). Koncentrace T6P ma také vliv na fotosyntetickou kapacitu rostlin. Tabak (Nicotiana
tabacum) se zvySenym obsahem TO6P, zajisténym expresi genu OtsSA, mél zvySenou
fotosyntetickou kapacitu na jednotku listové plochy. Aktivita enzymu RuBisCO byla u téchto
rostlin zvySena az o 40 % (Pellny et al. 2004). Zvysena fotosynteticka aktivita byla sice
spojena se snizenim listové plochy a nevedla tedy ke zvySené produkci biomasy, nicméné
autofi podotykaji, ze zvySeny pomér mezi fotosyntetickou aktivitou a velikosti listové plochy
muze byt za urcitych podminek vyhodny. Napftiklad pii nedostatku vody mtize snizena listova

plocha omezit jeji ztraty zpisobené transpiraci.

T6P se také ukdzal jako nezbytny pro normalni vyvoj rostliny. U rostlin Arabidopsis
s mutaci v genu kddujicim enzym TPS1 se synthasovou aktivitou bylo zjisténo, Ze recesivni
homozygoti nejsou zivotaschopni. Embrya meéla zpomaleny vyvoj, ktery se ve fazi
torpédovitého embrya, kdy se akumuluji zasobni latky, zastavil uplné. Vysledna semena byla
svraStéla a neschopna vykli¢it (Eastmond et al. 2002). Nedostatek T6P negativné ovliviiuje
rast a vyvoj rostlin i v dal$ich vyvojovych fazich. Snizena exprese AtTPS1 u mladych rostlin
zpusobila zpomaleni ristu a vyrazné¢ omezeny rust kofent. Rostliny navic i po delsi dobé
zustavaly ve vegetativni fazi a vilbec u nich nedoslo k indukci kveteni (Dijken et al. 2004).
Ristova a vyvojovd omezeni zpluisobena nedostatkem T6P byla vysvétlena tim, ze rostliny
nemohly efektivné vyuzivat dodavané sacharidy. Vliv na omezeni rustu mize mit kromé
zmén v sacharidovém metabolismu i exprese nékterych stresovych genl indukovana T6P

(O’Hara et al. 2013).

3.3.3. Interakce s jinymi signalnimi drahami

Dulezitou molekulou, jejiz ¢innost je inhibovana pomoci T6P, je SnRK1 (sucrose non-
fermenting related kinase 1). Je to rostlinna serin/threoninova kinasa, ktera je homologni ke
kvasinkové SNK1 (sucrose nonfermenting kinase 1) a mtze dokonce nahradit jeji funkci
(Alderson et al. 1991). O SNK1 bylo jiz pomérné dlouho znamo, Ze se u kvasinek uplatiiuje
Vv regulaci sacharidového metabolismu. Konkrétné dereprimuje glukosou reprimované geny
(Carlson et al. 1981). Pozd¢ji bylo zjisténo, ze i rostlinna SnRK1 je zapojena v energetické a
stresové signalizaci rostlin (Baena-Gonzalez et al. 2007). Tam slouzi jako centralni signalni
molekula pii pfenosu informace o hladovéni, které je Casto nasledkem riznych abiotickych
stresti. Ovliviiuje expresi velkého mnozstvi gend s riznymi funkcemi. Pfes 300 gent

zahrnutych v biosyntetickych procesech, jako je syntéza aminokyselin, proteinti, nukleotidu,
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lipid@i, sacharosy, Skrobu nebo bunécné stény, je pii hladovéni jejim prostfednictvim
reprimovano. Témét 300 genu uplatiujicich se v katabolickych procesech, jako je degradace
Skrobu nebo glukoneogeneze, které stépenim slozitéjSich makromolekul zajistuji alternativni
pfisun energie a metabolitd, je pfi nedostatku energie pomoci SnRK1 naopak indukovéano
(Baena-Gonzalez & Sheen 2008; Zhang et al. 2009).

Zmény v metabolismu nejsou ovSem zplisobené pouze zménénou expresi genl pro
metabolické drahy. Pti pokusech in vitro bylo zjisténo, ze SnRK1 piimo fosforyluje (a tim
inaktivuje) nékteré dilezité enzymy (Polge & Thomas 2007): 3-hydroxy-3-methylglutaryl-
CoAreduktasu uplatiiujici se v mevalonatové draze pii syntéze isoprenoidid, sacharosa-
fosfatsynthasu katalyzujici syntézu sacharosa-6-fosfatu, nitratreduktasu katalyzujici prvni
krok asimilace dusiku, a také jednu z trehalosa-6-fosfatsynthas (TPS5), u které je

predpokladana regulacni aktivita (Zang et al. 2011).

Signélni funkce SnRK1 je v souladu s pozorovanim, ze pii nizké hladiné sacharidd v
embryich psenice (Triticum aestivum) je dostatecnd koncentrace SnRK1 nezbytna pro
dereprimovani genu pro a-amylazu a nasledné §tépeni Skrobu (Laurie et al. 2003). Zde je
navic funkce SnRK1v dereprimovani glukosou reprimovanych gent analogickd k funkci
SNK1 u kvasinek. Na druhou stranu u hliz bramboru (Solanum tuberosum cv. Prairie) bylo
Zjisténo, ze zvysend exprese SNRK1 zplsobuje zvyseni syntézy Skrobu. Byla zvySena exprese
genll pro sacharosasynthasu a ADP-glukosafosforylasu. Oba tyto enzymy, uplatijici se v
draze syntézy Skrobu, mély také zvySenou aktivitu. Sacharosa-fosfatsynthasa a a-amylasa,
zajisStujici odbouravani Skrobu, naopak nevykazovaly zmény v mnozstvi ani aktivité
(McKibbin et al. 2006). Tento rozpor v regulacnim efektu SnRK1 na metabolismus $krobu je
mozné vysvétlit napiiklad zavislosti na dalSich regulacnich faktorech nebo metabolitech, které

zajistuji organove specifickou odpovéd’ na zvySeni koncentrace SNRK1 (O’Hara et al. 2013).

Vliv T6P na aktivitu SnRK1 byl méfen v extraktu z pletiv mladych rostlinek Arabidopsis
thaliana pfi pokusu in vitro (Zhang et al. 2009). Inhibi¢ni efekt T6P byl prokazan uz pti 1uM
koncentraci. P¥i koncentraci 20 UM T6P doslo ke sniZeni aktivity SnRK1 o 50 %. Zadny
z ostatnich testovanych sacharidi a jejich fosfati nemél na SnRK1 takto silny inhibiéni
ucinek. G1P pfi koncentraci 1 mM inhiboval aktivitu SnRK1 o 15 %, glukosa, sacharosa,
trehalosa, fruktosa-6-fosfat (F6P) ani fruktosa-2,6-bisfosfat (F26BP) nemély na aktivitu
SnRK1 vyraznéjsi vliv (Zhang et al. 2009). Jiz diive byl také dokazan inhibi¢ni efekt G6P na
aktivitu SnRK1, i kdyZ opét vyrazné slabsi nez u T6P (Toroser et al. 2000). Inhibice pomoci
T6P a G1P je nekompetitivni vzhledem k ATP. Oba inhibitory se pravdépodobné vazi na jiné
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misto nez ATP a nesnizuji afinitu SnRK1 k ATP, ale pouze rychlost tvorby produktu
(fosforylovaného proteinu). G6P na druhou stranu snizuje afinitu SnRK1 k ATP i rychlost
tvorby produktu. Pfi kombinaci vice inhibitori je inhibi¢ni efekt jesté zesilen (Nunes,
Primavesi, et al. 2013).

U mladych rostlin Arabidopsis exprimujicich bakterialni geny otsA a otsB pro TPS a TPP,
byla takeé sledovana exprese gent, U kterych Baena-Gonzélez et al. (2007) prokéazali, ze jsou
ovliviiovany pomoci SnRK1. Timto zptisobem byl nepifimo dokazan inhibi¢ni efekt T6P na
SnRK1 i in vivo (Zhang et al. 2009). Ke stejnému zavéru dosli ve své praci i Nunes, O’Hara,
et al. (2013) pii sledovani stejnych markerovych genti u rostlin Arabidopsis, které mély
zvySeny obsah T6P v dusledku dodavani externi sacharosy a snizeni kultivacni teploty.
Zmény v transkriptu se zacaly objevovat pii cytosolickych koncentracich 3 — 5 uM T6P, coz
odpovida disociacni konstant¢ enzym-inhibitoroveho komplexu, jejiz hodnota byla
experimentalné uréena na Ki = 4 pM (Nunes, Primavesi, et al. 2013). Zajimavé bylo, Ze
inhibi¢ni efekt nebyl pozorovan u dospélych listt, a to ani pii pokusech in vitro. Stejné tak pii
pokusech s extrakty z jinych nez rostlinnych organismit (Saccharomyces cerevisiae, Musca
domestica, Caenorhabditis elegans) neméla koncentrace T6P na aktivitu SnRK1 vliv. Tato
pozorovani dovedla autory k myslence, ze ve zprostiedkovani signalu se uplatiiuje jesté dalsi
faktor, ktery je ptitomny pouze ve vyvijejicich se rostlinnych pletivech. To bylo podpoteno
také faktem, ze izolované katalytické podjednotky SnRK1 (KIN10 a KIN11) nebyly pomoci
T6P inhibovény (inhibice je tedy fyzicky oddélena od katalytické aktivity), ale po ptidani
extraktu z mladych rostlinek nebo semen byla inhibice indukovéna. Po zahiati extraktu byla
schopnost indukovat inhibici odstranéna, coz napovida, Ze zprostiedkujici faktor je proteinové
povahy (Zhang et al. 2009). Vice informaci o tomto proteinu zatim neni zndmo a bude potieba

dalSich vyzkumi pro objasnéni jeho presné funkce.

V nedavné dobé byla také studovana regulace metabolismu pomoci T6P a SnRKI1 pti
takzvaném sinkem limitovaném rustu, kdy je rGst omezen navzdory vysoké dostupnosti
sacharidl v pletivech. Takova situace nastava naptiklad pii vyrazné&j$im poklesu teploty, kdy
dochazi k akumulaci sacharidti v pletivech (Usadel et al. 2008). Rust rostlin je v tomto
piipadé omezen neschopnosti sinkovych pletiv vyuzivat doddvané sacharidy, coz se rozchazi
s modelem regulace riistu pomoci T6P v reakci na hladovéni. Pfi méfeni obsahu sacharidii a
T6P u rostlinek Arabidopsis vystavenych snizené teploté a nedostatku dusiku bylo zjisténo, ze
mnozstvi T6P odpovidalo hladiné sacharosy za v§ech podminek. Mnozstvi T6P také ve vSech

piipadech korelovalo se zménami v expresi gend, o kterych je zndmo, Ze jsou ovliviiovany
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pomoci T6P/SnRK1 dréhy. Vzajemna korelace ale nebyla nalezena mezi mnozstvim T6P a
zménami rustu. U transgennich rostlin s vnesenym bakterialnim genem otsB pro enzym TPP,
které mély snizeny obsah T6P, nedochazelo po obnoveni aktivity sinku k obnoveni rastu
(Nunes, O’Hara, et al. 2013). Na zaklad¢

Growth téchto pozorovani autoii vytvorili novy

Cold temperature model fungovani regulace rustu

T N limitation v zavislosti na dostupnosti sacharidi

(obrazek. 2). T6P zde neindukuje rust

Biosynthetic reactions _
piimo, ale pouze pomoci zmén v expresi

Suc Gene expression nékterych genli umozZiuje jeho aktivaci.
SnRKA1 Na nizSich urovnich regulace se pak

/ uplatiuji dalsi faktory jako nizka teplota a

T6P nedostatek dusiku, které zabrafiuji rdstu i

Obrazek 2: Model mechanismu ovlivnéni Vv piipad€, Ze je koncentrace T6P zvySena.

ristu pomoci T6P. Prevzato zNunes, pq odstranéni téchto omezeni pak miize

O’Hara, et al. 2013 o ) o
byt rist pomoci T6P aktivovan.

Dal§im vyznamnym proteinem uplatiiujicim se v regulaci genové exprese v reakci na
hladovéni je transkripéni faktor bZIP11 (basic leucine zipper 11), diive oznacovany jako
ATB2 (Hanson et al. 2008). Jiz diive bylo zjisténo, ze v signalnich kaskadach vyvolavanych
zvysenou expresi KIN10 a KIN11 (katalytické podjednotky SnRK1) v odpovédi na
nedostatek energie, je transkripcni aktivace cilovych genl alesponl z €asti zprostiedkovana

bZIP transkripénimi faktory (Baena-Gonzélez et al. 2007).

Konkrétné bZIP11 se jevi jako velmi dulezity v souvislosti s trehalosovym metabolismem,
protoze jeho zvysena exprese v rostlinach Arabidopsis thaliana kompenzovala omezeni rtstu
zpusobena externim dodavanim trehalosy (Delatte et al. 2011). Jako nejjednodussi vysvétleni
tohoto jevu se nabizel vliv transkripcniho faktoru bZIP11 na zvySenou expresi trehalasy a
nésledné snizeni obsahu T6P. Tento mechanismus byl ale vylou¢en pozorovanim zvySeného
obsahu sacharidd i T6P pii zvySené expresi bZIP11. Navic omezeni ristu bylo odstranéno i u
rostlin s mutovanym genem TREL, neschopnych stépit trehalosu. Stejny efekt na fenotyp
rostlin jako zvySena exprese bZIP11 méla i zvySena exprese KIN10 (Delatte et al. 2011).
Autofi také porovnali soubory gent, u kterych bylo dfive zjisténo, Ze jejich exprese je
ovliviiovana pomoci KIN10 (Baena-Gonzalez et al. 2007) a bZIP11 (Hanson et al. 2008). U

gent, které byly pfitomné v obou souborech, bylo zjisténo, ze pievazna Cast z nich byla
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regulovana stejnym smérem, zatimco pouze minimum smérem opacnym. Vysledky ziskané
timto srovnanim podpoftily hypotézu, ze bZIP11 muze byt cilem SnRK1 a zprostiedkovavat

v

souboru genu, které nejsou zahrnuty v regulaci pomoci SnRK1 (Delatte et al. 2011).

Piesny zpisob, jakym je exprese bZIP11l regulovana, neni znamy. Co se tyCe interakce
s SnRK1, byl navrzen model, ve kterém SnRKI1 fosforyluje bZIP11 a tim umoziuje jeho
vstup do jadra (Delatte et al. 2011). Tento model by vysvétloval i pozorovani, ze soucasné
zvySeni exprese SnRK1 a bZIP ma synergicky efekt (Baena-Gonzalez et al. 2007). Nicméné
celkovy regulaéni mechanismus bude pravdépodobné slozit&jsi. Je totiz zndmo, Ze zvySend
koncentrace sacharosy zpusobuje indukci transkripce bZIP11 (Rook, Gerrits, et al. 1998). To
bylo podpofeno i zjisténim, Ze pii preneseni rostlin Arabidopsis thaliana ze tmy na svétlo
doslo k prudkému zvySeni transkripce bZIP11 (Rook, Weisbeek, et al. 1998). Zaroven ovsem
sacharosa inhibuje translaci bZIP11 (Rook, Gerrits, et al. 1998). Tento zpisob regulace ale
nesouvisi s T6P/SnRK1 drahou (Hummel et al. 2009). To doklada i pozorovani, ze zvySené

mnozstvi trehalosy v rostlinach nemélo na translaci bZIP11 vliv (Delatte et al. 2011).

Jako velmi dulezity se jevi také vliv drahy T6P/SnRK1 na senescenci rostlin. Ta je
spousténa vysokym pomérem obsaht uhliku a dusiku, a lze ji tedy vyvolat zvySenim obsahu
sacharidii (exogenn¢ 1 endogenné€), nebo nedostateCnym zasobovanim rostliny dusikatymi
latkami (Ono et al. 1996). V listech podléhajicich senescenci dochazi ke zvySovani obsahu
sacharidu a nasledné i ke zvySovani obsahu T6P (Wingler et al. 2012). U transgennich rostlin
Arabidopsis thaliana s vnesenym bakterialnim genem otsB kddujicim enzym TPP dochéazelo
pti zvySeni mnozstvi sacharida v listech také ke zvyseni T6P, ale v mnohem mensi mife nez u
WT rostlin. Listy transgennich rostlin zaroven vykazovaly zpozdény ndstup senescence
indukované externé¢ dodavanymi sacharidy (Wingler et al. 2012). Oddéaleni senescence,
indukované tentokrat prodlouzenou fotoperiodou, bylo zaznamendno také u Arabidopsis
thaliana se zvySenou expresi KIN10 (katalyticka podjednotka SnRK1). Tyto rostliny také
méné podléhaly senescenci zpiisobované nedostatkem zivin. Pfi snizeni exprese KIN10 byl
nastup senescence naopak rychlejsi (Baena-Gonzalez et al. 2007). K podobnym vysledkim
dosli i Cho et al. (2012) v experimentu se zvySovanim a sniZovanim exprese vsech
podjednotek SnRKI1. Listy rostliny se zvySenou expresi vSech podjednotek tohoto enzymu
meély za stejnych podminek delsi zivotnost nez listy WT, listy rostlin se snizenou expresi mély

zivotnost naopak kratsi. Vzhledem k tomu, Ze v dospé€lych listech neni SnRK1 inhibovana
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pomoci T6P v dasledku absence zprostiedkujiciho faktoru (Zhang et al. 2009), byla navrZena

teorie, ze zpozdény nastup senescence u rostlin se snizenym obsahem T6P je nasledkem

vvvvvv

4. ZvySovani odolnosti rostlin modulaci trehalosového
metabolismu

V minulych letech jiz bylo provedeno mnoho experimentu S cilem zvysit odolnost rostlin
k abiotickym stresim pomoci genetickych modifikaci trehalosového metabolismu. VétSina
Z nich pfinesla pozitivni vysledky, a to nejen u modelovych organismil, ale i u zeméd¢lsky

vyuzivanych plodin.
4.1. ZvySeni syntézy trehalosa-6-fosfatu

Pii vneseni kvasinkového genu TPS1 kddujiciho enzym TPS pod silnym konstitutivnim
promotorem CaMV35S (promotor z viru kvétakové mozaiky) do rostlin bramboru (Solanum
tuberosum cv. Dejima) doslo ke zvySeni odolnosti k suchu (Yeo et al. 2000). U takto
modifikovanych rostlin péstovanych in vitro se oproti WT rostlindm projevovaly fenotypové
zmény jako omezeny rust, Spatny vyvoj kofenll a zazloutlé listy. Nicméné pfi pfesazeni do
substratu byla vétSina negativnich zmén odstranéna. Jako vysvétleni téchto rozdili mezi
péstovanim in vitro a ex vito navrhuji autofi mozny rozdil v akumulaci a degradaci trehalosy
v zavislosti na zpiisobu péstovani,
ptipadné také vliv samotné kultivace
in vitro jako dalsiho interferujiciho
stresového faktoru (Yeo et al. 2000).
Vneseni stejného genu pod stejnym
promotorem do  rostlin  rajcete
(Solanum lycopersicum, syn.
Lycopersicon esculentum, cv. UC82B)

zpisobilo u téchto rostlin  pfi

péstovani ex vitro vyssi odolnost

Obrazek 3: Pozménény vyvoj rostlin rajcete
k suchu, zasoleni a oxidativnimu stresu  (Solanum lycopersicum, cv. UC82B), vlevo: wild
a také vyssi obsah chlorofylu a skrobu  type rostlina, vpravo: rostlina s vnesenym
kvasinkovym genem TPS1 pod promotorem
CaMV35S. Pievzato z Cortina & Culiaiiez-Macia
vyvoj a stavbu kotent i prytd (Cortina  2005.

v listech. Rostliny mély ale pozménény
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& Culiafiez-Macia 2005) (obrazek 3). Gen TPS1 byl dale vloZen do rostlin bramboru (cv.
White Lady) pod promotorem StDS2 (Solanum tuberosum Drought Specific 2), u kterého
byla predpokladana stresem indukovana exprese. U transgennich rostlin bylo ale zjisténo, ze
gen TPS1 byl na nizké drovni exprimovan konstitutivné a exprese se nezvySovala ptisobenim
stresovych podminek. I tato nizka konstitutivni exprese ovSem zpusobila fenotypové zmény
ve formé nizsi hustoty priiduchti. To mélo za nasledek delsi udrzovani fotosyntetické aktivity
pii nedostatku vody, a tim i vétsi odolnost k suchu. Na druhou stranu za optimalnich

podminek fixovaly transgenni rostliny méné CO2 nez WT rostliny (Stiller et al. 2008).

Vysledky vyse uvedenych experimentii ukazuji, Ze zvySena exprese genu pro enzym TPS
prispiva ke zlepSeni odolnosti k riznym abiotickym stresim. Casto ale také zpusobuje
fenotypové zmény, které mohou snizovat vynosy transgennich rostlin za optimalnich
podminek. Nicméné pravé tyto zmény mohou byt vyhodné pii stresovych podminkach, jako
Vv piipadé¢ sniZzené hustoty pruduchu (Stiller et al. 2008). Podobn¢ i v experimentu, kdy byl do
rostlin tabdku (Nicotiana tabacum) vlozen bakterialni gen otsA kodujici enzym TPS, doslo ke
snizeni celkové listové plochy, ale zvysila se fotosynteticka aktivita na jednotku plochy, coz
muze byt vyhodné pii nedostatku vody (Pellny et al. 2004). Je znam piiklad, kdy konstitutivné
zvySena exprese kvasinkového genu TPS1 (s promotorem CaMV35S) v rostlindch
Arabidopsis thaliana mé¢la za optimalnich podminek silné negativni efekt. Modifikované
rostliny mély zpomaleny rust, mensi listy, méné semen a homozygoti byli dokonce
nezivotaschopni (Miranda et al. 2007). Na druhou stranu jsou ale znamy i ptipady, kdy
zvySena exprese genu pro enzym TPS zputsobila zvySeni odolnosti rostlin k abiotickym
stresim bez jakychkoli znevyhodnéni pii optimalnich podminkach. Pfi vlozeni genu OsTPS1
s konstitutivnim promotorem Actinl do ryze (Oryza sativa ssp. japonica cv. ZH11) doslo ke
zvySeni obsahu prolinu a trehalosy V rostlindch, a tim i ke zvySeni jejich odolnosti k chladu,
salinit¢ a suchu. Jedinou morfologickou zménou transgennich rostlin pfitom bylo mirné
zkraceni listi (Li et al. 2011). Zadna vyrazna omezeni ristu za optimalnich podminek nebyla
pozorovdna ani pii vlozeni bakteridlnich geni OtsA a otsB kodujicich oba enzymy
trehalosového metabolismu TPS a TPP pod konstitutivni promotor CaMV35S do rostlin
tabaku (Nicotiana tabacum cv. Petit Havana SR1). Transgenni rostliny pfitom mély pii
nedostatku vody vétsi listy, lepsi rust a efektivnéjsi fotosyntézu nez WT rostliny (Pilon-Smits
et al. 1998).
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4.2. Ovlivnéni rovnovahy intermediati trehalosové drahy

V nékolika dalSich experimentech byl pro transgenni upravy pouzit genovy konstrukt
vytvofeny fazi genu OtSA a otsB. Jeho produktem je fuzni enzym TPSP se synthasovou i
fosfatasovou aktivitou, ktery ma az ¢tytikrat vyssi katalytickou Gi¢innost nez ekvimolarni smés
enzymu TPS a TPP (Seo et al. 2000). Dalsi vyhodou fuzniho enzymu TPSP oproti oddélenym
enzymum TPS a TPP je sniZzeni akumulace T6P (Jang et al. 2003). Vytvoteny fuzni genovy
konstrukt s promotorem indukovanym kyselinou abscisovou byl vlozen do ryze (Oryza sativa
ssp. Indica cv. Pusa Basmati 1). Ziskané transgenni rostliny mély zvySeny obsah trehalosy a
ostatnich sacharidt, vykazovaly lepsi odolnost k suchu a zasoleni, byly bez negativnich
vyvojovych projevt, a mély vyssi fotosyntetickou aktivitu nez WT rostliny i za optimalnich
podminek (Garg et al. 2002). Fazni gen pro enzym TPSP byl vnesen do ryze (Oryza sativa cv.
Nakdong) také se silnym Kkonstitutivnim promotorem Ubil (ubiquitinovy promotor
z kukufice). Vysledné transgenni rostliny mély lepsi odolnost k suchu, zasoleni a chladu. Byl
u nich také zjistén zvySeny obsah trehalosy, koncentrace ostatnich sacharidi byly ale zménéné
pouze v semenech (Jang et al. 2003). Velmi podobné vysledky se stejnymi rostlinami a
stejnou genetickou Upravou ziskali i Redillas et al. (2011). Zde byly ovSem opét pozorovany
zvySené koncentrace sacharidi (konkrétné glukosy, fruktosy, sacharosy a Skrobu) Vv listech.
ZvySeny obsah trehalosy i celkové zvySeny obsah sacharidii zpisobila exprese genu pro
enzym TPSP i u raj¢at (Solanum lycopersicum cv. Joyful), tentokrat s promotorem CaMV35S.
Transgenni rostliny mély zvySenou toleranci k suchu a salinité, a pfi stresovych podminkach
vykazovaly vyssi fotosyntetickou aktivitu nez WT rostliny.
Za optimalnich podminek nebyl pozorovan zZadny rozdil

Vv rlstu ani vyvoji (Lyu et al. 2013).

Podobn¢ jako z bakterialnich genti otsA a otsB, byl i
z kvasinkovych gentt TPS1 a TPS2 kodujicich také enzymy

TPS a TPP vytvoien genovy konstrukt oznacovany jako
Obrazek 4: Tolerance k suchu  TPS1-TPS2 (Miranda et al. 2007). Produktem vytvotfeného
u transgennich rostlin - konstruktu byl opét fazni enzym se synthasovou i
Arabidopsis thaliana. WT,
35SBIF  (linie s genovym
konstruktem TPS1-TPS2 pod Arabidopsis thaliana pod Kontrolou konstitutivniho
promotorem 35S) a RDBIF
(linie  sTPS1-TPS2  pod
promotorem rd29A) Prevzato z
Miranda et al. 2007. piipadech byly vysledkem rostliny se zvysenym obsahem

fosfatasovou aktivitou. TPS1-TPS2 byl vlozen do rostlin

promotoru CaMV35S nebo stresem indukovaného

promotoru rd29A (responsive to dehydration 29A). V obou
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trehalosy a zlepSenou odolnosti k suchu (obrdzek 4), zasoleni, vysoké i nizké teploté. Ani
Vv jednom pfipadé nebyly pozorovany zmény v rastu nebo morfologii za optimalnich
podminek (Miranda et al. 2007). Stejna geneticka tprava vcetné obou promotort byla pouZita
i u rostlin tolice vojtésky (Medicago sativa cv. Regen SY27x) (Suérez et al. 2009). Rostliny
s promotorem CaMV35S mély za optimalnich podminek zpomaleny rist a mensi produkci
biomasy nez WT rostliny. Zajimavé bylo, ze pii pouziti promotoru rd29A rostly transgenni
rostliny naopak rychleji nez WT a i jejich produkce biomasy byla vyrazné vys$si. Nicméné
vsechny rostliny exprimujici TPS1-TPS2 bez ohledu na pouzity promotor mély opét zvysenou

odolnost k suchu, zasoleni a zvySené i sniZzené teploté (Suarez et al. 2009).

5. Zavér

Kompatibilni soluty, mezi néz patii i trehalosa, maji v buiikach urcité ochranné funkce jako
je uprava vodniho potencialu a stabilizace proteinu (Yancey et al. 1982; Timasheff 2002).
Konkrétné u trehalosy byly nalezeny jesté specifické vlastnosti napomahajici dalsi stabilizaci
proteint a také membran pii silné dehydrataci (Crowe et al. 1984; Carpenter & Crowe 1989;
Ma et al. 2013). Ziejmé diky témto vlastnostem je trehalosa mnoha organismy akumulovana a
vyuzivana jako osmoprotektant pro ptezivani stavu anhydrobiosy (Elbein et al. 2003). Na
druhou stranu pii dostate¢né hydrataci snizuje trehalosa efektivitu reaktivace denaturovanych
proteind (Singer & Lindquist 1998). To muze byt divodem, pro¢ vétSina vysSich rostlin
trehalosu nekumuluje, i kdyz jsou schopny jeji syntézy. Jako nejpravdépodobnéjsi duvod se
ale ukazuje potieba presné regulace obsahu T6P, ktery je prekurzorem trehalosy a zaroven
velmi dualezitou signdlni a regulacni molekulou u rostlin. T6P zprostiedkovava informaci o
dostate¢né zasobé sacharidi a indukuje anabolické reakce (Schluepmann et al. 2004). Inhibuje
také rostlinnou kindzu SnRK1 (Zhang et al. 2009). Ta je zapojena v energetické a stresové
signalizaci rostlin, ovliviiuje aktivitu nékterych kliCovych enzymii a méni expresi nékolika

stovek gent (Baena-Gonzélez et al. 2007; Polge & Thomas 2007).

Ackoliv v poslednich desetiletich prob&hlo mnoho vyzkuml zabyvajicich se otazkami
mechanismi fungovani trehalosového metabolismu a jeho vlivu na ostatni procesy
Vv rostlinném téle, stale existuje v tomto sméru mnoho neznamych. Naptiklad dodnes nebylo
objasnéno, jakym mechanismem T6P ovliviiuje vstup sacharidd do glykolyzy, jakym
mechanismem ovliviiuje senescenci rostlin, co je neznamym faktorem zprostiedkovavajicim

interakci mezi T6P a SnRK1 nebo jakym mechanismem trehalosa zvySuje aktivitu
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glutathionreduktasy. Velmi malo je také znamo o n¢kterych drahach regulace genové exprese

a zvlasté o jejich propojeni.

I pfes nedostateCné porozuméni signalnim a regulacnim drahdm spojenym se syntézou
trehalosy byly zasahy do trehalosového metabolismu pouzity v fadé experimentd S cilem
zlepsit odolnost rostlin k abiotickym stresim. Pfevazna vétSina téchto experimenti byla
alespont do urcité miry uspé$na. Pti vkladani genti pro TPS bylo zvySeni odolnosti ¢asto
spojeno s negativnimi fenotypovymi efekty, které byly vyraznéjsi pii siln€jsi expresi téchto
gent (Yeo et al. 2000; Cortina & Culiafiez-Macia 2005; Stiller et al. 2008). Nabizejicim se
vysvétlenim pfitomnosti negativnich efektli je naruseni regulacnich drah ovliviiovanych
koncentraci TO6P. Ve snaze t€émto efektim piredejit byl v n¢kolika experimentech pouzit gen
pro fuzni protein TPSP. Ten mél zvysit syntézu trehalosy a zaroven omezit akumulaci T6P
(Seo et al. 2000; Jang et al. 2003). Vysledkem téchto experimentli bylo az na vyjimky
opravdu zvyseni stresové odolnosti bez negativnich vedlejsich efektd (Garg et al. 2002; Jang
et al. 2003; Miranda et al. 2007; Suarez et al. 2009; Redillas et al. 2011; Lyu et al. 2013). Pti
souCasné urovni poznani se tedy jevi zvySovani obsahu trehalosy bez vyraznéjSich zmén
v obsahu T6P jako u¢inny zptsob zvySovani odolnosti rostlin k abiotickym stresim. Ur¢itych
pozitivnich vysledki bylo sice dosazeno i pti zvySeni koncentrace T6P (Pellny et al. 2004),
nicméné pro $ir$i vyuziti této modifikace bude tfeba podrobnéjsi porozuméni signalizaénim a

regula¢nim draham napojenym na T6P.

Utinky vlozeného genu na fenotyp rostliny jsou samoziejmé také ovlivnény pouZitym
promotorem, ktery uréuje, V jakych organech, v jakych vyvojovych fazich, za jakych
podminek a v jaké mife bude gen exprimovan. Z dosavadnich vysledku lze fici, Ze v ptipadé
zasaht do trehalosového metabolismu pfinaseji lepsi vysledky stresem indukované promotory
(Garg et al. 2002; Suarez et al. 2009). Vliv na vysledny efekt genetické modifikace ma
pravdépodobné také druh pouzité rostliny. Napiiklad ryze na rozdil od dvoudéloznych rostlin
nevykazuje negativni zmény ani pii zvySenych koncentracich T6P (Li et al. 2011; Redillas et
al. 2011).

Vétsina autord se shoduje na tom, Ze i pies existenci piipadnych negativnich fenotypovych
zmén lze zasahem do trehalosového metabolismu efektivné zvysit odolnost rostlin
k abiotickym stresim. Objevuji se samoziejmé i opacné nazory. Napfiklad tvrzeni, ze
udrzovani turgoru pomoci kompatibilnich solutii je vlastné negativnim efektem, protoze
zpomaluje ostatni mechanismy zabranujici ztratam vody, a tim dochazi k rychlejsi dehydrataci
rostliny. Nebo také, ze stabiliza¢ni ti¢inky kompatibilnich solutd se uplatiji az v pozd&jsich

20



fazich dehydratace, kdy napomahaji pieziti rostlin, ale maji velmi maly vliv na zvySeni
vynosu (Serraj & Sinclair 2002). Nicméné trehalosa ve vétSiné piipadt neplni funkci
kompatibilniho solutu. Jeji uéinky se zdaji byt mnohem komplexné&j§i a uplatiiuji se pfi
koncentracich, které maji jen maly vliv na zmény vodniho potencialu. Je pravdou, ze velka
¢ast transgennich rostlin se zvySenou stresovou odolnosti mé za optimdlnich podminek
snizené vynosy a za siln¢ stresovych podminek, kdy je rostlina na pokraji smrti, jsou i u
transgennich linii vynosy velmi nizké. OvSem uz jen to, Zze lze pomoci zmény v trehalosovém
metabolismu ziskat rostlinu, ktera je schopna piezivat extrémnéj$i podminky, je pfi
soucasnych klimatickych a ekologickych zménach velkou nadé¢ji do budoucna. Zda se tedy,
ze genetické manipulace ovlivitujici metabolismus trehalosy a T6P maji potencial k vytvoieni
zemédé@lskych plodin, které budou prezivat i tam, kde toho soucasné péstované odridy nejsou

schopny a které snad budou mit i v téchto nepiiznivych podminkach dostate¢né vynosy.
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