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f) Tepelny stres a tepelny sok

Pletiva se liSi ve schopnosti tolerovat
teploty: TABLE 25.3
Heat-killing temperatures for plants

L . ; Heat-killing
Aktivneé rostouci a hydratovana temperature Time of

pletiva vy$sich rostlin: do 45 °C fheny 0 R Epesare )
Nicotiana rustica (wild tobacco) 49-51 10 min
Cucurbita pepo (squash) 49-51 10 min
Pylové zrna: do 75 °C Zea mays (corn) 49-51 10 min
Brassica napus (rape) 49-51 10 min
Citrus aurantium (sour orange) 50.5 15-30 min
Sucha semena: do 120 °C Lpung Eaa o
Sempervivum arachnoideum 57-61
(succulent)
Potato leaves 42.5
Pine and spruce seedlings 54-55

Termotolerance — tolerance k vy$sim Medicago seeds (alfalfa) 120

. . , . Grape (ripe fruit) 63
teplotam indukovana opakovanym Tormate Bt 45

vystavenim rostliny subletalnim Red pine pollen 70

teplotam Various mosses
Hydrated 42-51
Dehydrated 85-110

Source: After Table 11.2 in Levitt 1980.
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Tepelny sok — vysoka teplota listu a vodni deficit

Vysoka relativni
vihkost

Zavirani Zvyseni

stomat teploty listu Tepelny Sok

Potlac¢eni rustu

Smrt rostliny

—  \/odni deficit




Fotosyntéza a respirace jsou inhibovany pfri vysokych teplotach

Fotosyntéza klesa pred respiraci

Fotosyntéza — fixace CO,

Respirace — uvolnovani CO,
Teplotni kompenzacéni bod:
Teplota, pri které je mnozstvi

CO, fixovano fotosyntézou rovno
mnozstvi CO, uvolnéného respiraci

Teplota > kompenzacni bod

Pokles C v rostliné

C pro respiraci bran z rezerv

Ztrata sladkosti plodu

CO, uptake
(percent of unheated control)

CO, evolution

Conductivity change
(percent/min)
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Aklimatizace k teplotnimu stresu syntéza novych proteinu

Vystaveni vysokym, ale neletalnim teplotam nékolik hodin pred teplotnim
stresem

Schopnost prezit letalni teploty

Aklimatizace rostlin
soji

28°C 40°C =>45°C  28°C => 45°C




Tidestromia
oblongifolia

California

Atriplex ~ 75 % normalniho ristu

Tidestromia ~ Spatny rust

Atriplex ~ rist zastaven

Tidestromia ~ maximalni rust

Rostliny adaptované k nizkym teplotam se aklimatizuiji
Spatné na vysoké teploty




Tepelny stres snizuje stabilitu membrany

Velka tekutost membrany koreluje se ztratou fyziologickych funkci

v
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Naruseni stability membrany

Naruseni aktivity elektronovych
prenaseclt a enzym

Inhibice fotosyntézy a respirace

Fotosyntéza — zvlasteé citliva k vysokym teplotam

Teplota denaturace enzymi > Teplota inhibice fotosyntézy

V rannych fazich je inhibice fotosyntézy zpusobena
destabilizaci membrany, ne denaturaci proteint




V prirozenych podminkach se rostliny chrani pred nadmeérnym
slune€nim zarenim:

- Tvorba trichom

- Vytvareni voskové vrstvy

- Rolovani listu

- Vertikalni rast listu

- Rist malych lista

Listovy dimorfismus: Encelia farinosa




Heat — Shock Proteins (HSP)

Zvyseni teploty o 5 — 10°C

Zvysena produkce

normalnich protein( 4+ Produkce HSP

Funkce chaperone

Vizualizace produkce HSP sgji
na 2D gelu

Inkubace rostlin v pritomnosti
3H-leucinu pfi 28 a 40°C

3 hod

Extrakce proteinu

2D gel




Chaperone - protein, pomahajici jinym proteinim pred nezadoucim
stoCenim, které vede ke vzniku neaktivnich polypeptidii

b PATHWAY OFF-PATHWAY IRRETRIEVABLE
FOLDING FOLDING ACCIDENTS

|
Nové syntetizovany protein se okamzité
staci do ,,zhavé globule®. Nasledné staceni
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koriguji Spatné staceni proteinu.
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Figure &-82. Modecular Biology of the Call, 4th Edition




HSP - objeveny u Drosophila; identifikovany v dalSich organismech,
vcetne Clovéka a rostlin

Komplementaéni studie mutanti: Mutant kvasinky s deleci v HSP104 => ztrata termotolerance

Komplementace zdravym Arabidopsis genem HSP100

40 °C :

Termotolerance kvasinky

- Tvorba HSP (30 — 50 typii)

(nova mRNA detekovana po 3-5 minutach)

Degradace stavajicich proteinu

HSP se tvori i pfi postupném zvysovani teploty — v prirodé
HSP byly nalezeny i v nestresovanych rostlinach
Nékteré nezbytné proteiny jsou homologni s HSP




Typy HSP: 15— 104 kDa

TABLE 25.4
The five classes of heat shock proteins found in plants

HSP class Size (kDa) Examples (Arabidopsis / prokaryotic) Cellular location

HSP100 100-114 AtHSP101 / ClpB, ClpA/C Cytosol, mitochondria,
chloroplasts

HSP90 80-94 AtHSP90 / HtpG Cytosol, endoplasmic
reticulum

HSP70 69-71 AtHSP70 / DnaK Cytosol/nucleus, mitochondria,
chloroplasts

HSP60 57-60 AtTCP-1/ GroEL, GroES Mitochondria, chloroplasts

smHSP 15-30 Various AtHSP22, AtHSP20, Cytosol, mitochondria, chloroplasts,
AtHSP18.2, AtHSP17.6 / IBPA/B endoplasmic reticulum

Source: After Boston et al. 1996.
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HSP 60, 70, 90, 100 — funguiji jako chaperons, ATP-zavisla stabilizace a staceni
molekul

HSP 90 — spojeny s hormonalnimi receptory v zivociSnych bunkach




Vyssi rostliny: smHSP, 15 — 30 kDa, 5 — 6 typu; cytozol, chloroplast,
ER, mitochondrie — funkce neni znama

Nekteré HSP jsou indukovany jinymi stresy Ci faktory:

- Vodni deficit a

- Hormon ABA

o > Buiiky ziskavaji cross-ochranu
- Nizké teploty

- Zasoleni
Pr. Plody rajéete vystaveny 30 °C,
48 hod akumuluji HSP ziskavaji
toleranci vici chladovému stresu.




VSechny bunky obsahuji molekularni chaperones, konstitutivhé exprimovany
a funguijici jako HSP = heat-shock cognate proteins (proteiny pribuzné k HSP).

Mnozstvi téechto HSP se dramaticky zvysuje pfri tepelném Soku; translace jinych
proteinl je snizena ¢i zastavena.

Tento tepelny Sok je zprostredkovan heat-shock factors (HSF) — specifické
transkripcéni faktory

Heat stress

u
%% Heat-shock

elements (HSE)
— specifické
DNA sekvence

[nGaannTTCcnnGAAN] DNA
Heat shock element

Heat shock
protein mRNA

shock
factor Heat shock

proteins
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HSP hraji nezbytnou roli v aklimatizaci k tepelnému soku.

Dukazy:
- Indukce tolerance rostlin k tepelnému stresu koreluje s indukci akumulace HSP.
- Aktivace HSF indukuje konstitutivni syntézu HSP a zvySuje termotoleranci.

- Transgenni rostliny Arabidopsis obsahujici antisence DNA (redukuje HSP70
syntézu) ukazuji redukovanou toleranci k tepelnému Soku

Ztrata schopnosti syntetizovat HSP70 vede
ke ztraté schopnosti termotolerance




Tepelny stres ovliviuje fungovani rady enzymu, které jsou soucasti
metabolickych drah => akumulace metabolittl, redukce jinych metaboliti

Tepelny stres ovliviiuje metabolické reakce, které konzumuji nebo produkuji
protony => vliv na H*-ATPazu

Tepelny stres redukuje aktivitu H*-ATPazy, ktera
pumpuje H* z cytozolu do apoplastu a do vakuol

Apoplast
pH=5/5
Cytosol

acidification

Acidifikace cytozolu GAD

inactive)

!
A

P
i

GAD
DalSi metabolické zmény il

Glutamate GABA
H +CO,

Aklimatizacni mechanismus
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Metabolicka aklimatizace k tepelnému stresu — akumulace GABA
(y-aminobutyric acid)

GABA - ,,nepotrebna aminokyselina“; syntetizuje se z aminokyseliny L-glutamatu pomoci
enzymu glutamat dekarboxylazy (GAD).

GAD - aktivita je modulovana kalmodulinem (calmodulin, Ca?* receptor)

Apoplast
pH 5.5

Cytosol
acidification

Tepelny stres

GAD
inactive)

Ca%*v cytozquT

Aktivace GAD o

Glutamate GABA
+H* +CO,

Akumulace GABA, 6-10x

Funkce GABA ??

PLANT PHYSIOLOGY , Third Edition, Figure 25.12 © 2002 Sinauer Associates, Inc




g) Kyslikovy deficit (anoxia)

Pro aerobni respiraci rostlina prijima kyslik predevsim z pudy. Kyslik
se v pudeé vyskytuje az do hloubky nékolika metru.

Pri zatopeni jsou vzduchové pory v pudé zaplnény vodou => nedostatek
kysliku, predevsim pri vyssi teploté, kdyz je potreba kysliku velka.

Anoxie vede k redukci rustu rostlin a vaznym skodam v zemeédélstvi

- rostliny citlivé k anoxii - hrach
- rostliny rezistentni k anoxii — ryze — adaptované prijimat kyslik nahradni cestou




Rozvoj anaerobnich organismu v pudé pri anoxii

Energie: NO;-
NO;

Anaerobni organismy produkuji bakterialni metabolity — kys. octova,
kyselina maselna

- inhibice rastu rostlin
- zapach zatopené pudy




Kriticky kyslikovy tlak — COP (critical oxygen pressure) — tlak kysliku
pri kterém respiracni rychlost je poprvé zpomalena kyslikovym deficitem.

Korenové Spicky — vysoce aktivni => respiracni rychlost vysoka, kyslikovy tlak
vysoky

Starsi zény korene — dospélé vakuolizované bunky => respiracni rychlost nizka,
kyslikovy tlak nizky

Koncentrace O, < COP Stred korene - anoxicky Ci hypoxicky

- zastaveni elektronového transportu
- zastaveni oxidativni forforylace

- zastaveni Krebsova cyklu




Krebsuv cyklus (cyklus kyseliny citronové) — vznik NADH oxidaci acetyl
skupin na CO,; NADH (stejné jako FADH,) — prenase¢ vysokoenergetickych
elektronl a vodiku; energie uchovavana v téchto elektronech je pouzita pro
syntézu ATP v procesu oxidativni fosforylace (pfenos e- na O,, vznik ATP z ADP a P)

Pyruvat I
Y — lr!f.:—t!.' — - E
acetyl CoA
2C

V Krebsové cyklu vznika:
oxaloacetate BC citrate
STEP 1 "\

Oxidativni
dekarboxylace

4C

o STEP2  6C 2 molekuly CO,

*H STEP 8 — [NADH B 3 molekuly NADH
#0: 1 molekula GTP

1 molekula FADH,

STEP 7 5C
STEF 4

4C STEFP6 STEP 5 mﬂ

?\**r"

Figure 13-11 Essential Cell Biclogy, 2/e. (& 2004 Gartand Science)

NET HESULT ONE TURN OF NADH - nicoti [ ine di [
THE CYOLE PRODUCES THREE nicotinamide adenine dinucleotide
NADH, ONE GTP, AND ONE , N .
FADH,, AND RELEASES TWO FADH, — reduced flavin adenine dinucleotide

MOLECULES OF CO;




Pri kyslikovém deficitu nemuze dochazet k prenosu e- na O, => nedochazi k oxidativni
fosforylaci => nevznika ATP. ATP muze vznikat fermentaci (kvasenim) pyruvatu.

Koreny fermentuji pyruvat nejprve

H,0
SUCrose —S————————» Glucose + Fructose pomoci laktat dehydrogenazy (LDH)
- mlééné kvaseni

Fructose

Produkce H* pfi glykolyze vede ke

UDP-qucosew Glucose-1-P Glucose ATP = o . o e
: shizovani pH => LDH prestava
utp

fungovat

Glucose-6-P ¢————> Fructose-6-P

Glycolysis
[NADH | + 2H* . , B . ,
Nizké pH aktivuje pyruvat
— Fymvate dekarboxylazu

L s Reduced Pyruvate decarboxylase
Lactate () Alkoholové kvaseni

dehydrogenase Acetaldehyde
NADH| + H* 2 moly ATP z 1 molu hexézy

Lactate
Alcohol

dehydrogenase NAD

Ethanol Aerobni respirace:
36 mola ATP z 1 molu hexézy
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Alkoholové kvaseni - velka spotieba H* => zvySovani pH Anoxie — nedostatek ATP

Schopnost prezit anoxii Miécné kvaseni




Anoxickeé Ci hypoxické koreny nemaji dostatek energie k podpore
fyziologickych procesu probihajicich ve stonku.

Neschopnost korenti absorbovat mineralni latky a transportovat je do
xylému vede k nedostatku iontt v listech => predcasné starnuti

Hypoxie stimuluje produkci ACC (prekurzor etylénu) v korenech. ACC
putuje do xylému, kde je konvertovan na etylén.

Anoxie indukovana zatopenim stimuluje produkci ABA, ktera je
transportovana do listu a indukuje uzavreni stomat.




Nahradni cesty prijmu kysliku pri anoxii

- v ponorenych ¢astech rostliny endogenni etylén indukuje prodluzovani petiolt
listt => list se dostava nad hladinu => prijem kysliku (podobné ryze)

- vznik aerenchymu — hypoxie v korenech stimuluje tvorbu etylénu. Etylén
zvysuje cytozolickou koncentraci Ca%*, coz indukuje smrt nékterych bunék
v kortexu, jejich oddéleni od sebe a vznik aerenchymu




Signalni draha vnimani anoxie — malo znama

Kyslikovy deficit

Intracelularni Ca?%* T

?

MRNA T

alkohol dehydrogenaza,
sucrose syntaza

Tolerance k anoxii




