6) Reakce rostlin k abiotickym strestum

a) Vodni deficit (sucho)

b) Zasoleni. Uloha osmotického prizplisobeni v toleranci
k suchu a zasoleni.

c) Vliv vodniho deficitu a zasoleni na membranovy transport

d) Geny indukované suchem

e) Chladovy stres
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Stresové faktory pusobici na rostliny:

= vneéjsi faktor, ktery vykonava vliv nevyhodny pro rostlinu

— vyvolané jinymi organizmy

— vznikaji vlivem premiry ¢i deficitu fyzikalnich
¢i chemickych vlivu

- prebytek vody €i sucho
- vysoka a nizka teplota
- mnoho ¢i malo svétla

- zasoleni

Rychle pusobici (minuty): tepelny stres

Pomalu pusobici (dny az mésice) : nedostatek vody v pudeé,
nedostatek mineralnich latek




= schopnost rostliny prekonat pro ni nepfriznive
podminky

Pojmy tolerance a rezistence se ¢asto pouzivaji jako ekvivalenty — tolerance je spravnéjsi

— zvyseni tolerance rostliny ke stresu jako vysledek
postupného vystaveni stresovym podminkam

— geneticky determinovana hladina tolerance ziskana
béhem selekce v pribéhu mnoha generaci




Stresy zmeéna exprese genu a bunééného metabolismu

Zmeény v bunééném cyklu a bunééném déleni, zmény v endomembranovém
systému a vakuolizaci bunék, zmény v architekture bunééné stény.

Extreme
temperatures Signal
: tr—msductl on
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Physiological and
—— developmental event

Zmény v expresi genl
zahrnuji indukci signalnich
drah. V nich jsou zapojeny:

- hormony (ABA, JA, etylén, ...)
- sekundarni prenasece (Ca?*)




Schopnost rostlin tolerovat stres zavisi na: - intenzité stresu
- délce pusobeni stresu

- rychlost prichodu stresu
- organu rostliny

Stress Plant Response
characteristics  characteristics

Organ or
Severity tissue in
question

Duration Survival and 2 rowth

Resistance

Environmental Stage of

stress development
Number of
exposures Susceptibility

Combination
of stresses




Vztah mezi stresovou signalizaci a rustem rostlin

No stress Abiotic stress

Abundant Growth
resource

Resource limitation
control Cellular damage

Y

Cell division ' Stress defense
Cell expansion , Damage repair

A

Stress
signaling

Abioticky stres pasivné inhibuje rust rostlin ( ) tim, Ze zpusobuje poskozeni bunék a omezovanim zdroji (napf.
CO,, zZiviny, energie). Pfi vnimani stresu a jeho signalizaci abioticky stres aktivné inhibuje rist ( JERELG
aktivuje stresovou reakci. Tim dochazi k nastartovani obrany a opravé bunék posSkozenych stresem. Pokud ma rostlina

hodné Zivin a neni stresovana, je aktivovana signalizace ristu, ktera vede kromé stimulace rastu i k potlaceni stresove
signalizace (zelena linka).

Zhang H et al. (2020) Developmental Cell 55: 529-543




Ztraty na zemeédélské produkci zpusobené abiotickymi stresy: 65 — 80%

Mechanizmy rezistence
(B)
Saguaro

Abiotic
stress

Acclimation |

Mohave desert star
L

e Stress avoidance
¢ Stress tolerance

Resistance

Honey mesquite

Znalost mechanismu
rezistence

Aplikace
biotechnologickych
metod

- ¢asovani zivotniho cyklu
- hluboké koreny
- vyvoj stomat, trnt




Sedm schopnosti rostliny adaptovat se na abioticky stress

Seven
Capacities to
adapt under

Abiotic

Stress

DROUGHT

SALINITY

FLOODING

NUTRIENT

ASSET
MANAGEMENT

Decreased leaf
area to reduce
transpiration

Reduced spatial
pattern of cell
division and
expansion

Lateral root
proliferation
near the soil
surface

Investment into
roots to explore
the soil profile

SUPPLY CHAIN

-

Sustained
movement of
sugars from
sources to sinks

Exclusion of Na
from phloem to
protect growing
tissues

Induction of
cold tolerant
pathways of
phloem loading

Maintenance of
sugar transport
by P signalling

SHAPE SHIFTING COMMUNICATION

Altered leaf
morphology
and root
development

Altered root
systems to
supply fresh
water and
nutrients

Maintenance of
pollen fertility

Changes in root
anatomy to
allow oxygen to
reach root tips

PN
~
&

Shoot to root
signalling of
water status

Root signals
reduce shoot
growth and
water loss

Cold and heat
perception for
respiratory
acclimation

Hormonal
changes in
ethylene
biosynthesis

N, Pand 5§
signalling
pathways

ENERGY

o®

Maximising
photosynthesis
Versus
respiration

Increased ATP
provision for Na
exclusion and
sequestration

Changed rate of
ATP and
NAD(P)H
generation as
metabolism
slows

Alternatives to
oxygen-
dependent
metabolism

Storage of
photosynthate
while nutrients
limit growth

Munns R, Millar AH (2023) Journal of Experimental Botany 74: 4308-4323

Replacement of
ROS damaged
proteins and
phospholipids

Replacement of
ROS damaged
proteins and
phospholipids

Replacement of
aggregated
proteins

Recovery of
oxygen
dependent
processes post-
anoxia

SELECTIVE UPTAKE

Excluding 95%
of the salt from
water taken up
by roots

Exclusion of
reduced Mn, Fe
and Sin soils

Soil nutrient
scavenging by
selective
transporters




Reciprocni regulace reakce ke stresu a znovuobnoveni rastu

Precizni kontrola prepinace mezi stresovou reakci a znovuobnovenim ruastu v optimalnich
podminkach je kriticka pro preziti rostlin a optimalni rast.

No stress

Optimalni podminky

TORC1 kinaza (TOR, Raptor and LST8) stimuluje
rust a soucasné inhibuje stresové reakce
fosforylaci ABA receptoru PYL => inhibice SnRK2 \
prostrednictvim PP2C 0
\
PYLs

)
|

ASE

Stresové podminky PP2C
Akumuluje se ABA, ktera se vaze k receptoru PYL (i

=> odlouceni PP2C => aktivace SnRK2 =>

spusténi stresové reakce. Aktivhi SnRK2

soucasné fosforyluje protein Raptor => disociace

TORC1 a inhibice rastu. stress

response

Wang P et al. (2017) Mol Cell 69: 100-112
Rosenberger CL and Chen J (2018) Mol Cell 69:




a) Vodni deficit (sucho)

- nedostatek vody v prostredi

- mnozstvi vody neni omezeno, ale voda je pro rostlinu nedostupna
(zasoleni, nizké teploty, vysoka transpirace rostliny)

Parametry popisujici vodni stav rostliny:

- vodni potencial

- relativni obsah vody (RWC - relative water content)




Vodni potencial — vyjadruje uroven s jakou je bunka, organ, cela
rostlina hydratovana (schopnost odevzdavat vodu)

o o o ® = [fi]

= potencial rozpustené latky (osmoticky potencial,
solute potential) Ps | => Ow
Je uréen pocétem ¢astic rozpusténych ve vodé;

= tlakovy potencial (press potential)
Odrazi fyzikalni sily pusobici na vodu v jejim prostredi. ¢p
Pozitivni tlak (turgor) — PM tla€i na bunéénou sténu

Negativni tlak (tenze) — PM tlaci na vodu v bunce, odchlipuje se od bunééné stény

= gravitacni potencial (gravitional potential)

Projevuje se pouze pfri transportu vody v rostliné na vzdalenost 5-10 m

= matri¢ni potencial (matric potential)
Vysvétluje jak tvrdé povrchy interaguji s vodou a potlaéuji @w. Prakticky je velice maly.




Vodni potencial - dovoluje predpovédet pohyb vody a z rostlinné
bunky

Spontanni pohyb vody: Turgid cell: s, oo = 0 MPa

Plasma
membrane

\ '|,_Ce11 vaall

H,O
VYSOKY OW sy Nizky Ow

Intracellular

values "
7 Vacuole

¥, = +0.5MPal N\ \ | surrounded
¥, = —1.6 MPa b /[[ by tonoplast
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Fyziologické a metabolické zmeény detekované v rostlinach
vystavenych vodnimu stresu ne vzdy koreluji se zménami Qw.

Relativni obsah vody (RWC - relative water content)

Prijem vody koreny pokryva ztratu vody listy => RWC =

Kriticka hladina RWC => pletivo odumira

Obecné plati: Ow => RWC

Vyjimky — rostliny schopné udrzovat vysoké RWC i pfi klesajicim ®w

Rostliny schopné se




Kuromori T et al. (2022) Plant J 109: 342-358

Signalni draha vodniho stresu od pfijmu signalu k finalnim reakcim na bunécné
urovni a na urovni organu a celé rostliny, az po ziskani tolerance.

Plant responses and
Inter-tissue and inter- phenotypes

Cellular responses organ responses

Osmotic Phosphorylation Hormone crosstallk

stress PeSEE—— (Brasinostreoide, Stomatal closure

ABA synthesis Cytkinine, Auxin,

\ i i Strigolactone, Karikin i
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Stress sensing Stress signaling Stress responses and adaptation
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Osmoticky receptor pro sucho

Zhao M et al. (2023) Plant Cell 35: 3782-3808
Shekhawat J and Upadhyay SK (2024) Trends in Plant Science 29, no.6
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b) Zasoleni. Uloha osmotického prizplisobeni v toleranci
k suchu a zasoleni.

Vazny problém v zemédélstvi — zasoleni pudy drasticky snizuje vynos:
pobrezni oblasti, zaplavova uzemi, nizko polozena uzemi




Salinita se stanovuje mérenim vodivosti pludy — €istd voda ma velice
nizkou vodivost; konduktivita se zvysuje se zvysujici se koncentraci soli

TABLE 25.6
Properties of seawater and of good quality
irrigation water

Irrigation
Property Seawater water

Concentration of ions (mM)
Na* 457 =20
K* 9.7 <1.0
gt 10 0.5-2.5
Mg?* 56 0.25-1.0
Cl- 536 <2.0
5042‘ 28 0.25-2.5
HCO," 23 <15

Osmotic potential (MPa) -24 -0.039

Total dissolved salts 32,000 500
(mg L™ or ppm)

PLANT PHYSIOLOGY, Third Edition, Table 25.6 © 2002 Sinauer Associates, Inc.




Kvalita (obsah soli) zaplavové vody se liSi

Horni tok:

Stredni tok: 900 mg/L 50 mg/L
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LEGEND THE COLORADO RIVER

——— STATE BOUNDRIES
BASE IMAGE OBTAINED V1A THE
COAST LINES XEROX PARC MAP SERVER AT
COLORADO RIVER HTTP:/PUBWEB.PARC. XEROX.COM/

OTHER RIVERS




Podle schopnosti tolerovat vyssi hladinu soli rozdélujeme rostliny na:

- halofyty (halophytes) — velice tolerantni k zasoleni (~ 1% svétové flory)
- glykofyty (glycophytes; nonhalophytes) — citlivé k zasoleni

Zemédeélské plodiny citlivé
k zasoleni: i
pRurice Group IA (halophytes)
- cibule
- citrusy

- salat

Group IB (halophytes)

Group Il (halophytes
and nonhalophytes

- fazole -
Group lll (very salt-sensitive

nonhalophytes)

(0]
o

Zemédeélské plodiny méné
citlivé k zasoleni:

Growth
(percent of control at low CI” external)

[=2]
o

- bavinik

£
o

- je€émen

N
o

Zemédeélské plodiny tolerantni

k zasoleni: 100 200 300 400 500 600 700

- cukrovka CI" (mM) in the external medium

-
- palma datlova PLANT PHYSIOLOGY , Third Edition, Figure 25.14 © 2002 Sinauer Associates, Inc




20
V rostlinach existuje komplikovana regulacni sit,, kterou halofyty -
koordinuji adaptaci ke stresum.

Abiotic Stress

Fan C (2019) Plant Signaling & Behavior 15:
1704528

o 3 8

= S ?

: 1

: i 2 3
5

Prikladem slozitosti regulaéni sité je

fakt, ze ke stresim reaguji

\\\\ / /// jednotlivé organely bunky, které
zprostredkuji signalni drahy. Ty

Signal Integration spolu interaguji a vedou k regulaci
stres-responzivnich genu a

1 nasledné k regulaci vyslednych

reakci rostliny ke stresim.
Response gene

Halofyty jsou idealnimi modelovymi organizmy pro studium
molekularnich mechanizmu tolerance k zasoleni.




Negativni efekt zasoleni na rostliny:

- neprimy — osmoticky stres: kolem kofent se zvysSuje osmoticky tlak => snizuje
se schopnost korentl brat vodu, protoze prostredi kofenovych bunék se stava
hypotonickym vici roztoku kolem korene

Normalni prostredi Zasolené prostredi

Bunka korene - .
Bunka korene

Cytozol je Cytozol je
hypertonicky hypotonicky
vuci prostredi vuci prostredi




Vnimani osmotického stresu — novy objev — kondenzace SEUSS

Molecular crowdlng due to decrease in cell volume
C:% =

2

AW

/’?ﬁ} "
iy

Diffuse SEU

Nucleus
\
Ny g™

Normal condition Hyperosmotic stress

W W

Stress tolerance genes Stress tolerance genes (transcription promoted)

Mechanizmus fungovani transkripéniho ko-regulatoru SEUSS (SEU). SEU je za normalnich
podminek difuzné pritomny v jadre. Pfi hyperosmotickém stresu dochazi ke smrsténi bunky, coz
vede naopak ke zvySeni molekularni tlacenice (zahusténi). Toto nasledné vede k tvorbeé
kondenzata proteinu SEU. SEU proteiny pak indukuji transkripci genti zapojenych v tolerance ke
strestim.

Wang B et al. (2022) Nature Chemical Biology 18: 1361-1369




- primy toxicky efekt iontii akumulujicich se v bunce: Na*, Cl-, SO,

Normalni prostredi Zasolené prostredi

Bunka korene - .
Bunka korene

Ca?* nahrazovan Na*

K*: 100-200 mM 1

Na*: 1-10 mM
Na+:K*: vysoky

e s Inhibice syntézy Zména permeability
Optimalni funkce enzymu proteinti Funkce enzymui membrany
inhibovana

Inhibice fotosyntézy: Na* a Cl- se akumuluji v chloroplastech => metabolismus nebo fosforylace
jsou inhibovany (e- transport je necitlivy k solim).

Enzymy izolovany z halofyti maji stejnou citlivost k solim jako enzymy glykofytl => rezistence
halofytu je disledkem jinych mechanismi, nez je rezistence metabolismu




Rostliny citlivé k zasoleni se brani nadmérnému mnozstvi soli v ptidé omezenim
transportu iontl do stonku a listti

Aby se ionty dostaly do xylému musi misto apoplastické cesty (Casparian prouzky brani
v pohybu iontt) pouzit cestu symplastickou pres membranu. Na* se dostavaji do korene
pasivné (diky elektrochem. potencialu) => bunky musi transportovat Na* z bunky aktivné.

Bunky jsou schopny samy
regulovat mnozstvi Na*
v burice

Cast Na* je rovnéz absorbovana
z transpira¢niho proudu

Symplastic and

transmembrane - S5/
th N - S
pECIEY= Dals$i redukce mnozstvi

“SEpidermis Na* v listu

Apoplast pathway
Atriplex — solné zlazy

PLANT PHYSIOLOGY , Third Edition, Figure 4.3 © 2002 Sinauer Associates, Inc




NaCl — nejbéznéjsi sul, ktera vyvolava stres => transportni systém umoznuje
kompartmentaci Na* do vakuoly (transportér NHX) - velmi dulezity.

Vysoka [Na*] !Df'ijerr_l K* I?uﬁkf)u pomoci hig’h-affirlity 'transpvortéruv I-vIKT1
je inhibovan. Timto transportérem je nasledné poustén
pouze Na*.

Apoplast  na*
pH -5.5

%ytosol s q: ‘ CF {P
pH -7.5
Ca?* zvySuje K*/ Na*

selektivitu => K* je
prednostné transportovan
do bunky => zvysuje
toleranci k zasoleni

Dulezita uloha protonové
pumpy: H*-ATPaza

PLANT PHYSIOLOGY , Third Edition, Figure 25.15 © 2002 Sinauer Associates, Inc.




H*-ATPaza iniciuje rozdil pH a membranovy potencial pres plazmatickou membranu a tonoplast.
Zajist'uje silu (H* elektrochemicky potencial) pro sekundarni transport iontt.
Aktivita H* pumpy se zvysSuje salinitou a indukovanou expresi genti.

Bunka ma silu branit se
nadmérnému zasoleni tim,
ze transportuje nadbyteény

Na* z bunky ven a do vakuoly

SOS1 Na*-H* antiporter

SOS1 - regulovan produkty
hss S0S2, SOS3

S0OS2 - serine/threonine kinaza

aktivovana Ca?* pres SOS3

Apoplast
pH -5.5

SOS3 - protein fosfataza
regulovana Ca?*

PLANT PHYSIOLOGY . Third Edition, Figure 25.16 ® 2002 Sinauer Associates, In

Vakuolarni kompartmentace Na* je zprostredkovana Na*- H* antiportem AtNHX1.




Navrhované molekularni mechanizmy vnimani zasoleni rostlinnou bunkou

Feng W et al. (2018) Current Biology 28: 666-675

Rostlinné bunky potrebuji pro svij rast
integritu  bunééné stény. Zasoleni
vyvolava extracelularni toxicitu =
zmékéeni bunécéné stény => naruseni
integrity => inhibice rustu.

Zasoleni

Extracelularni doména proteinu FER
fyzicky interaguje s pektinem
bunécéné stény

Caz"t

Oprava bunééné stény — usnadnéni
propojeni pektint

Extracellular
space

Cell wall

€& YyiMoi9 —>

Cytosol

FERONIA = receptor-like kinaza

Mutant fer - defekt v integrité bunécné stény;
opraven aplikaci Ca?* nebo B*.




Steinhorst L and Kudla J (2019) Nature 572: 318-320
Jiang Z et al. (2019) Nature 572: 341-346

Percepce Na* => aktivace neznamého Ca?* kanalu => Ca?* vstupuji do bunky

Low salt levels Rise in external salt levels

a
Calcium

i e
Cell exterior channel

Plasma
membrane

Plant-cell
cytoplasm

Calcium channel activated
directly by Na*-bound GIPC

Percepce Na* primo lipidem GIPC = glycosyl inositol phosphorylceramide = negativné nabity
membranovy lipid. Pfima interakce GIPC+Na* s Ca?* kanalem => aktivace Ca?* kanalu.

Ca?* influx do buriky => vazba Ca?* k SOS3 => aktivace SOS2 => aktivace SOS1 => transport
Na* ven z bunky.




Osmotické prizpusobeni a jeho role v toleranci k suchu a zasoleni

Osmotické prizpusobeni — biochemicky mechanismus umoznujici
aklimatizaci k suchu a zasolené pudeé

®w v korenech < O®w v pudé

Rostlina je schopna
brat vodu z ptdy

Rostlina je schopna se osmoticky
prizplisobovat: je schopna regulovat sviij
potencial rozpusténé latky (Ps)

1) zvySuje pocet rozpusténych latek v bunce
2) snizuje vodni potencial v bunce.

Osmotic adjustment No osmotic adjustment




Osmotické pfizpusobeni zahrnuje: - metabolické zmeény

- zvySeni asimilace nizkomolekularnich org.
sloucenin

- zvySeni syntézy nizkomolekularnich org.
sloucenin

Kompatibilni rozpusténé latky =

Compatible osmolytes

|
Amino acid: Tertiary sulfonium compound:

HSC\
ﬁ/ (clolon §*—CH, — CH, —CO00~

/
,/ \\\
H H Het

.
Proline Dimethylsulfoniopropicnate - p rOI IN

Quaternary ammonium compounds:

(0]

i i Q — [ - alanin betain, glycin betain, prolin
HaC —N*—(CH,)—CO0 " coo- HaG—N*—CH,—CH,—

0—S5=0
/

HaC =~ HaC L. betain

HaC CHs, O

n =1, Glycine betaine Proline betaine Choline-O-sulfate

n =2, B-Alanine betaine

- dymetylsulfoniopropionat

Polyhydric alcohols:
CH,0OH

Ho—(lz—H - manitol, pinitol

HO —C—H

OH OH

H—C—OH
H—C—O0OH
CH,OH

Mannitol




Osmoticky aktivni anorganické latky — ionty:

Nabité, vazi se ke kofaktoriim,
substratiim, membranam, enzymim

Toxické - méni vlastnosti,
vstupuji do hydratac¢ni obalky proteint
=> denaturace proteinu

— tendenci byt
nabity neutralné pfri fyziol. pH

Nevstupuji do hydratacni
obalky proteinu

Perturbing
ions
@ @ Compatible solutes

(e.g., proline)

Disrupted protein (Fewer
ordered H>O molecules
bound to protein, entropy high)

Intact protein (Highly ordered
H,O molecules surround protein,
entropy low)




Kompatibilni osmolyty

Zustavaji v cytoplazmé

Schopnost cytoplazmy dosahnout osmotické rovnovahy s vakuolou

Salt-stressed spinach leaf cell

Kompatibilni osmolyty se
akumuluji i v jinych

/ Glycine betaine < 1 mM \\\ ( ) Organela"Ch, pOdIe

potreby

f CI” < 150 mM
[ | Na*=200mM

‘ \ |\ K'=150 mM Glycine betaine = 300 mM \ \
\ Orgaruc acids =100 mM /' ClI” <50 mM

¥ Na'<50mM
K =120 mM

O1g1mc acids =60 mM / Existence p‘fenaéeéﬁ a
transportéru

Vaenole T Cytosal (napf. transportéry prolinu)




Ochranna funkce kompatibilnich osmolytu -

Primé dikazy osmoprotekce u bakterii.

Rostliny — transgenni rostliny syntetizujici vysokou hladinu glycin betainu
se vyznacuji zvySenou toleranci k abiotickym stresiim

- Glycin betain chrani Rubisco enzym pred inaktivacemi solemi a tak
pred destabilizaci komplexu fotosystemu |l

- Antioxidacni aktivity — likvidace OH- sorbitolem, manitolem, prolinem




c) Vliv vodniho deficitu a zasoleni na membranovy
transport

Sucho, zasoleni Aklimatizace k nizkému vodnimu potencialu

Toxicky efekt ionti — Na*

Regulace koncentrace, slozeni a distribuce iont

Prenasece, pumpy, kanaly

Mishra G et al. (2024) Planta 260: 125

Review o funkci membranového transportu pri abiotickém stresu




Vysoka koncentrace NaCl Pasivni transport Na* do bunék
Obrana bunky proti akumulaci Na* Akumulace Na* v bunce

Prednostni transport K* do bunky.

pri vysokych externich konc. Na*
je kanal pro K* je blokovan =>
prednostni transport Na* do burnky

Transport Na* z cytozolu ven mimo
bunku (Na*/H* antiport)

Vacuole

-5 ' Transport Na* z cytozolu do vakuoly
(tonopastovy antiport Na*/H*)

Nutnost elektrochem. potencialu

H*-ATPazy, H*-pyrofosfataza
Overexprese antiportu Na*/H* v Arabidopsis umoznuje rust

pfi 200 mM NaCl (1/2 koncentrace soli morské vody)




Lipidova dvouvrstva — hydrofobni charakter bariéra pro volny pohyb H,O

Syntéza a aktivita aquaporint (vodni kanaly)

Vodni deficit Indukce exprese aquaporinu Rd28 (Arabidopsis MIP) na PM

Transkripce koreluje se zménami turgoru v listech rostlin pfi stresu 400 mM NaCl

Control Stressed
Hours

after

Mechanismy regulace aktivity aquaporinu: PR, s AR B B

fosforylace aquaporinu (a-TIP) wips 0 - -

Zvyseni aktivity aquaporini = permeability
membrény pro HZO Mips Bl bl B0 e

Vajicka Xenopus — vyzkum aquaporint




Gautam A and Pandey AK (2021) Botanical Review 87: 467-495

Funkce aquaporinu v bunéénych kompartmentech a jejich zapojeni v toleranci
k abiotickym stresiim

H2O

&

&% g H2O2

Boric acid,

e

H202

NADPH
OXIDASE

rl

oa® 2
e H2S = |i Urea
!‘I PIP

LR NIP
L

H20, Urea
e s

/ \ NO biosynthesis

Mitogen activated protein
kinases (MAPK)

|

Transcripiion factors, (AREB. l
DREB. ABRE. MYB) Induction of K+
uptake and Na+
cell extrusion

Accumulation of
osmoprofectant

Stress -related gene
CXPrEssion

Increased level of HSP, increased

e tolerance
antioxidants, enhance the

expression of aquaporins

Abiotic slre:w tolerance

Inereases salinity

Sugar
Biosynthesis,
Polyamine
biosynthesis

Endoplasmic
Reticulum
Increases drought
tolerance

I ﬁuric acid
XIP




d) Geny indukované suchem

Nedostatek vody indukuje expresi genu, jejichz produkty minimalizuji negativni ucinky stresu

proteiny ( ate mbryogenesis “bundant) — poprvé identifikovany v semenech
béhem vysuseni

LEA jsou exprimovany ve vegetativnich pletivech vystavenych stresu.
Overexprese koreluje s rezistenci k vodnimu stresu

LEA proteiny: - hydrofilni charakter => lokalizace v cytoplazme
— bohaté na alanin a glycin, chybi cystein a tryptofan

— dulezitost tkvi v jejich mnozstvi a zplsobu exprese

5 zakladnich skupin LEA protein

J

Y
Transgenni linie ryze
overexprimujici HVA1
protein (LEA protein
3. skupiny) béhem zasoleni




— alkalicky protein objeven v bunééné kulture tabaku vystavené stresu
428 mM NaCl

- spojeny primarné s patogenezi (PR - protein related) - antifungalni aktivita - inhibuje
rist houbovych spor

- transkripce indukovana mnoha faktory: ABA, etylén, auxin, infekce virem tab. mozaiky,
zasoleni, nedostatek vody, chlad, UV zareni, poranéni, houbova infekce

. Houbovy toxin produkovany houbou

Nucleus

Plapma membrane . Naru$eni membrany
. Unik nutriénich latek, které houba vyuziva
. Rostlinna burika ztraci turgor
. Akumulace osmotinu

Fungal . Ot . A8 .
byt N v . Osmotin se vaze na houbovy receptor

. Osmotin usnadnuje tvorbu péru v membrané
houby, membrana se stava permeabilni, vede k
inhibici ristu houby

. Uvolnéné ionty K* omezuji efekt osmotinu

— kéduiji protein fosfatazy, zapojené v prenosu ABA signalu




Uloha hormonti v reakcich rostlin k suchu a zasoleni

Waadt R et al. (2022) Nature Reviews Molecular Cell Biology 23: 680-694

Kyselina abscisova (ABA) — hladina ABA se zvySuje pri vodnim stresu => zavirani
priuduchu, inhibice ristu nadzemni ¢asti rostliny, indukce ristu korent; indukuje
expresi gentl zapojenych v toleranci k suchu a zasoleni.

Mutant (deficit v ABA) je extrémneé citlivy k suchu. Ma neustale oteviené
priaduchy => zvadly fenotyp i pri mirném nedostatku vody; po aplikaci ABA dochazi
k obnoveni tolerance mutanta k suchu a soucasné k expresi genu:

- LEA proteiny — skupina2 a
- lipid transfer protein

- izotyp histonu H1
- ABI1, ABI2 - 2C protein fosfatazy

Exprese téchto gent je spojena se zvySenou toleranci k suchu.




ABA uzavira pruduchy (stomata) v zavislosti na vodnim stresu

During water stress, the
. slightly alkaline xylem sap
Acidic xylem sap favors favors the dissociation of
uptake of the undisso- ABAH to ABA™.
ciated form of ABA
(ABAH) by the
mesophyll cells.

=0 v O
cells ' I ater stress
K i Y ABA N pH 7.2

Lower
epidermis

Guard cell Because ABA™ does not easily
pass through membranes, under
conditions of water stress, more
ABA reaches guard cells.

Zavodnéné rostliny: pH xylémového roztoku se pohybuje kolem 6.3 => pohlcovani ABA
mezofylovymi bunkami, protoze ABA se nachazi v nedisociované (protonované) podobé ABAH.

Vodni stres: pH xylémového roztoku roste na 7.2 => stresem indukovana alkalizace apoplastu
upfednostiiuje tvorbu disociované formy ABA, ABA". Dehydratace souéasné vede k okyseleni

cytozolu => ABA™ se dostava do mezofylovych bunék Spatné => vice ABA™ se dostava ke svéracim
bunkam, kde se vaze na membranovy receptor.




Novy koncept — ABA je syntetizovana v listech

Komunikace mezi korenem a stonkem béhem dehydratace je zprostredkovana
peptidem CLE25 a LRR receptor-like kinazami BAM1 a BAM3

BAMI1 BAM3
v ®
.

”’r_il —

NCED3
e
Carotenoid ABA
precursor precursor
molecule ¢

ABA
Stomatal Adaptation

closure to drought
conditions

Soil dehydration leads to
CLE25 activation in the roots

CLE25 - peptidy ze skupiny CLE (CLAVATA3, TDIF)

BAM1, BAM3 - receptory rozpoznavajici peptidy CLE
Takahashi F et al. (2018) Nature 556: 235-238 hoy ’ e

Christmann A and Grill E (2018) Nature 556: 178-179 NCED3 - 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase

Katalyzuje syntézu xantoxinu (z cis-neoxanthinu)
béhem abiotického stresu




McLachlan DH et al. (2018) Molecular Cell 70:

NCED3

~
- Stomatal
closure

C CLE25 perception

991-992

Stomatal pore
closure

¢ ABA
\ accumulation

Moves from
root to shoot B Leaftissue

\ CLE25
J transport
/ X
e
Dehydration
stress

A Roottissue




Auxiny — transkrip€éni represory Aux/IAA jsou nutné k toleranci rostlin k abiotickym
stresim. Pri plusobeni abiotickych strest transkripéni faktory DREB/CBF pifimo
stimuluji transkripci genti IAAS a IAA19; ABA blokuje tvorbu auxinu.

Update 2019 DREB2A/B =Y

Salehin M et al. (2019) Nature AAS/8/19

Communications10: art. no. '

4021 Water stress J-
WRKY63

1

MYB28/29

1

GLS GLS
Myrosinase

Peroxidase

Jing H et al. (2023) J Exp Botany 74: 7000-7014

Review o uloze auxinu v toleranci rostlin k abiotickym stresim.

DREB - transkripéni faktory
Dehydration Responsive Element
Binding factors)

WRKY - transkripéni faktory
s typickym motivem WRKYGQK

MYB - transkripéni faktory
(Avian MYeloBlastosis virus)

GLS - Glukosinolaty,
sekundarni metabolity - chrani
rostlinu pred bylozravci

a patogeny

Myrosinase — enzymy glycosid
hydrolazy - chrani rostliny pred
bylozravci

ITC - isothiocyanaty




Cytokininy (CKs) — exprese gentl zapojenych v syntéze CKs se pri suchu a zasoleni
shizuje

Snizena hladina CKs v korenech => zvyseni velikosti korenového systému =>
=> zvySena schopnost absorbovat H,0

CYTOKININ RESPONSE FACTORS (CRFs) — transkrip¢ni faktory patrici do skupiny
proteiniit APETALA2/ETHYLENE RESPONSE FACTOR (AP2/ERF) — hraji dulezitou
ulohu v reakcich rostlin k abiotickym strestiim

CK, salt responsive -Ilf- CRF AP2/ERF %
@ domain domain =

Cold, freeze responsive

Aaron Rashotte (Auburn University, AL, USA)

CK, responsive  _ prednaska Holice 17.9. 2019

2016 — zvysena hladina CKs => tolerance k zasoleni a suchu: CKs udrzuji expresi
genu spojenych s ristem a metabolizmem, gent, jejichz exprese se jinak
typicky pri stresu snizuje (transgenni rostliny).




Kyselina jasmonova (JA)

Standartni podminky: JAZ proteiny
potlacuji proteiny a TF, které kontroluji
fadu aspektu reakci k abiotickym strestiim
modulovanych JA, jako je zasoleni
(prostrednictvim RSS3), chlad (ICE TFs), a
tolerance k suchu (MYC and JAM TFs), ale
také prechod na kveteni (AP2-type TOE
TFs a FT).

Vazba JA: Po vazbé k receptorovému
komplexu COI1-JAZ, jasmonaty ((+)-7-JA-
L-lle) nebo COR (coronatin) spousti COI1-
zprostredkovanou degradaci represoru
JAZ. Tim se uvolni TFs, které nastartuji
transkripéni zmény indukované JA.

TOE1/2|(RSS3/ ICE JAM
J_ TIC MED25
FT

Flowering Salt stress Freezing Circadian
ON (rice) tolerance rythm Drought stress

Goossens J et al. (2016) Plant Mol Biol 91: 673-689




Objevena nova strategie obrany rostlin proti suchu

Za sucha rostliny spousti metabolickou preménu glykolyzy na syntézu acetatu,
ktery stimuluje signalizaci kyseliny jasmonové (JA).

Drought
Glycolysis

TCA |
PDC1 = pyruvat dekarboxylaza T x— L”W\

PDC1 ))
X * Acetaldehyde )
X/ ALDH2B7 1~
/ Acetate ‘ )

Histone /
acetylatlon

COH mediated
JA signalling network

HDA6
ALDH2B7 = acetaldehyd
dehydrogenaza

Plant drought tolerance

Kim J-M J et al. (2017) Nature Plants 3:




Komplexni zapojeni hormonu v toleranci rostlin k zasoleni

Yu Z et al. (2020) TIPS 25: 1117-1130

Salt stress adaptation and plant growth
m== RBlack line represents the germination stage
== Red line represents the regulatory relationship between hormones
== Rlue line represents the hormone signaling in salt resistance




e) Chladovy stres
Chlad = teplota priliS nizka pro normalni rast a prilis vysoka pro vznik ledu
Tropické a subtropické rostliny — citlivé k chladu

Zemeédeélské plodiny citlivé k chladu: kukufrice, fazole, rajce, ryze

25-35°C : 10-15°C :

(.\ Chladové poskozeni:

- zpomalen rust

- odbarveni listl

- vyskyt poranéni




Druhy citlivé k chladu ukazuji variabilitu v reakcich k chladu

Tolerance rostlin k chladu se zvySuje €astym vystavenim rostliny chladnému
(neletalnimu) prostredi

Rostliny z vysSich nadmorskych vysek Iépe aklimatizované na chladovy stres

Arabidopsis

(o]
o

f\geﬁs Ttr_c;md\,f -+ Teplota +1 a2 +5°C po dobu 1 az 5 dnui
Ign altituaes

(o))
o

Schopnost prezit teploty -8 az -12°C

Mechanizmus aklimatizace
intenzivné studovan

"y
o
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M »n
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€3 40
(o) e
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=
L
U oo
O
| -
)
2

_ . Modelova rostlina pro studium
Altitude of origin (km) aklimatizacobie e

PLANT PHYSIOLOGY , Third Edition, Figure 25.13 © 2002 Sinauer Associates, Inc.




Chladovy Sok — nahlé vystaveni rostlin teplotam kolem 0 °C; zvySuje riziko
poskozeni

Mrazové poskozeni — nastava pri teploté nizsi nez 0 °C

Nizka teplota vznik ledu v intercelularnim prostoru

Vodni deficit H,O se pohybuje z buriky ven k ledu

Rostliny tolerantni k mrazu:

- tvorba intercelularniho ledu => netvori
se krystaly v cytoplazmé

| Freezing +
i
temperature |-\ - A

- akumulace antifreezing proteint v
apoplastu => zpomaleni tvorby ledu

Cell wall Plasma Ice formation
membrane in cell wall

Procesy v prubéhu tolerance k mrazu: - stabilizace membrany
- akumulace cukr, dalSich osmolyta a antifreezing proteint

- zmény v expresi genu




Mrazové poskozeni:

- posSkozeni lista

- inhibice fotosyntézy Ztrata funkce
plazma membrany,

g : > tonoplastu,
s iicopirace membrany chloroplastti

- inhibice syntézy proteint a mitochondrii
- zvySena degradace existujicich proteini __/

- nizsi translokace karbohydratu

Unik roztokti z bunék

Proc jsou funkce membran poskozeny chladem?

Dehydratace




Plazmaticka membrana — lipidova dvojvrstva, obsahujici proteiny a steroly

Fyzikalni vlastnosti lipidi ovliviuji aktivitu integralnich proteina, véetné H*-ATPazy,

prenasecu, kanalu

Plasma
membrane

Cell Wall\._ )
|

Carbohydrates

Outside 3 /\

of cell :

region

Hydrophobic
region

Hydrophilic—
region
Cytoplasm

Integral Peripheral
protein  protein

PLANT PHYSIOLOGY , Third Edition, Figure 1.5 (Part 1) © 2002 Sinauer Associates, Inc

Chladovy stres

Snizuje se fluidita membrany

Spatna funkce proteint




Membranoveé lipidy rostlin rezistentnich k chladu — vyssi podil nenasycenych
mastnych kyselin (dvojna vazba => membrana je tekutéjsi => tuhne pfri nizsi
teploté ve srovnani s membranami s vy§Sim podilem nasycenych mastnych kyselin)

TABLE 25.5
Fatty acid composition of mitochondria isolated from chilling-resistant and chilling-sensitive species

- Percent weight of total fatty acid content
@Iing-resista nt spe@ Chilling-sensitive species
Major fatty acids® Cauliflower bud  Turnip root  Peashoot Beanshoot Sweetpotato Maize shoot
Palmitic (16:0) 215 19.0 12,8 24.0 24.9 28.3

Stearic (18:0) 1.9 1.1 2.9 2.2 2.6 1.6
Oleic (18:0) 7.0 122 3.1 3.8 0.6 4.6

Linoleic (18:2 16.4 20.6 61.9 43.6 50.8 54.6
Linolenic((18:3) (32) 23 106 6.8
Ratio of unsaturated to

saturated fatty acids 3.2 3.9 3.8 2.8 1.7 21

¢ Shown in parentheses are the number of carbon atoms in the fatty acid chain and the number of double bonds.
Source: After Lyons et al. 1964.

PLANT PHYSIOLOGY, Third Edition, Table 25.5 © 2002 Sinauer Associates, Inc




Aklimatizace

Aktivita desaturacnich T
enzymu

Mnozstvi
nenasycenych T
kyselin

Bod tuhnuti lipidu 1

Tekutost membrany T

Dulezitost membranovych lipidu:

Transgenni rostliny Arabidopsis obsahujici
gen z E. coli, ktery zvysSuje podil nasycenych
kyselin

Transgenni rostliny

citlivéjsi k chladu

Arabidopsis mutant fab7 ma zvySenou hladinu
nasycenych kyselin

Zniceni chloroplastu
pFi nizSi teploté




Schopnost tolerovat mraz se lisi v riznych pletivech.

Dehydratovana pletiva (semena, spory hub) — velice odolné (i —273 °C)

Hydratované vegetativni bunky — citlivé; mohou vsSak prezit pri rychlém

zmrazeni

Rychlé zmrazeni

Tvorba malych
krystalu

Neschopnost
mechanického
poskozeni bunky

Pfirozené podminky — pomalé zmrazovani; led se tvori
v intercelularnich prostorach a v xylému, kde nedojde
k poskozeni bunék.

Dlouhotrvajici mraz — rust intercelularnich krystalt vede
k od¢erpavani vody z bunék => dehydratace protoplastu
=> smrt bunék.




Geny indukované chladem u ke geniim
nalezenym u

Rostliny a zivo¢ichové — podobny mechanismus omezeni rustu krystalt

Cukry — kryoprotektivni efekt — stabilizuji proteiny a membrany béhem dehydratace
indukované nizkou teplotou (kapusta — kryoprotektivni glykoproteiny).

Vice cukru => vétsi tolerance k mrazu — rozpustné cukry se akumuluji v bunééné
sténé, kde omezuji rast krystalt ledu.

Prolin — akumulace az po vyvinuti tolerance k mrazu => nejsou primarni
determinanty

Arabidopsis mutant eskimo1 — tolerantni k mrazu, overexprimuje cukry a prolin

Néktefi mutanti akumuluji cukr, ale nejsou tolerantni k mrazu

Pouha akumulace cukru neni dostate¢na k vytvoreni tolerance k mrazu




Deep supercooling (hluboké podchlazeni) — mechanismus aklimatizace
k mrazu — zabranéni (potlac¢eni) tvorby ledovych krystalti zmrazenim
hluboko pod bod mrazu (pod -35 °C).

Stromy v Rocky Mountains, Colorado — borovice, jedle
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Rostlinny hormon ABA navozuje rezistenci rostlin k mrazu.

ABA indukuje zmény ve skladbé proteinu. Indukuje syntézu protein,
casto shodnych s proteiny indukovanymi chladem.

Analyza genu indukovanych ABA ¢i chladem

Proteiny homologni s LEA proteiny indukované rovnéez
osmotickym stresem.




Hladina ABA v pletivech rostlin a citlivost k ABA je spojena s toleranci
rostlin k mrazu (ozima psenice, zito, Spenat, Arabidopsis)

Mutant abi1 (ABA insensitive) — necitlivy k ABA
Mutant aba7 (ABA deficient) — nizka hladina ABA

Nejsou schopny aklimatizovat se k mrazu

Ne vsechny geny indukované chladem jsou indukované ABA

Exprese genu indukovanych ABA neni kriticka pro zalozeni
tolerance k mrazu

Lim CW and Lee SC (2020) Frontiers in Plant Science 11, Art. no: 587620

Chladovy stres prostiednictvim ABA a ABA receptoru PYL11 zpusobuje zpomaleni kliceni semen
Arabidopsis, ale indukuje zavirani priuduchtl nezavisle na ABA.




Tolerance k mrazu je indukovana nizkymi teplotami pusobicimi na rostlinu
po urcitou dobu (brambory ~ 15 dnu)

Schopnost rostlin prezivat extrémné nahlé vykyvy teplot (JZ USA:
California, Arizona, Nevada, Utah, New Mexico, Colorado; ve dne teplo,
v noci pod bod mrazu)

* NEVADA %;
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Od poloviny 80. let Identifikovano mnoho gent indukovanych nizkou
teplotou

Geny indukovany chladem:

- Geny kodujici proteiny s vlastnosti chaperones; jsou indukovany
I tepelnym stresem

- Geny kédujici THP — thermal hysteresis proteins — davaji vodnym
roztokim vlastnosti termalni hystereze = prechod z faze kapalné
na pevnou je indukovan nizsi teplotou nez je teplota potrebna
k prechodu pevné faze na fazi tekutou; patri k antifreezing proteiniim
— zabranuji tvorbé krystalt




- Transkripcni faktory regulujici expresi gentl indukovanych chladem

~ 100 genu indukovanych chladovym stresem; jejich exprese je aktivovana
transkrip€nimi faktory CBF (C-repeat Binding Factors) (DREB — Dehydration
Responsive Element Binding factors)

CBF1 obsahuje 60ti aminokys. DNA-binding doménu; konstitutivni exprese CBF1 => zvySena
exprese COR (COIld Regulated, COIld Responsive ) transkripti => tolerance k mrazu

CBF1/ DREB1b

CBF2/ DREB1c
CBF3/ DREB1a

COR

V

Promotor — element typicky pro geny regulované chladovym

a osmotickym stresem

— kontrolovan transkripénimi faktory ICE (Inducer of CBF Expression)

Xie H et al. (2019) Plant Cell Physiol 60: 152-165  Regulace transkripce CBF gent vlivem
metylace ICE vede k rozmanitosti tolerance

rostlin k chladovému stresu.




Fine-tuning (jemna regulace) CBF signalizace pri chladovém stresu

CRPK1 = Cold-Responsive Protein
Kinase 1 (plazmaticka membrana)

CRPK1-14-3-3 systém zajist'uje jemnou
regulaci odezvy k chladovém stresu

Cold stress

Plasma membrane

Cytoplasm

CRPK1
e

143307 14-3-3®

Nucleus l

®

14-3-3 E3?

CBFs
socorose ™ CBENS --> CBE1/3

\

CBFs
WRLCEOLY

|

Cold-stress responses

CORs

Liu Z et al. (2017) Molecular Cell 66: 117-128




Nejnovéjsi model chladové signalizace

Wang L et al. (2020) J Exp Botany 71: 36 - 48

Ca®*/CaMm

Cytoplasm

0% — superoxidovy aniont

MTs - mikrotubuly OST1

abi2 — protein abscisic acid

Ca?*/CaM - calcium/calmodulin : s
insensitive 2

COLD1 - transmembranovy protein

Chilling tOLerance Divergence 1/ EGR2 - protein clade-E

Growth-Regulating 2

RGA - Ga-protein
( Nucleus p O \ OST1 - protein Open Stomata 1

PLD - fosfolipaza

: o CBF COR ICE1 — Inducer of CBF
PA - kyselina fosfatidova N < i) AP Lr.,/ Expression 1
X Uss U
Rboh - Respiratory burst oxidase ~—— - CBF - Cold Box Factor
homologue (NADPH oxidaza) ‘

H,0, — peroxid vodiku w CORs - COId Response genes




Wang X et al. (2019) Developmental Cell 51: 1-14

Regulace chladové tolerance vlivem OST1

1

PUB25/26

CBFs

MYB15
ADPADCDANK

Cold stress

g

.

PUB25/26

Degradation L] CBFs

ICE1
HADAHADDADK

A I

. ]
""?’w-akfng--f I i
e ! r =

-..-J- -

PUB25, PUB26 — U-Box E3 ligazy

OST1 fosforysluje PUB25/26

PUB25/26 — aktivované fosforylaci
stimuluji degradaci MYB15

MYB15 (myeloblastosis) -
transkripéni faktor = klicovy
negativni regulator exprese Cold
Box Faktoru CBF




Identifikace prvniho povrchového receptoru H,0, - HPCA1

Disulfide

Ca”* channel
protein

Apoplast

Membrane

Kinase Kinase

Cytoplasm activity l

Signalling
pathways

H,O, oxiduje thiolové skupiny (-SH) na cysteinovych
reziduich, vytvari kyselinu sulfenovou (SOH) a disulfidové
vazby. Tato oxidace spousti konformacni zménu apoplastové
Casti proteinu a spousti kinazovou aktivitu intracelularni
domény. To vede neznamymi mechanismy k otevieni Ca?*
kanali a transportu Ca?* do buriky. Dochazi ke spusténi
signalnich drah.

HPCA1 - Hydrogen-Peroxide-
induced Ca?* - transmembranovy
protein

Wu F et al. (2020) Nature 578: 577-581

Thiolova skupi
Foyer CH F (2020) Nature 578: 518-519 lolova sidpina




Mechanismy tolerance rostlin k chladu zapojujici gibereliny

> GA2-oxidaza

|

Gibereliny GRF5 = Growth Regulating Factor 5
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Shahan R (2020) Plant Cell 32: 797-798
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Uloha brasinosteroidti v reakcich rostlin k chladovému stresu

J‘ Eremina M et al. (2016) PNAS
ASKs » (BIN2) 113: 5982-5991
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—
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freezing tolerance

Chladovy stress stimuluje BR signalizaci a tim indukuje defosforylaci a SUMOylaci proteint
CES a aktivuje CBF-zavislou a CBF-nezavislou cestu regulace genii COR (COId Responsive).
Nasledkem aktivace signalni drahy BRs je syntéza BRs zpétnou vazbou potlaéena, a to
regulaci aktivatori (CES) a represora (BZR1) transkripce genu zapojenych v biosyntéze BRs.




