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Abiotické faktory

1. Nizke teploty (chladuvzdornost, mrazuvzdornost,
zimovzdornost)

Vysoke teploty

Sucho (suchovzdornost)
Osmoticky aktivni latky
Oxidativni stres

Ozon

Pokles pH

Vysoka koncentrace soli, tézkych kovu, toxickych latek

© 0 N o 0 bk~ W D

Nedostatek kysliku

10. Mechanické poranéni



Abiotické faktory rezistence

» Studium genetické podstaty stresovych reakci a
jejich molekularnich mechanizmu

Stress
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ROSTLIN
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Reakce rostlin na stres obecne
» Konstitutivni obranné mechanismy rezistence

» DocCasna aklimatizace
» Indukce exprese specifickych genu (fadové stovky)

» Zmeny v metabolizmu a prestavby bunéek
posSkozenych stresem - proteiny, enzymy (nukleazy,
proteazy)

— oprava poSkozenych makromolekul
— eliminace poskozenych bunék
— ochrana stavajicich struktur

Modelové druhy

» Tabak, husenicek, vojtéska, ryze



Suchovzdornost

Obranné mechanizmy rostlin

» Kratky zivotni cyklus

» Zamezeni odparovani listy, zvyseni
prijmu koreny

» Tolerance k suchu
— tucnolisté, poustni rostliny
— napr. Craterostigma plantagineum 2\
— CAM (crassulacean acid metabolism) &
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Fylogenetické vztahy mezi agronomicky vyznamnymi druhy s CAM,

CAM

jejichz genom se studuje a jsou identifikovany geny

Monocots

Saxifragales

Core eudicots

Malpighiales

Clusiaceae

== (Qrchidaceae
Asparagales
— Agavaceae
Bromeliaceae
Poales

Kalanchoé
fedtschenkoi
K. laxiflora

Clusia minor
(facultative)

Caryophyllales

Phalaenopsis
equestris
P. aphrodite

% A deserti, A. sisalana
A. tequilana

SN -
\Y"{' : Agave americana

¢ Ananas comosus

Sedum album
(cycling)

Mesembyranthemum

'\ crystallinum

(facultative)

Opuntia ficus-indica

TRENDS in Plant Science




CAM
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co
Calvin-Benson 1\
Stomata cycle
closed

RUBISCO

Day

TRENDS in Plant Science

GENETI

Den: prlduchy zaviené
dekarboxylace malatu

CO, do Calvinova cyklu

C, substrat pro glukoneogenezi
- uchovany ve formé skrobu

Noc: prlduchy otevrené
prijem atmosferickeho CO,
fosfoenolpyruvat karboxylaza
umozni tvorbu C, organ.kyselin
(malat - vakuola)

Predpoklady CAM — velké vaku-
oly, sukulenty

Studium mechanismd, identifikace genl pro efektivni vodni rezim
Introdukce napr. do Populus — lesnictvi, suché oblasti



Prenos signalu v bunce v podminkach
sucha

Stress tolerance Gater deficD

Stomata and leaves  Cellular dehydration

Plasma
ABA receptor meri‘ls)raD

.. ‘P Fosfatazy a Mitogen
SURELMUERLLYGSE otivni proteinkinazy

v )

ABA ranscription factor
ABA responsive ZEP, NCED, i ngy pro !(Iic':,ové enzymy
genes iV e il Biosynteticke drahy ABA

I o

Stress tolerance and responses



Vliv kyseliny abscisové na vodnirezim

» 10x az 50x vyssi hladina ABA pri vodnim deficitu
» Uzavirani pruduchu

1. Exprese genu, které reaguji na pritomnost ABA
— ABA — regulacni faktor
— exprese genu responzivnich k ABA
— promotorova sekvence ABA responzivniho elementu

— ABRE (abscisic acid responsive element)
PYACGTGGC

. EmBP1

271
) iy \.278 8l 354

] [] Leucine zipper | D C
|

DNA-binding
domain

' ~(

Pro- and Ala-rich




Vliv kyseliny abscisové na vodnirezim

2. Exprese genl, které reaguji na vodni deficit

— promotorova sekvence responzivniho elementu
vodniho deficitu — DRE

— (dehydration responsive element) 9 bp TACCGACAT

ROSTLIN

23

Acidic region ) C

NLS |
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Osmoprotektanta

1. Aminokyseliny

— prolin v

= +0.5 MPa
= -2.0 MPa

., = -1.5MPa

— glycin betain
— GABA

2. Polysacharidy
— manitol
— trehal6za
— sorbitol
— fruktany

Osmotic adjustment

Ztrata vody a osmoticky stres

No osmotic adjustment

Nahrazuji vazané molekuly vody v makromolekulach

a na povrchu membran



Geny determinujici rezistenci k suchu
Ochranna funkce

» Geny LEA (late embryogenesis abundant)
— skupina proteint s ochrannou funkci pfi dehydrataci

» Geny dehydriny lokusy Dhn
— skupina proteint o nizké molekulové hmotnosti

— zabranuji ztratam vody, zachovavaji funkCnost
membran

» Hordeum vulgare

» Zea mays



Odolnost k nizkym teplotam

» Chladuvzdornost

» Mrazuvzdornost

» Zimovzdornost

GENETIKA ROSTLIN
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Chlad

» Fyziologické a biochemicke procesy
— zmeény v aktivité enzymu
— zmeny vlastnosti membran
— poskozeni pletiv

Freezmg
i) s temperature

Cell wall Plasma Ice formation
membrane in cell wall




Negativni vliv na reprodukcni
mechanizmy

< A

 REPRODUCTIVE
PHASE EXPOSED
TO CHILLING J

o
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Viiv nafytohormony
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EFFECTS ON PHYTOHORMONES
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1. Failure of . S&&Emdnncvof il. Reduction in
infic endosperm tapacity of
decreases endosperm to
development 1. Nutrient Flow to synthesize starch
lil.  Defay or inhibition endosperm . Reduced nutrient
of flowering by decreases fiow to tapetum,
failure of floral V. Stunted causing poilen
meristem and floral development of mﬂw g
P msﬂ‘ osp .wm tevels em:mmml as
' 7 1. Decreased flow M\ /: Stem elongation {
photo-assimilates inhibited
from source to il.  Immature ripening
sink of fruits so non-
il.  Incomplete filling viable seeds are
of kernels and produced
seed abortion 1. Senescence is
1. Stunted promoted
development of
fruit




— Prenos signalu v bunce v podminkach
I-_l chladu

g » Geny

" regulovane
¢ Cj‘ chladem i ABA

l
| Phosphorylation . o
C Cascade? » Proteiny chrani
t bunecné
struktury od
CBF
| dehydratace

Responzivni

element

k chladu DREICRT —ABRE COR/KIN/LTIVRD

0,00

Freezing Tolerance



Geny determinujici rezistenci k chladu
(a suchu)

» Aktivace genu pro transkrip¢ni faktory CBF, DREB1

» Cilové geny:
— geny COR (cold regulated) geny druhove specificke
= Arabidopsis thaliana COR15a, COR47, COR78,

= Hordeum vulgare HVAL
= Medicago sativa CORa, CAS15a
= Brassica napus, B. rapa, B. oleracea
= Triticum aestivum

— geny LEA

— dehydriny

ROSTLIN




Odolnost k zasoleni

» ZvySeni osmotického potencialu = osmoticky
stres

» Ztraty vody, zvysSeni koncentrace zivin
» Uplatnéni mechanizmu jako pfi dehydrataci

» Oxidativni stres

» Prekryvani se stresovych faktort



Prenos signalu v bunce v podminkach
zvysene koncentrace soli

High N&"
Sensor? - |[m—
[Ca®’*] increase Vacuole

Transporter (SOST & 7)
gene expression

H' H* Nat
S0S1 HKT1 & NCS



Cellular influx

ROSTLIN

Komponenty stresu v bunce korene

Sensing and
signaling

Transcriptional
control

Apoplast
Cytosol
+ a

P
\

Na* HEKTT -

HKT, NHX, SOS —

Na" exclusion
AR from leaves
Compartmentalization genl‘:I HKZ- NH)(; SOS
Osmolytes ":"‘““F'tﬂ“‘_‘m'
Na* == NHX —
=
o
H* t =
/ 4
P
SO51 i N
: SALT OVERLYS—___~
n |+ SENSITIVE
MNa*
TRENDS in Planl Science

osmolyty, osmoprotektanta, detoxifikace bunky,
transport iontl Na do vakul, xylému — eliminace listy



Studium rezistence k suchu — chladu —
zasoleni u Arabidopsis thaliana

» Mutageneze

— abaz2, abil, eral, fryl, hosl, losl, los2, los5, sadl, sosl
az sos4

— pristupy primeé i reverzni genetiky
» Srovnavaci genomika — transkriptomy
» Cipové technologie, microarray

» ldentifikovano:
— 299 genu aktivovanych suchem
— 54 genu aktivovanych chladem
— 245 genu aktivovanych ABA
— 40 genu pro transkripéni faktory



Odolnost k vysokym teplotam

» Rust vySSich rostlin v rozpéti teplot 0 az 60 °C

» Pestovani rostlin v rozpéti teplot 10 az 40 °C
— pSenice 26 °C
— bavinik 45 °C
— kukurice 38 °C

» Vysokeé teploty zpomaluji rust, nepriznivé ovliviuji
urcite latky.

» Syntéza specifickych proteinu tepelného Soku —
ochrana nukleovych kyselin a organel



Fyziologické dopady vysokych teplot
» Zmeéna vodniho rezimu

» Akumulace osmolytu (glycin betain, prolin, GABA)
» Fotosyntéza

» Transport asimilatu

» Zmeny bunecné membrany

» Hormonalni zmény (ABA, etylén, kys. jasmonova)

» Tvorba sekundarnim metabolitu (fenolické latky,
karotenoidy, izoprenoidy)
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Molekularni mechanizmy obrany

Stresove proteiny

» HSP

» SOD superoxiddismutaza

» Pir proteiny — podobné osmotinu
» LEA

» dehydriny



HSP

» Syntéza specifickych proteinu tepelného Soku —
ochrana nukleovych kyselin a organel

» 5 tfid proteint hsp
— hsp110
— hsp90 (80 az 95 kDa)
— hsp70 (63 az 78 kDa)
— hsp60 (53 az 62 kDa)
— hsp nizkomolekularni (14 az 30 kDa)
— hsp20 prevazuji u rostlin

» hsp60, hsp70, hsp9o:
— stabilizace konformace proteinu
— transport pfes membrany



HSF

» Vysoky konzervativni charakter

» Aktivace genu transktipénim faktorem HSF (heat
shock factor)

, ROSTLIN

» Vazba na specifické motivy promotortu (nGAAN)

Aktivace exprese genu v podminkach vysokych teplot

143 181 246 356 381

I:I Trimerization domains (leucine zippers)

Arabidopsis thaliana heat shock factor



In the unstressed cell,
HSF is maintained in

a monomeric, non-DNA-
binding form through

its interactions with HSP70.

Cyklus tvorby HS faktoru a aktivace

exprese genu

HSF

®
HSP70 @ ‘

Upon heat shock or other HSF trimers bind to the
forms of stress, HSF heat shock element in
assembles into a trimer. heat shock gene promoters
: i
/ Transcnphonal activati
of the heat shock genes
leads to increased levels
of HSP70. -
Bound HSF becomes
phosphorylated.

5 NV s @0"

nGAANNTTCnnGAAn

.
HSF/HSP70 HSF/HSP70
dissociates from the complex forms
DNA and is converted to the DNA.
to non-DNA-binding
monomers.




Mechanizmy tolerance rostlin k vysokym

teplotam

Heat stress

= JEE "
£ 4
E 0'.‘ . .
%; . Membrane fluidity
=
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M v
ROS generation Ca”* influx & Protein
(chloroplast & cytoskeletal denaturation
mitochondria) reorganization
g
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ROS l
signaling Chaperonin signaling
CDPK and transcription
activation
I |
2 ’ '
= e Others Heat shock elements
=
Z
E&’ Antioxidants \ SPs; Ribosomalproteins
& Electron transport ) Chaperones Dehydrins
= Solute accumulation Protein folding& renaturation
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Oxidativni stres

» Antioxidanty — odstranuji reaktivni formy kysliku
(ROS)

> Enzymy

— superoxiddismutaza (SOD), peroxidaza,
monoaskorbatreduktaza, glutathionreduktaza, katalaza

» Latky neenzymatické

— vitamin E, kys. askorbova, karotenoidy, flavonoidy,
polyaminy, cukry

» Sekundarni metabolity



— lzoprenoidy — sekundarni metabolity
] rostlin
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m stress
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Biosynteticka draha izoprenoidu v
chloroplastech a cytoplazme

ROSTLIN

MVA MEP
GA3P GA3P
J, +
PEP PEP —> Pyruvate
\L \L Chloroplast
Pyruvate DXP
¥ DXR |,
Acetyl-CoA MEP
HMG-CoA v
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Chemicka struktura izoprenoidu s
antioxidacnimi vlastnostmi

Tocopherols Hemiterpenes | Monoterpenes

ROSTLIN

R,
HO |
R
3 Isoprene | _pi B
Tocotrienols oo, L orPlnene p-Pinene Myrcene
R, =
R O
€ - = = = = |
HO ] |
H3

Limonene Sabinene (E)-p-Ocimene (Z)-p-Ocimene

Sesquiterpenes

Y%

c-Humulene (E)-p-Farnesene (E,E)-u-Farnesene

==

HO

Violoxanthin (E)-p-Caryophyllene d-Cadinene

GENETI



Nedostatek kysliku

» Zmeény v regulaci proteosyntézy

» Znamo 20 typu proteint syntetizovanych v
pletivech korenu pfi zaplaveni pudy:
— alkoholdehydrogenaza,
— glukozafosfatizomeraza,
— pyruvatdekarboxylaza,
— aldolaza




Promotor genu Adhl kukufrice

» Regulace transkripce genu jako odpoveéd na
nedostatek kysliku v prostredi

Element ARE (anaerobic response element)

Neindukovany promotor Adh1 zacatek

transkripce

v
— S " —

-180 -130 -110 -100

Fingerprint

5

-180

transkripéni aktivace
prostiednictvim
navazanifaktord

Transkripéné aktivni promotor zadatek

transkripce

3

-180 -130 -110 -100

A A A A



Nadbytek ozonu, presvetleni

» Kratkodobé pusobeni
— nekrozy

» Chronické pusobeni
— fyziologické zmény
— redukce rustu

Small amount enters cells
due to membrane damage.
j—

Solutes leak 1
across damaged
membranes.

» Skodlivé uéinky:

to membrane lipids,

— Poskozeni membran L -
] ] . defense /\—/\ efense |

— Lipidd & e |

— Proteintl ok Sl

— DNA

— Snizuje rezistenci k patogentim, k dalSim stresiim



Toxické ionty v pudé, vodé,
ve vzduchu

» Naruseni mineralni rovnovahy
» Ovlivnéni bunééného metabolismu a kapacity rustu

» Polutanty vzduchu — kyslicniky dusiku a siry,
amoniak, ozon

» Reakce s bunécCnou vodou za vzniku kyseliny
sifiCite, dusite, dusicne.

» Prekyseleni pletiv



Tezkeé kovy
» Zelezo, mangan, zinek, mé&d, molybden a kobalt
jsou esencialni

» Hlinik, kadmium, rtut’ jsou nepotrebné

» Eliminace: vazba kationtu na pektiny bunécnych
stén kofenu

» Nitrobunééné chelatovaci systémy
— fytochelatiny (Glu-Cys)n-Gly
— vazba tézkych kovu prostf. SH-skupiny



Poranéni

» Rychla indukce fytohormonu etylénu, ABA, kyseliny
jasmonove

» Obranné mechanismy rostliny:
— zesileni bunécénych stén ukladanim kalézy
— syntéza ligninu a glykoproteinu
— syntéza fytoalexinu
— tvorba inhibitoru proteaz, chitindz, glukanaz

» Arabidopsis geny TOUCH
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