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Abstrakt

Rostliny se s nefznivymi podminkami progedi vyrovnavaji iznymi obrannymi
mechanismy. Jednim z nich je akumulace kompatdfilsioluti, mezi €z pati i sacharidy
véetnd cukernych alkohal. Kompatibilni soluty se zapojuji do osmotickéhibzpasobeni
burgk, zhaSeni volnych radikidla mohou chranit makromolekuly a iné membrany diky
simulaci vodniho obalu. Cukerné alkoholy se vyskytu fadé rostlin, kde slouzi jako
primarni produkty fotosyntézy a transportovatelnébom skladovatelné formy uhliku.
Homology enzymi zapojenych do metabolizmu polyolbyly ovSem v posledni déb
nalezeny i drut, které cukerné alkoholy pro uvedené zakladni fenkacharidového
metabolizmu nevyuZivaji, a kde je tedy jejich rolasna. Je znamo, z&které rostliny jsou
schopny pepinat mezi znymi sacharidy @etre cukernych alkohdl) pfi odpowdi na
rozdilné stresy adkteré produkuji polyoly pouze v tité fazi vyvoje. Je proto otazkou
dalSiho studia, zda neobjevime polyoly stresové odpadi i u dalSich rostlin pokud je
vystavime ufitému typu stresu v titém vyvojovém stadiu. Cilem této prace je shrnout
poznatky o Uloze manitolu arqulevsim sorbitolu a jejich zapojeni pdpowdi rostliny na

stres.

Kli ¢ova slova:polyoly, sorbitol, manitol, abioticky stres, kontiéini soluty



Abstract

Plants cope with adverse environmental conditionth vbroad variety of defence
mechanisms. One of them is the accumulation of eiblp solutes, e.g. carbohydrates
including sugar alcohols. The compatible solutes avolved in osmotic adjustment,
scavenging of reactive oxygen species and they matect macromolecules and cell
membranes by simulation of water envelopes. Tharsalgohols appear in a large range of
plants where they serve as primary products of gdyothesis and are involved in long
distance transport of C and energy storage. Home®gof the enzymes of polyol
metabolism, however, have been recently foundialsloe plant species that do not use sugar
alcohols for fulfilling of above mentioned basicnfitions of carbohydrate metabolism and
where their role remains elusive. It is well knotliat some plants are able to switch between
different carbohydrates in response to differerdsstes, and some produce polyols only at a
certain stage of development. It is therefore qoesdf further studies, whether the polyols
cannot be observed in other plants under specifiess conditions and in certain
developmental stages as a part of stress respdhgeaim of this Bachelor thesis is to
summarize knowledge of mannitol and sorbitol rolasd especially their involvement in

plant responses to stress.
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Seznam pouzitych zkratek

ABA kyselina absisova

M-6-PR NADPH-dependentni manndza-6-fosfat reduktaza
MdSOT3 transportér sorbitolu u jablén

MdSOT4 transportér sorbitolu u jablén

MdSOT5 transportér sorbitolu u jablén

MTD NAD-dependentni manitol dehydrogenaza
PcSOT1 transportér sorbitolu u vign

PcSOT2 transportér sorbitolu u vign

S6PDH sorbitol-6-fosfat dehydrogenaza
SA kyselina salicylova
SDH NAD-dependentni sorbitol dehydrogenaza



1. Uvod

Sacharidy jsou jednou ze zakladnich skupin latekstliné. Vznikaji fotosyntézou
z vody a oxidu uhéitého za pomoci sludei energie. V rostlié slouzi nejen jako okamzity
zdroj uhliku a energie, ale i jako zasobaktdré sacharidy jsou vyuZivany jako stavebni
latky, dilezita je také jejich &nst (i stresové odpadi.

Rostliny jsou organismyisedlé a &ko tedy mohou uniknoutied nepiznivymi
podminkami prosedi. Nepiznivé podminky poSkozujici rostliny jsou nazyvéstyesové
faktory. Rostliny vyvinuly @#zné adaptani mechanismy, jak se &uito negiznivymi
podminkami vyrovnat. Jednim &hto mechaniziin je i akumulace kompatibilnich sotut
Kompatibilni soluty jsou nizkomolekularni latky,eké neovliviuji metabolizmus hiky i za
vysoké koncentraceCastym disledkem fisobeni stresovych fakiorie nedostatek vody.
Hromadini kompatibilnich solut v buice mize vést k osmotickémufiippiusobeni, které
umoziuje tok vody do biikky i za nizkého osmotického potencialu okoli, ddehou tyto
latky slouzit jako osmoprotektanty. Cukerné alkgh@ou jedny zdchto latek. Nkteré
rostliny je produkuji vedle sachardzy jako primapmodukt fotosyntézy, ale obsahuji je i
rostliny, kde tomu tak neni. Jejich roli &chto rostlinAch budetrdba objasnit. Ziskané
poznatky by mohly vést mimo jiné, k vytsemi hospodi&ky vyuZzitelnych transgennich
rostlin, které by rdly vysSi odolnost &i negiznivym podminkam progdi pra¢ diky

modifikaci sacharidovéhmetabolizmu a akumulaci cukernych alkahol



2. Cukerné alkoholy

Cukerné alkoholy (polyoly) jsou vysoce hydroxyloga linearni ¢i cyklické
sloweniny. Jsou to derivaty uhlovodiko vysoké rozpustnosti. Skladaji se nejghee Fi
uhlikd nesoucich kazdy OH skupinu. NejjednodusSi polgotgdy glycerol.V cévnatych
rostlinach se vyskytuje 17 cukernych alkahalz toho v krytosemennych rostlinach jich bylo
identifikovano 13 (Loescher a Everard, 1996). Ngj8o se vyskytuji Sestiuhlikaté linearni
cukerné alkoholy manitol, sorbitol a galaktitol. Mdstlinach zastavaji rozmanité funkce.
PredevSim jsou to vedle sachardzy primarni metabolikerného katabolismu. Dale slouZzi
jako transportni formy sachatid Z ekonomického hlediska zvySuji sladkost ovode p
dozravani. A také hraji velmiutezitou roli v toleranci abiotického stresu & papadeni
patogenem (Kanayama, 2009). Zapojuji se do osmétickizptisobeni bugk (Ahmad et al.,
1978), zhaSeni volnych radik&({Smirnoff a Cumbes, 1988, Shen et al., 1997) aamh
membran a makromolekul diky simulaci vodniho obé&Bmirnoff, 1998) Navic tvai
komplexy s bérem a podili se na jehfijjpu a transportu po rostén(Hu et al., 1997,
Bellaloui et al., 1999). Polyolwznikaji redukci monosachatidnebo jejich fosfatovych
estefi. Byly nalezeny u tznych druli rostlin. Uvedu alespp nékteré ¢eled, u jejichz
zastupé se cukerné alkoholy vyskytujRizovité Rosaceaed jitrocelovité Plantaginaceag
obsahuji sorbitolmitikovité (Apiaceae)zase manitol, jesencovi{€elestraceaepalakticol.
Nekteré druhy zceledi krtenikovité (Scrophulariaceae)a zarazovité(Orobanchaceae)

obsahuji dvaiizné polyoly manitol a galaktitol (Loescher a Evdrdr996).

3. Manitol
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Obr. 1: Strukturni vzorec molekuly manitolu



Cukerny alkohol, o kterém existuje nejvice znadjogt manitol. Proto se s nim

s

100 druti cévnatych rostlin. Bkteré z &€chto drulii rostlinjsou uvedeny v tabulcd éb. 1).

celed druh pletivo

Apiaceae Petroselium crispum list, fapik
Apium graveolens list, fapik, koren
Daucus carota
Pastinaca sativa

Arecaceae Cocus nucifera

Brassicaceae Brassica oleraceae

Bromeliaceae Ananas sativus

Buxaceae Buxus sempervirens

Cactaceae Opuntia vulgaris

Combretaceae Laguncularia racemosa

Compositae Lactuca sativa

Cucurbitaceae Citrullus vulgaris pericarp
Cucurbita pepo plod

Euphorbiaceae Manihot utilissima

Fabaceae Phaseolus vulgaris
Pisum spp.
Spartium junceum

Gnetaceae Ephedra distachya

Gramineae Agropyron repens
Andropogon annulatus

Liliaceae Asparagus officinalis

Oleaceae Forestiera acuminata kura, list
Fraxinus americana
Fraxinus excelsior kofen, dfevo
Fraxinus ornus list, kdra
Jasminum nudiflorum
Jasminum officinale list, kdra
Ligustrum vulgare kura, kwet
Olea europaea list, kGra
Syringa vulgaris kofen, stonek

Platanaceae Platanus orientalis

Rosaceae Prunus laurocerasus

Rubiaceae Coffe arabica
Gardenia

Scrophulariaceae |Veronica

Tab. 1. Rostliny obsahujici manitol. Upraveno podle Stebpl. (1996)

Manitol je Sestiuhlikaty linearni cukerny alkohde wtSin¢ cévnatych rostlin je
manitol syntetizovan z manndéza-6-fosfatu piesnictvim NADPH-dependetni mandza-6-
fosfat reduktazy (M-6-PR). Tato reduktaza katalgzagenmenu mandza-6-fosfatu na manitol-

1-fosfat, a nasledndochazi k defosforylaci fosfatdzou. Manitol se tetiauje Fedevsim



v dosglych listech, kde je M-6-PR lokalizovana v cytosolubuikach palishdového a
houbovitého parenchymu a viiké&ch pochev cévnich svazk Utilizace manitolu je
v sinkovych pletivech celé rostliny. \fipadt celeru je manitol fimo oxidovan na mandzu
prostednictvim NAD-dependentni manitol dehydrogenazy INTStoop et al., 1996).

Jako modelové rostlina ke studiu transportu maniygl vybran celer. Na plazmatické
membrag byl nalezen transportér manitolu AgMaTl, jehoZz éDMgMaTl umoznila
kvasince fist na manitolu. Transportér je tem 12 transmembranovymi helixy a je to
symportér H. Pres tonoplast vakuoly se manitotegouva pasivni difuzi (Noiraud et al.,
2001).

Transport floémem

e
- -
-
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& E “
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chloroplast cytosol “  cytosol

Obr. 2: Biosyntéza, transport a katabolismus manitolostliné. Enzymy katalyzujici reakce:
NSP manoza-1-fosfat fosfatazayl6PR manodza-6-fosfat reduktaz&?MI fosfomanodza
isomerazaMTD NAD-dependetni manitol dehydrogenaki hexokinadza. Upraveno podle
Stoop et al., (1996).

Zajimaveé také je, Ze manitol je zapojen do trartspieoru rostlinou. Bér je u mnoha
rostlin imobilni, a tak u &terych pletiv dochézi k jeho nedostatku. Z floééa&avy celeru
byl izolovan manitol-B-manitol komplex usnagici pohyb B po rostli&(Hu et al., 1997).
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Manitol vedle toho, Ze je primarnim produktem &ytotézy, slouzi jako kompatibilni
solut zapojeny do osmotickéhdizpasobeni, a tak zvySuje toleranci rostliny k abiodiciu
stresu. U celeru se uptafe zejména b stresu vyvolaném zasolenim (Stoop et al., 1996).
K akumulaci manitolu v celeru dochazi diky snizekiivity MTD v sinkovych pletivech a
zvySeni aktivity M-6-PR v dospych listech (Stoop a Pharr, 1994). V podminkéattvitro
bylo zjiS€no, Ze v celeru sefiposmotickém stresu manitol akumuluje v pletivedkyd
vyraznému omezeni utilizace manitolu (Vitova et, &002), kdezto v olivovniku je
pozorovana strategie jina, manitol se sice akuraulaje nadale se také vyuziva jako zdroj
uhliku a energie (RejSkova et al., 2007).

Akumulace manitolu za stresovych podminek nebyakvzaznamendna u vSech
druhi, které jej produkuji. Na stejném Uzemi za totobnpodminek prosedi v Severni
Sicilii byl béhem roku analyzovan obsah manitolu v listétff druhi z ¢eledi olivovitych
(Oleaceae) u kterych je manitol hlavni sloZzkou sacharidovépektra v listech. U obou
opadavych strofn jasanu zimné& (Fraxinus ornus)a jasanu Uzkolistého Ffaxinus
angustifolia) obsah manitolu postuprstoupal Bhem sucha s nejvySSi hodnotou na konci
tohoto suchého obdobi, a pakébjlesl. Naproti tomu u stéale zelenych stfomlivovniku
evropského(Olea europia)a jamovce SirokolistéhoPfillyrea media)nebyla pozorovana
souvislost mezi obsahem manitolu a mnoZstvim sréizedplotou. Autdi tedy predpokladaji,
Ze u olivovniku a jamovce nehraje manitol hlavii psi odpowdi téchto druli na horké a
suché podminky léta (Oddo et al., 2002).

Smirnoff a Cumbes (1998) zjistilin vitro, Ze mannitol je &inny zhaseé
hydroxylovych radikdl a chrani enzymyipd posSkozenim. Otazkou bylo, zda je tomu tak i
v podminkéachin vivo. Shen et al. (1997) proto vlozili do tabakNidotiana tabacum)
bakterialni manitol-1-fosfat dehydrogenazu cilenda chloroplastu aminoterminalnim
transitnim peptidem. Transgenni tabak akumulovatitolav chloroplastu a byl fenotypév
identicky s kontrolou. Produkce reaktivnich forerysliku ROS, mezi & pati peroxid
vodiku, superoxid a hydroxylovy radikal, je zaéta v chloroplastu nevyhnutelna. Jsou
tvoreny Mehlerovou reakci ve fotosystému | (Piterkovaak, 2005). Bylo zjis&ino, Ze
piitomnost manitolu v chloroplastu zvySuje odolnositipoxidativnimu stresu vyvolanému
aplikaci herbicidu methylviologenu, ktera vede kodukci hydroxylovych radikdl
Mezofylové buiky transgenni rostliny vykazovaly vyssi fixaci €@eZ buiky kontroly.
Autori navrhuji, Ze vySSi fixace GQ@ transgenni rostlihje mozna diky ochrarenzymi pred
hydroxylovymi radikaly (Shen et al., 1997).
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Jednou z vyhod manitolu oproti sacharéze je,iZelggradaci poskytuje vice energie.
NADH produkované v inicienim kroku katabolismu manitolu, které e byt déle
oxidovano v mitochondriich, fZe poskytnout naviditmolekuly ATP. Po odezmi stresu,
kdyz je akumulovany manitol odbouravan a rostliegystebuje rychle zotavit, ziskava vice
energie nez rostliny bez tohoto kompatibilniho solitoop et al., 1996).

Kvuli shora uvedenym vlastnostem se uvazuje o givbhospodi&ky vyuzitelnych
transgennich rostlin, které by byly odgBi vici abiotickému stresu préwdiky akumulaci
manitolu. Proto Karakas et al. (1997) zkouSeli $gmni tabak s vlozenou manitol-1-fosfat
dehydrogenazou, ktera umim¥ala akumulaci manitolu, vystavit suchu a zasoleni
Fenotypo¥ byly transgenni rostliny asi ¢tvrtinu mensi nez rostliny kontroly. Nicmé&n
béhem solného stresu byla suSina kontrolnich rosttitzena o 44 %, kdezto u transgennich
rostlin snizeni hmotnosti susiny nenastalo. U tak@éumulujiciho manitol bylo pozorovano
osmotické pizpusobeni na rozdil od kontroly, kde osmotickgpisobeni nenastalo. Inositol,
polyol prirozere se vyskytujici u tabdku, se akumuloval u obou tighaku Bhem solného
stresu a u transgenniho tabaku bylo jeho mnozsgtvat vySSi nez mnozstvi manitolAutori
vypceitali, Ze manitol se podili pouze na 30-40 %&@ménosmotického potencialu v cytosolu a
piesto to st& ke zvySeni tolerance k solnému stresu. Napratutoebylo pozorovano zadné
zvySeni tolerance k suchu u transgenni rostlifigi \kontrole. Osmoticky potencial se
znatel® neliSil u obou typ rostlin kthem sucha.

Déle se zd4, Ze regulace hladin manitolu je zayaof odpo¥di rostliny na napadeni
patogenem. Porovnanim databazi se zjistilo, Ze N¥Hbvand z celeru vykazuje zfreou
sekverini podobnost s proteiny ELI3, coZz jsou patogenetiwvosné geny z petrzele a
husendku, které podléhaji odpédi na Utok patogena zprostikované kyselinou salicylovou
(SA). Experimentaléi bylo owteno, Ze aktivita MTD se zvySuje po a®eli bukk SA.
Utilizace manitolu slouzi jako zdroj energie, atpie je manitol antioxidant, jeho odstéan
mozna zvysuje patogenem vyvolané oxidativni vzpiafWilliasom et al., 1995).

Zajimaveé je také vyuZziti manitolu v parazitickyastlinach roduwOrobanche, Striga
Thesium,kde se k BZnym funkcim manitolu j@dpokladaji jest dw¢ dalSi. Vysoky obsah
manitolu v parazitické rostlinmozna usnatlje tok vody od hostitele do parazita. Dale je
paraziticka rostlina schopn&gmenit hostitelské sacharidy v manitol, a tak je clitrdoiied
hostitelem, ktery ho nedokéze metabolizovat (Wsbia et al., 2002).
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4. Sorbitol

Obr. 3: Strukturni vzorec sorbitolu

Sorbitol ( D-glucitol) je Sestiuhlikaty linearnukerny alkohol. Poprvé byl izolovan
v roce 1872 Jean-Baptistou Boussingaultem ze Zrghod: jerdbu Sorbus aucuparia Od
toho je odvozen jeho trivialni nazev. Prvni studigiitomnosti sorbitolu v rostlinach, a to
piedevSim v plodech, byla motivovanaste ekonomicky. Cilem bylo zjistit falSovani
ovocnych vyrobl. Pridanim levigjSiho jablkaci hrusky, které tento polyol obsahovaly, se
v kong&ném vyrobku objevil sorbitol. Dale byl sorbitol a2kman z hlediska vyuziti pro viniti
klasifikaci celedi Rosaceae(Gutiérrez a Gaudillere, 1996). DneSni studie sbywvai
piedevsim zapojenim sorbitolu v odgdv rostliny na stres a jeho moznym vyuZitim

v transgennich rostlinach.

4.1. Rostliny produkujici sorbitol

Sorbitol se vyskytuje fedevSim vceledi izovitych (Rosaceae)v podieledich
tavolnikové Gpiraeoideae)jabloiové (Maloideae) (jabloin, hrusé, miSpule)a slivaiové
(Prunoideae)(tieSai, Svestka, metika, broskvd). Dale jej nalezneme weledi jitrocelovité
(Plantaginaceae)jitrocel). U obou pgedeSle zminych ¢eledi je sorbitol vedle sachardzy
primarnim produktem fotosyntézy a je floémem traksVan do sink. Pritomnost sorbitolu
byla objevena je&tu datlovniku pravéhdPhoenix dactyliferap kokosovniku eechoplodého
(Cocos nucifera, Palmaegubu Quercus)a buku (Fagus, Fagaceae)ew vinné (Vitis
vinifera, Vitacead)cutiérrez a Gaudillere, 1996kukuiici seté Zea mays, Poaceae)
(Doehlert, 1987) upolinu (Trollius, Ranunculaceaf)oescher a Everard, 1996), daii

jedlém (Lycopersicum esculentyrBolanaceag (Cataldiet et al., 1998), sof@lycine max,
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Fabaceae]Kuo et al., 1990) a béru italské{8etaria italica,Poaceag (Veeranagamallaiah et
al., 2009).

4.2. Metabolizmus sorbitolu

Metabolizmus sorbitolu byl popsan u jabdof©Obr. 4) (Loescher a Everard, 1996).
Syntéza sorbitolu je podobna syntéze manitolu. ®esfynteticky aktivnich pletivech je
glukbza-6-fosfat femenén na sorbitol-6-fosfat  prasdnictvim  NADPH-dependentni
sorbitol-6-fosfat dehydrogenazy (NADPH-dependentddza 6-fosfat reduktazy) (S6PDH).

Glukéza-6-P + NADPH < Sorbitol-6-P + NADP

Nasled® je sorbitol-6- fosfat zbaven fosfatazou fosfatu.
Floémem je sorbitol transportovan do sinku, kdegebitol geménén na fruktézu za
pomoci ketézareduktazy: NABRdependentni sorbitol dehydrogenazy (SDH).

Sorbitol + NAD" « Frukté6za + NADH + H*

Dale mize byt sorbitol katabolizovan na glukézu prednictvim ald6zareduktaziNADP®-

dependentni sorbitol dehydrogené&gzgorbitol oxidazou.
Sorbitol + NADP" < Glukéza + NADPH + H'
Sorbitol + %2 O, — Glukéza + H, O

Na rozdil od situace ve zdrojovém listu jalonklicicim semeni sgji byla popsana
aktivita ketdézareduktazy remenujici fruktézu v sorbitol a zéarovie aldézareduktaza
katalyzujici pemenu glukdzy v sorbitol. Autor navrhuje, Ze fruktGaaglukoza jsou vzajendn
mezi sebou feménovany fes sorbitol jako prostdnika (Kuo et al., 1990). Ro¥nh ve
vyvijejicim se endospermu kulce ketézareduktaza tgdnostuje premenu fruktézy v
sorbitol (Doehlert, 1987). Na druhou stranu aldédaktaza v kuktici katalyzuje pemnu
sorbitolu v glukézu. | zde by sorbitol slouzil jakpoostednik pro pemeénu fruktozy v glukdzu
a nasleda skrob (de Sousa et al., 2009).
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Transport
floémem

Fotosyntéza —*

Glukdza-6-P + NADP
Sorbitol-6-P + NADP

2\ Sorbitol + P ;

Sorbitol
Sorbitol + NAD ir-
Frukt6za + NADH
Sorbitol +1/2 0, -4—--

Glukoza + H,0

Obr. 4: Cesta pro syntézu sorbitolu ve zdrojovych listecdegradaci v sinkovém pletivu
ploda jablore. Dilezité enzymy (1) ald6za-6-fosfat reduktaza, (2psol 6-fosfat fosfataza,
(3) sorbitol dehydrogenaza, (4) sorbitol oxidazprayeno podle Loescher a Everard (1996).

4.3. Distribuce sorbitolu v rostli&

Sorbitol je syntetizovan v listech, odkud je tgamgovan do sinkovych organWang
et al. (2009) zkoumali lokalizaci SDH, &tivého enzymu metabolizmu sorbitolu. Zjistili, Zze
SDH se nachézi, jak v sinkovych pletivech (v plddacmladych listech), tak ve zdrojovych
organech (dosgych listech). V plodech jej nalezneme vikiéch duziny a vodivych pletiv.
Ve vSech vyvojovych stadiich je distribuce podobviamladych listech se SDH vyskytuje
piedevsim ve vodivych pletivech a velmi malo v mekofiNaproti tomu v dosflych listech
je SDH v obou dchto pletivech. SDH se nachazi v cytosolu a chlasipch
parenchymatickych bwk duZziny a nikoliv v jejich vakuolach. ®rodni buiky cévnich
svazli maji stejnou lokalizaci SDH/ mladych listech je SDHipvazi v cytosolu a mén
v chloroplastech a na rozdil od plodu je i ve vd&db. Neni v bu&né stné nebo
v mitochondriich. V dosflych listech je to podobné az naét$i mnozstvi SDH
v chloroplastech.

Chong a Taper (1971a) zkoumali denni a sezontrildisi sorbitolu v semeraich

jablorg. Zjistil, Ze nejvysSi koncentrace sorbitolu vdish je véervenci a Bhem dne nejvice
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okolo treti hodiny odpoledne. Chong (1971b) zarowectil i sluneini radiaci. Vysledky
ukazuji, ze¢im je vySsi slungni radiace, tim je vySSi obsah sorbitolu. \& | tedy obsah
sorbitolu vySSi nez na podzim.

Nadwodnik a Lohaus (2008) dtili procentualni zastoupeni sorbitolu viznych
kompartmentech béhk lista jitrocele a broskvah (Tab. 2). Nejvice sorbitolu ze vSech

kompartmenti nalezli ve vakuole.

% vakuola stroma cytosol
jitrocel vetsi 48 27 25
jitrocel pfimorsky 87 12 1
broskvori 67 22 11

Tab. 2. Procentudlni obsah sorbitolutznych kompartmentech bky listu

4.4. Transport sorbitolu

Sorbitol se transportuje z listmista syntézy, pragtdnictvim floému do sinkovych
organi. Moing et al. (1992) studovali tok uhliku v deékgh listech broskvoti Pozorovali,
Ze pongr sorbitolu a sacharozy jetéi viapiku nez mezofylu listu, coZ je nejspiSiz&péno
piengnou ¢asti sachar6zové zasoby na sorbitol. Mnozstvi gmtbve floémové & listi
broskvoré bylo vySSi nez mnozstvi sachardzy, a tak iautavrhuji jako pednostni formu
transportu uhliku sorbitol. Gao et al. (2003) idigkdvali dva transportéry sorbitolu PcSOT1
a PcSOT2 v listech a plodu vi&rOba jsou proton-dependentni sorbitol-specificienaSeée.
PcSOTL1 je exprimovan ve vyvijejicich se plodech abadych listech. Naproti tomu je
PcSOT2 exprimovan pouzecasném stupni vyvoje plodu a nikoliv v listech. Divanspotéry
sorbitolu byly identifikovany téz u jitrocele PmPLTR PmPLT2. Jsou to téZ ldymportéry a
byly lokalizovany v piivodnich bukach floému zdrojovych ligt Na rozdil od transportér
viSné nevykazuji tak vysokou substratovou specificitunodiuji prijem i manitolu
(Ramserger-Gleigner et al., 2004). Dal§ittansportéry sorbitolu byly objeveny v listech
jablore MdSOT3, MdSOT4, MdSOT5. Jsou to sorbitol/protor&osportéry jako igdchozi
transportéry. VSechnyfit transportéry byly lokalizovany ve floému nejmeasi Zilek
zdrojovych listi. MdSOT3 je exprimovan pouze ve zdrojovych listdddSOT4 a MdSOT5
jsou silre exprimovany kroré zdrojovych listi v kvétech a dale ve zralych plodech, spicich
pupenech a mladych listech. MdASOT4 naviceje®t stonku (Watari et al.,, 2004). Sorbitol a
sachardéza jsou iftomny v apoplastu jitrocelovitychP{antaginaceae),avSak v mensi

koncentraci nez ve floémov&'&e, a tak nalozeni obou sachdridlo floému musi byt
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energetizovano (Nadwodnik a Lohaus, 2008). Autak navrhuji apoplasticky aktivni

transport pro jitrocelovité.

4.4.1. Transport béru

Bor je u vysSich rostlin esencialni mikroprvelehq nedostatek se projevuje inhibici
rastu. Bor se v rostlinach uklada v listech, odkudk jse pedpokladalo, neni dale
piepravovan. Hu et al. (1997) vSak izolovali z extmaélniho nektaria z baze listu broskwon
komplexy sorbitol-B-sorbitol, sorbitol-B-fruktoza fauktoza-B-fruktoza. Autt navrhuji, Zze
bor je po rostlis transportovan floémem ve foémsorbitol-B-sorbitol komplexu a
piedpokladaji Ze iftomnost fruktdéza-B-komplexu je vysledkem metabuliz sorbitol-B-
sorbitol komplexu po vylozeni z floému. Ze se smibicastni transportu aimu boéru bylo
potvrzeno na transgennim tabaku s vnesenym genentrokgicim syntézu sorbitolu
(Bellaloui et al., 1999).

4.5. Transgenni rostliny

Protoze u rostlin produkujicich cukerné alkoholy tyto latky w@astni stresoveé
odpowdi, uvaZuje se offpraw transgennich rostlin, u kterych by vneseni gemmugyntézu
cukerného alkoholu mohlo zvysit stresovou tolerar@heveleva et al. (1998) do tabaku
vloZili cDNA kodujici S6PDH z jablaf Ziskali rostliny obsahujictizné mnoZstvi sorbitolu
v rozsahu 0,2 az 13@mol/g cerstvé hmotnosti. Rostliny dodnol/g cerstvé hmotnosti byly
fenotypo¥ normalni pouze s ffpyvajicim mnozstvim sorbitolu zpomalovaly vistu.
Rostliny obsahujici od 3 do @mol sorbitolu/g¢erstvé hmotnosti gy mista, kde ztratily
chlorofyl. U mladych lisi to vedlo az k vytvieni nekrotickych lézi. Jakmile mnoZstvi
sorbitolu gekratilo 15 az 20umol/g cerstvé hmotnosti, rostliny byly neplodné a nebyly
schopné tvit koreny. Ukazalo se, Ze vysoké mnozstvi sorbitolu kgees nizkym obsahem
myo-inositolu. Myo-inisitol je dlezity pro biosyntézu buiné stny. D& se tedy
piedpokladat, Zze hyperakumulace sorbitolu narusSujsybiézu inositolu, a to mohlo vést
Kk inhibici ristu.

Deguchi et al. (2006)ipdpokladali, Ze transformované rostliny vykazovialyibici
rastu, protoze se nebyly schopny vigdat se slepou @kou metabolizmu sorbitolu, ktery
piirozere nevytv&eji. Proto navrhli novou strategii: vioZzeni celéborbitolového cyklu

kontrolujiciho nejen jeho syntézu, ale i jeho ddgd. Do tabaku byla tedy viozena cDNA
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S6PDH a SDH. Takto transformované rostliny rostymalré navzdory akumulaci sorbitolu

a nebylo u nich pozorovano zadné ovéinhmnozstvi myo-inositolu oproti kontrole.

Sacharoza
SuSy
Glukoza Fruktoza
SDM
Sorbitol I
UDP-glukéza HXK Pase A1 FRK
Sorbitol-6P cvklus
UGPase W -
I /SBPDH Sarhltalu‘y
Glukéza-1P €<—» Glukéza-6P <——> Frukidéza-6P
PGM PGI

Obr. 5: Predpokladanad metabolicka draha sachardzy v sinkloZzeny cyklus sorbitolu.
Sipky ukazuji hlavni s#r reakce v pletivu. Enzymy katalyzujici jednotlivéakce: Susy
sachar6za syntdza,UGPase uridin difosfo(UDP)-glukéza pyrofosforylaza,PGM
fosfoglukomutazaHXK hexokindzaSDH NAD-dependentni sorbitol dehydrogenaPase
fosfataza, S6PDH NADP-dependentni  sorbitol-6-fosfat  dehydrogenazaPGl

fosfoglukoizomerazeERK fruktokindza. Upraveno podle Deguchiho et al. @00

4.6. Sorbitol a stres

4.6.1. Vodni stres

Ze vSech abiotickych faktbmedostatek vody omezujést rostliny nejvice. Rostliny
se snazi pro udrZeni turgoru snizit vodni potengidlunkdch. Jednou z mozZnosti je
akumulace polydl. Wang a Stutte (1992) pozorovali aktivni osmotigkigpasobeni 3. a 5.
den po zahajeni vodniho stresu u jablafaznamenali, Ze se zvySila koncentrace sorbitolu,
glukézy a fruktdézy a naopak snizila koncentracehasizy a Skrobu. Navrhuji, Ze polyol a
monosacharidy jsouitezité pro osmotickéifzpiasobeni. Vypeitali, Ze sorbitol se podili na
vice nez 50 % celkového osmotickéhigizpisobeni. Sorbitol, fruktézu, sacharézu a Skrob
oznaili **C. zjistili, Ze podil zn&eného sorbitolu v dosfm listu klesa nejrychleji ze

znaenych fotosyntdit za nestresovych i stresovych podminek, avSak gwo@ihach vodniho
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stresu zé&ne jeho podil v4rstat na rozdil od ostatnich fotosyiitgejichz podil klesa zarovie
se zvysujici se arovni stresu.

Wang a Quebedeaux (1996) pomoci ¢emé “C zjistili, e akumulace sorbitolu
v dosglych listech hem vodniho stresu je vysledkentemény z glukézy a zvySené
pieneny sachardzy v glukézu a fruktdzu jako substraty gyntézu sorbitolu. Zaznamenali,
Ze koncentrace sorbitolu se zvysila i v mladyctetib za stresovych podminek, ale shénez
v dosglych listech, coz je mozna diky akti#isorbitol dehydrogenazy, ktera katabolizuje
sorbitol nebo omezenim transportu sorbitolu z diysp lista.

Cui et al. (2003) pozorovali zvySeni obsahu solbitv listech a kenech miSpule
(Eriobotrya Japonicake zvySujicim se vodnim deficitem rostliny. Patzabstlin mnoZzstvi
sorbitolu v listech postugrkleslo az na fvodni nestresové hodnoty. Proto &ut@avrhuji, Ze
akumulace sorbitolu je adaptaci na sucho. Cui e(28l04) zaznamenali zvySeni obsahu
sorbitolu u listi broskvo¥ ale nikoliv u kaeni.

Lo Bianco et al. (2000) gstovali broskvéa za sucha. Pozorovali, ze akumulace
sorbitolu jak v dosglych listech, tak ve vyhoncich &aa druhym tydnem vystaveni rostliny
suchu a postugn dosahuje 80 % z celkového mnozstvi rozgugth latek (solut)
zapojenych do osmotickéhofizpisobeni. Bylo pozorovano sniZzeni aktivity SDH ve
vyhoncich. Autdéi usuzuji, Ze sniZeni aktivity SDH v sinku vedeskmatickému fizpasobeni
skrze akumulaci sorbitolu.

MnoZstvi sorbitolu se zvySilo v discich fisfablors, broskvor a hruss, kdyz byly
vystaveny polyethylen glycolu (PEG), kteryigpbuje vysoky osmoticky tlak (Kanayama et
al. 2007).

4.6.2. Zasoleni

Vysoka koncentrace soli snizuje osmoticky potdmmiéniho roztoku, aifvozuje tak
rostliné vodni stres (Sairam a Tyagi, 2004). Rostliny sty tenazi zvysit osmoticky tlak
v buikéch, aby byla hodnota vodniho potencialu nizSijeez pidé a byly schopny fjjimat
vodu (Prochéazka et al., 1998). Rostliny tak akupiubsmoticky aktivni latky jakoieba
prolin, betain, trehaldézu a v neposleésd polyoly (Smirnoff, 1998).

Jitrocel gimorsky (Plantago maritima)rostouci na zasolenéige akumuluje vysoké
mnozstvi sorbitolu (Ahmad et al., 1978). Atitaavrhuji, Ze sorbitol ma v jitrocelu funkci
kompatibilniho cytosolického solutu, protoZze siéi, Ze vysoké mnoZzstvi sorbitolu
neinhibuje aktivitu enzyin extrahovanych z prytu, a podili se tak na osmétick
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piizpisobeni. Pommering et al. (2007) zkoumali rozdilmegulaci nakladani sorbitolu a
sachar6zy do floému u jitrocel€tgiho Plantago major)pti odpowdi na solny stres. Zjistili
rychlou up-regulaci hladiny mRNA floémovych tranggai sorbitolu PmPLT1 a PmPLT2.
Naproti tomu hladina mRNA floémového tranportérgreadzy PmSUC2istala zpoatku
stejnd a po 24h solného stresu byla down-regulov&aebitol je tak upednostiovany
sacharid nakladany do floém@hem solného stresu. Ve floémovéa& bylo pozorovano
zvySeni pormdru sorbitolu ku sachar6ze. Navic pozorovali dowgutaci hladiny mRNA
sorbitol dehydrogenazy v celém listu a mRNA sachar8yntazy v cévnich svazcich.
Vysledkem toho je zvySeni obsahu sorbitolu v listu.

Veeranagamallaiah et al. (2009) porovnavali dvéivary béru italského Setaria
italica) s rozdilnou toleranci k solnému stresu. PozoraxsSovani mnozstvi sorbitolu se
zvysujici se mirou stresovych podminek u obou \auii U kultivaru tolerantniho ke stresu
bylo mnoZstvi sorbitolu znateln vy3Si. Zarové zaznamenali zvySujici se aktivitu
aldézareduktazy s nastajicimi stresovymi podminkami a &pbyla vySSi u tolerantni
rostliny, a to téns dvojnasobn. Predpoklada se, Ze je tedy zapojena do syntézy sturbit

ZvysSeni obsahu sorbitolu za vysokého solného wstisdo pozorovano i u lift
jablors, broskvosrt, hrusrit. Na jeho akumulaci se podili zvySen& exprese geauS6PDH
(Kanayama et al. 2007).

4.6.3. Nizka teplota

Deguchi et al. (2002) pozorovali zvySeni mnozsimibitolu v listech broskvanpo
vystaveni rostliny nizké tepkatZvysila se také hladina mRNA kodujici S6PDH achiia se
zmena glukozy v sorbitol. Autid navrhuji, Ze akumulace sorbitolu v listech vyv@anizkou
teplotou je vysledkem zvySené syntézy z glukozgr&je spojena s expresi genu pro S6PDH.
Kanayama et al. (2006) ziskali podobné vysledkylisgech jablog. Navic zjistili, Ze
zvySenou expresi S6PDH lze vyvolat kyselinou ab&isgABA), o které seigdpoklada, ze
je zapojena do aklimatizace rostlin k chladu. Meli$ jabloni v sadech se na podzim se
sniZujici teplotou zvySuje obsah ABA i S6PDH. Atitmavrhuji, Ze S6PDH je ABA-

inducibilni gen.
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4.7.Jak je to u rostlin, které nesyntetizuji polyolylja primarni produkt
fotosyntézy?

Syntéza, degradace i role polygéou relative dolie prozkoumany deledi, kde jsou
vedle sachardzy polyoly primarnimi produkty fotosgy a slouzi jako translokovatelna
forma uhliku i jako jeho zasoba pro energetickézityuPolyoly byly vSak nalezeny i u drih
kde tyto funkce nemaji. Jednim z nich je iceajCataldi et al., (1998) zaznamenali malé
mnoZstvi sorbitolu v plodu régte. V databazich byla nalezehada sekvenci s velkou
podobnosti k aldo-ketoreduktdzam diuto kterych se vi, Ze u nich jsou tyto enzymy
zapojeny do metabolizmu sorbitolu. Funkéehto homolog v rostlindch je zatim nejasna.
Ohta at el. (2005) se rozhodli charakterizovatgirokédovany rajatovym homologem ddb
prostudovaného SDH genu z jabdo@jistili, Ze katalyzuje permenu sorbitolu ve fruktozu za
piitomnosti NAD (H) a jeho exprese je v rostlivSudygitomna. Kéemu vSak rae vyuziva
SDH, je zatim nejasné. Rrana rafe SDH? Jak je mozné, Ze gen pg) Ihem evoluce
nevymizel, protoZe, kdyby byl nepouZivany, byl bslekci vyazen. Homolog SDH byl
nalezen i v kificim séjovém semeniGlycine maxjKuo et al., 1990) a obilkach kukoe
(Zea maygPoehlert, 1997). Lokalizace je &chto rostlin tedy prostor@va caso¥ vymezena
do paéateniho vyvojového stadia. Zda se, Ze v sdji a Kidkye sorbitol vyuzivan jako
intermediat pemeny fruktézy na glukdzu. Jsou vSak i dalSi druhytloskteré obsahuji geny
s podobnymi sekvencemi jako je SDH, ale zatim f&sné, jakou roli véchto rostlinach
zastavaji. Podokinje to s homology aldézareduktaz. V kiikné obilce tento enzym
katalyzuje pemenu sorbitolu v glukozu a slouzi tam, jak uz #oiany intermediat fgmeny
fruktézy a glukézy (de Sousa et al., 2009). ¥njeni pomaha embryu gmene tolerovat
desikaci (Bartels et al., 1991). V béru italskéndie ni akumuluje sorbitolipsolném stresu
a podili se na detoxikaci volnych toxickych aldehydeeranagamalaiah et al., 2009). Ale i k
témto enzynim jsou nalezeny homology tam, kde je jejich funkceostlinach zatim
neznama Qbr. 6). Je mozné, Ze zde hraji zcela specifickou roliugdtych podminek,
zejmeéna f uréitém typu stresu. Proto Izégqapokladat, Ze kdybychom prozkoumali aktivitu
SDH a aldézoreduktazy ¢bem vSech vyvojovych stadii veSkerycéasti rostliny,
pravdépodobrd zaznamename za ditych podminek zrny jejich aktivity, kterd bude
souviset s fislusnou roli vdaném systému. U olivovnikDlda europaea)byla zjiS€na
schopnost fepinat mezi iznymi sacharidy i odpowdi na rozdilné stresy. Na zasoleni

reaguje akumulaci manitolu a na nizkou teplotu emif® obsahu oligosachaifidafin6zovée
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fady (RejSkova et al., 2005). Proto kdybychom wyfitaajce vhodnému stresu, mohli
bychom pozorovat zému v aktivie SDH (Ohta et al., 2005). Aufopiedpokladaji, ze by
SDH mohla byt zapojena do obrany rostlingegp napadenim houbami prigstnictvim

metabolizmu arabitolu, jiného cukerného alkohoterktéz niize slouzit SDH jako substrat.
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Obr. 6: Srovnani sekvenci aminokyselin proteinu aldézargthyk z j€mene setého
(Hordeum vulgarg sveéepu bezbranéhoBfomus inermis ovsa hluchéhoAvena fatug
(Xerophyta viscoge naprstnikucerveného Digitalis purpureg a kukuiice seté (Zea mays).
Pismena podbarveni#erné ukazuji identické aminokyseliny, Segozice s konzervovanym
charakterem aminokyselin. Upraveno podle de Soualy €009).
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5. Zawr

Rostliny jsou diky svému #Zgobu Zivota vystavenyad negiznivych podminek.
Jednim z obrannych mechanigmktery vyrazg zvySuje odolnost rostlin, je akumulace
kompatibilnich soluit mezi &z pati i cukerné alkoholy. Cilem této prace je shrnout
dosavadni poznatky o Uloze manitolu a sorbitoluostlinach. Nemame zdaleka jest
prostudované vSechny rostliny z hlediska toho, ja&éharidy syntetizuji, a rozhatime
sacharidova spektra v jednotlivyatastech rostliny viznych vyvojovych stadiich afip
raiznych podminkach prasdi. Je proto mozné, ze vyskyt poly@ u rostlincasgjsi, nez se
dosud pedpokladalo a jejich roleiznorodé. Je to proto otazka dalSiho studia. \C@sne
doke je snaha vySleckni odolrgjSich odid hospodiy vyznamnych rostlin za pomoci
bioinZenyrstvi. Je mozné, Ze by wkterych rostlin st&lo posilit jiz existujici drahu
metabolizmu cukernych alkohioh ne pimo usilovat o jeji vneseni. | to je prostor prdSda

studium.
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