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Abstrakt:

Tato prace shrnuje dosavadni poznatky o mechanismech, které udavaji nékterym zelenym
fasam schopnost tolerovat i silné vysychani. Poskytuje komplexni pfehled od vymezeni
desikacniho stresu a jeho ucinku v fasovych bunkéch, pfes mechanismy, které¢ zelené tasy
uplatiuji v obrané, az po evolu¢ni pozadi a také syntézu novych poznatkii o akvizici odolnosti
béhem zivota a faktorech, které ji podminuji. V prvni ¢asti je vymezen desikacni stres a
procesy, kterymi mize poSkozovat buiiky tas. Jsou zde zahrnuty jak u¢inky morfologického,
tak fyziologického 1 molekularniho razu. V druhé kapitole jsou rozebrany jednotlivé
mechanismy, které se v obran¢ pied vysychanim uplatiiuji. Od mechanismt cilicich na zdbranu
ztraty vody (produkce slizu, uprava propustnosti bunééné stény), pres mechanismy, které
zvySuji toleranci desikace (akumulace antioxidanti, stabilizace proteind a fosfolipida apod.)
az po tvorbu rezistentnich zivotnich stadii. Tteti ¢ast je vénovana evoluéné-historickému
pozadi, které stoji za vznikem odolnosti k vysychani jako takové a ptehledu u jakych skupin
zelenych fas je dnes pozorovatelna. Posledni kapitola je syntézou modernich poznatki o zisku
odolnosti k vysychani béhem zivotniho cyklu fasy a diskutuje jak moznost postupné aklimace,
tak i1 roli jinych faktort, naptiklad miry zafeni ¢i vliv jiného stresu (naptiklad nedostatku

dusiku).

Klic¢ova slova: desikace, zelené fasy, odolnost k vysychani, aklimace, antioxidanty



Abstract:

This thesis summarizes the current knowledge of the mechanisms that allow green algae to
tolerate even severe desiccation. It provides a comprehensive overview, ranging from the
definition of desiccation stress and its impacts on algal cells, through mechanisms that algae
employ in defense, to the evolutionary background as well as a synthesis of recent research on
the acquisition of desiccation tolerance and factors conditioning it. The first chapter defines the
desiccation stress itself and breaks down the processes by which it can damage algal cells,
including both morphological and physiological effects. The second chapter discusses diverse
mechanisms involved in protection against desiccation. From mechanisms aimed at prevention
of water loss (e.g. mucilage production or modification of cell wall permeability), through
mechanisms that cause desiccation tolerance (e.g. accumulation of antioxidants, stabilization
of proteins and phospholipids etc.), to the formation of resilient life stages. The third chapter is
devoted to the evolutionary-historical background behind the emergence of desiccation
tolerance per se and overview in which green algal groups it is observable today. The last
section is a synthesis of modern knowledge regarding acquisition of desiccation tolerance
during algal life and discusses both the possibility of gradual acclimation and the role of other

factors, such as light exposure or the effect of other stresses (e.g. nitrogen deficiency).
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1. Uvod

Rasy piedstavuji nesmirné diversifikovanou skupinu organismi. Jedna se o polyfylum, které
pod sebou vymezuje eukaryotni fotosyntetické taxony napfi¢ superskupinami. V historii se jim
podafilo kolonizovat nejriznéjsi prostiedi; od piivodniho mote, ptes sladké vody, az po oblasti
terestrické. Kolonizace novych prostfedi s sebou ovsem nesla také nové vyzvy a podminky se
kterymi se musely vyrovnat. Jelikoz, jako kazdy jiny eukaryoticky organismus, potfebuje i fasa
ke svému fungovani vodu, stal se pravé jeji nedostatek jednou ze zdkladnich komplikaci pii
dobyvani novych nik. Dodnes tomuto stresovému faktoru musi ¢elit fasy z motského litoralu,
kde jsou vzhledem ke slapovym jeviim neziidka vystaveny suchu [1]. Podobné také tasy
z periodicky vysychajicich sladkych vod [2]. Jesté vice je vSak tento stres limitujici pro fasy
z terestrickych prostiedi, at’ uz z povrchll vytvorenych ¢lovékem, jako jsou budovy ¢i sochy

[3], [4] nebo piirozenych, jako je kiira stromt [5], skaly ¢i pida [2]. V takovych prostfedich se

vvvvvv

Ptizptsobeni na nedostatek vody existuje mnoho a zahrnuji jak zmény strukturalni, tak i
fyziologické, a patrné musely v jisté mife fungovat jiz u ptedchidct, ktefi pred n€kolika sty
miliony lety kolonizovali suchou zem [6]. Polozili tak zaklad pro budouci rozvoj terestrickych

fotosyntetickych organismi a s tim i pro vétSinu modernich suchozemskych ekosystému.

A¢ byly v mnoha nikach terestrické zelené fasy nahrazeny vyS$simi rostlinami, zstavaji i dnes
zasadnimi primarnimi producenty. DileZité jsou 1 z hospodafského hlediska. Pravé metabolity
souvisejici sjejich pfeZzivanim vsiln€ stresovych podminkach, nalézaji vyuziti

v biotechnologiich, kosmetickém ¢i farmaceutickém prumyslu [7], [8].

Nutno podotknout, Ze v dobé globélnich zmén klimatu, kdy né&které oblasti planety budou
pravdépodobné vice a vice zasazeny aridizaci a desertifikaci [9], je také vyzkum mechanismd,
které stoji za toleranci vii¢i vysychani, bezesporu dulezity a mohl by pfinést nové vhledy i pro

produkci hospodatskych plodin.

Cilem této prace je shrnout dosavadni poznatky o mechanismech obrany proti vyschnuti u
zelenych fas a jejich zisku. M¢la by poskytnout komplexni pfehled problematiky, tedy jakym
zpisobem vysychani fasam Skodi, jaké mechanismy se uplatiiuji v obrané, jaké je za tim

evoluéni pozadi a jakymi faktory ¢i mechanismy je zisk tolerance k vysychani podminén.



2. Desikacni stres
2.1. Vymezeni desikace a prekryv s jinymi stresy

Termin desikace oznacuje pro organismy stav silného vysuseni. Jelikoz je vysouseni v bunkach
gradudlni proces, je jen obtizné stanovovat ptesnou hranici, kdy se jedna o pouhou dehydrataci
a kdy jiz o desikaci [10]. Pfesto je v8ak vhodné rozliSovat mezi jistou desikaci ¢astecnou a
uplnou, jelikoz odrazi jiny fyziologicky kontext. Zatimco pii Castecné desikaci bunky
zachovavaji energeticky metabolismus i pfes neidealni podminky, pfi Gplné desikaci je tento
metabolismus prakticky nedetekovatelny [11]. V takovém pfipadé tedy jiz neprobiha
fotosyntéza a bunky pouze preckavaji sucho bez primarni produkce [12]. Zejména pro ucely
vymezeni, které organismy jsou schopny takové podminky ptezit, je v literatufe obvykle
uZivana arbitrarni hranice pro plnou desikaci. Tou je vyschnuti pod 0,1 g (H20) - g™ (suché
hmotnosti) [11], [13]. Tato hodnota také ptiblizn¢ odpovida vzduchu pti 20 °C a 50% relativni
vlhkosti a odpovida vodnimu potencialu ptiblizné -100 MPa [14], [15].

S podminkami, pfi kterych opravdu klesne podil vody v bunikdch na takto nizkou hladinu, se
mohou fasy bézn¢ setkat v riiznych prostiedich, kde také mohou byt vysuseny z odlisnych
pri¢in. Zatimco fasy v terestrickém prostiedi se do takového stavu dostanou nejcastéji
v disledku nadmérného odparu, nedostatku srazek ¢i zamrznuti, v prostfedi vodnim (naptiklad
pobiezi moti) mohou byt ptfi¢inou i slapové jevy nebo salinita [2], [16]. Charakter vysychani
v moiském litoralu tak maze byt dost jiny nez daleko na pevning. Zejména dehydratace vlivem
salinity se v urcitych aspektech li§i. Buiiky jsou po celou dobu stale v kontaktu s vodou, jen
jim osmoticky potencidl prostfedi neumoziiuje jeji vyuZziti. To ovSem nevede bézné k tak
silnému vysuSeni, jako v diisledku vyparu [2], [17]. Dalsim kli¢ovym rozdilem je, Ze pfi
vysychani v disledku odpafovani se neméni pomér jednotlivych ionti (a¢ se jejich celkova
koncentrace zvysuje), zatimco u solného stresu ano [2]. V ostatnich ohledech jsou si vSak tyto

dva stresy velmi podobné, a proto i funkéni odpovéd’ na né byva téméf shodna.

Prekryv efektl jinych typt strest s vysychanim také nesmi byt opomenut. Jelikoz dehydratace
vede ke zintenzivnéni UCinku ostatnich stresii, zejména svételného [18], je také velka Cast
pfizplsobeni fas na desikaci ve skute¢nosti pouze adaptacemi na minimalizaci svételného
poskozeni. Rasy, které jsou vystaveny pouze desikaci, ale nikoliv ozafeni, se tak s timto
stresem vyrovnaji 1épe nez ty, které jsou soucasné i ozafovany (pfesto, Ze je pouzita mira
osvétleni, kterd by za normélnich podminek necinila problém) [19]. To potvrzuje fakt, ze se

jednotlivé stresy ve svych ucincich piekryvaji a stejné tak i reakce fas na né¢ mohou byt shodné.
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2.2. Vliv desikace na bunky

Desikace ptedstavuje pro bunky zavazny stres. Bézné fungovani je naruseno ne¢kolika zpiisoby,

které jsou rozebrany v nasledujicich podkapitolach. Mezi tyto komplikace patfi:

1) Zhusténi cytoplazmy a s tim souvisejici snizeni mobility molekul [20], [21], [22].
2) Naruseni struktury membran a konfigurace enzymd ¢i jinych makromolekul [20].
3) Indukce tvorby silné reaktivnich kyslikovych molekul, které mohou v bufice zpusobit
zavazna poskozeni [13], [23], [24], [25].
V dusledku vyse popsanych procest je také inhibovana a nasledné zcela omezena fotosyntéza

[4], [12]. Pokud je vSak builkka nadile vystavena svételné excitatni energii, dochazi

k fotoinhibici [26].

2.2.1. Vliv vysychani na membrany a vnitini prostiedi bunky

Ztrata vody v buiice vede mimo jiné ke snizovani turgoru a ptipadné i k celkovému zmenSovani
objemu [27]. Zelena tasa Klebsormidium crenulatum je schopna pti desikaci zmensit pramér
svych bunék az na 60 % [28]. Lajos et al. [29] mezitim ukazuji, Ze zelené tasy rodu Zygnema
a Klebsormidium jsou schopné zmensit pii vysychani objem bunék az o 80 %. Takové
zmenSovani ovSem muze vést k plazmolyze [30], a tedy i k naruSeni struktur jako jsou
plazmodezmy ¢i samotné membrany [27]. Rovnéz miiZze byt zmenSujici se membrana

degradovana, coz je problém zejména pii ndsledné rehydrataci (viz kap. 2.3.) [27].

ZmenSovani vnitiniho prostoru bunky také nevyhnutelné vede ke zvySovani koncentrace
metabolitl v cytoplazmé. Celkove se tak stava rigidnéjsi a snizuje se molekularni mobilita a
kinetika vétSiny procest [31]. To mlize mit za specifickych podminek 1 pozitivni efekt, nebot’
se tak zpomaluje 1 denaturace proteint [32]. Na druhou stranu ov§em nadmé&rna akumulace
komponent cytoplazmy, vede k ¢astéjSim kolizim, které mohou vyustit v degradaci proteinii ¢i
fiizi membran [20] a ve vysledku ke ztraté kompartmentalizace a k buné¢né smrti. Konformace
membran je také alterovana zvySenou koncentraci elektrolyti a funkce organel jako je
chloroplast tim miize byt narusena [33]. Metabolickd poskozeni, naptiklad v disledku
Maillardovy reakce [13], ¢i kvili dehydrataci snizujici se specifité nékterych enzymu [34]

k poskozeni bunky ptispivaji také.

Pokud obsah vody v buiice klesne az pod 0,3 g (H20) - g (suché hmotnosti), viskozita
cytoplazmy exponencialné vzrista a pozdéji se dostane do takzvaného ,,skelného stavu* (glassy

state) [32]. V takovém stavu ma cytoplazma termodynamické vlastnosti kapaliny, ale soucasné



jiné fyzikalni vlastnosti pevné latky [32]. Zde jsou makromolekuly téméf imobilizovany a
degradacni procesy jako denaturace proteinii vyrazn¢ zpomaleny. Proto je spravné vytvoieni

skelného stavu zcela zadsadnim pro dlouhodobé udrzeni vyschlych tkéani.

2.2.2. Fotoinhibice v dasledku vysychani

K poskozeni proteinii fotosystému II dochézi i za standardnich podminek zcela bézn¢. Buiky
maji opravny systém, ktery spociva v degradaci a nasledné opétovné syntéze proteinu D1 [35].
Fotoinhibice nastava, kdyz je rovnovaha tohoto systému narusena. Jak ukazuji Takahashi a
Murata [36], naruseni fixace CO> vede k inhibici syntézy D1 proteint, a tak i k fotoinhibici

(Obr. 1). Samotné naruseni fixace CO2 muze byt zpisobeno naptiklad praveé vysychanim.

RuBP co,
el Calvintiv Limitace
fotosyntetické fixace
cyklus g
3-PGA
psbA gene
NADPH
¢ Transkripce

NADP* e psbA mRNA
e L @2 _1 ¢ Translace
Cytbgf

_ A d | Pre-D1 protein |
PO
PSII O ‘ PSI ¢ Zpracovani
L ]
T

H20 02 H+

Obr. 1: Hypotetické schéma, znazornujici, jak limitace fixace CO» vede k inhibici syntézy

proteinu D1. Upraveno podle [36].

2.2.3. Reaktivni formy Kysliku

Desikacni stres vede k tvorbé silné€ reaktivnich forem kysliku [23], [24]. Tyto molekuly mohou
vznikat ve dvou zékladnich podobach; jako kyslikové radikaly a odvozené neradikaly.
V literatufe je pro tyto latky souhrnné pouzivano oznaceni ROS (reactive oxygen species) [37].
Nejcasteji se v buiikdch fas, v souvislosti s desikaénim stresem, setkdme se singletovym
kyslikem, superoxidem, hydroxylovym radikdlem a peroxidem vodiku [25]. Ptesto, Ze jsou
nékteré ROS pouzivany jako signalni molekuly, a hraji tedy diileZitou roli v metabolismu fas,

predstavuji pro bunécné struktury kvili své extrémni reaktivité znacné nebezpeci.
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ROS vznikaji v bunce nejcastéji v mistech silného toku elektronli, tedy v mitochondriich,
chloroplastech nebo peroxizomech [25], [38]. V chloroplastech mtize byt pii nedostatku vody
snadno pieexcitovan chlorofyl, ktery nasledné¢ dava vzniknout singletovému kysliku [39].
Stejné tak mize k Gniku elektronit a vzniku ROS dojit i kdekoliv v ramci elektronového
transportniho fetézce. Nejcastéji tak, ze je misto standardniho ptedani elektronu z fotosystému
I na ferredoxin a nasledné redukce NADP" na NADPH, elektron vyuzit na redukci kysliku (Obr
2.). K tomu miize dojit naptiklad pokud neprobihd Calvintiv cyklus dostatecné rychle a nestiha
se tedy obnovovat dostate¢né mnozstvi NADP™ (tedy naptiklad v disledku desika¢niho stresu)
[36]. Podobnym zpiisobem mohou ROS vzniknout i v mitochondriich nebo peroxizomu, ¢i

v jinych metabolickych drahach v plastidech, a to zejména pii nedostatku vody [25], [38], [39].

Vedlejsi smér
toku elektronii

Hlavni smér toku
elektront

- Ferredoxin Ferredoxin
2 {ox) (red)

Hlavni smér toku
.elektrond

NAD:_\

NADPH

Vedlejsi smér
toku elektronti

Obr. 2: Schéma znazornujici mozné sméry toku elektronti z redukovaného fotosystému I.

Upraveno podle [39].

Nebezpeci pro buiiky predstavuji ROS z nékolika divodi. Takto reaktivni molekuly narusuji
strukturu proteint, naptiklad oxidaci thiolové skupiny v aminokyselin€ cysteinu [2]. Poskozuji
nukleové kyseliny hydroxylaci jejich bazi, a mohou tedy pisobit i jako mutageny [39].
Inaktivuji mnozstvi enzymt, dilezitych naptiklad pro syntézu aminokyselin [24] nebo pro
spravné fungovani Calvinova cyklu [40]. Nékdy navic za vzniku jiného typu ROS (naptiklad
v dasledku Fentonovy reakce) [24]. Celkové tedy maji na fungovani bunky negativni vliv a
vedou ¢asto 1k jeji smrti. Velka ¢ast pfizpisobeni fas, potykajicich se s desikaci, je prave proto

na obranu proti ROS.



2.3. Rehydratacni stres

Ackoliv vysychani predstavuje pro fasy, jak popsano vyse, neptiznivou situaci, neznamena
prvotni rehydratace konec stresu. Znacna ¢ast poSkozeni bunky se totiz projevi pravé az pfi
opétovné rehydrataci, a proto je také pro organismy tolerujici vysychani zcela zasadni, aby se
umély vyrovnat i s touto ¢asti desikacniho stresu. Rehydratace je pro bunky problémova

z nékolika duvodu.

Obnova fotosyntetické aktivity

Béhem vysychani je fotosynteticka aktivita snizovana, at uz zdivodu poskozeni
fotosyntetického aparatu (viz kap. 2.2.) nebo piimé ochranné regulace bunikou (viz kap. 3.2.4.).
Pti rehydrataci je obnovena i fotosyntéza, avSak ne vzdy je na to bunka pfipravena. Pokud

napiiklad neprobiha standardné Calviniv cyklus, dochazi k produkci ROS a poskozeni [36].

Tlak vody

Pfi silném vysuSeni a ndsledném vystaveni hypotonickému prostiedi, zacne do bunc¢k obvykle
dle pravidel osmo6zy proudit velké mnozstvi vody. Jeji tlak vSak mize vést k poSkozeni
membran, které jej neunesou. Bez dostatecné permeability tak miize tento proud vody zplsobit

rozsahla poskozeni [41].

NaruSeni propustnosti membran

Membranové fosfolipidy jsou v bézném stavu hydratované. Pokud je vlivem desikace tato voda
odebrana, zintenzivni se Van der Waalsovy interakce mezi sousednimi lipidy. V navaznosti na
to se také vyrazné posune teplota pro piechod mezi jednotlivymi fdzemi. V suché podob¢ se
tak fosfolipidy dostavaji do gelové faze [42]. Pfi nasledné rehydrataci dochazi opét ke zméné
fazi, béhem které je ale membrana propustna (Obr 3.) a mize tak dojit k masivnimu tniku latek
z buniky [20].

REHYDRA:I'ACE ZA
LYOFILIZACE POKOJOVE TEPLOTY

N“ Onik lstek ”] x ﬂ
Hydratované Dehydratace a flze nn i vu
& m R Gelova faze Faze kapalného

VY

Faze kapalného
krystalu

Obr. 3: Diagram ilustrujici Gnik latek pfi prechodu mezi fazemi, zpiisobeném vysuSenim
fosfolipidt. Upraveno podle [42].
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3. Mechanismy obrany proti vysychani

Jelikoz jsou skodlivé jevy, popsané v prvni kapitole, Casto letalni, maji zelené fasy mnoha
prizptisobeni, kterd jim umoznuji tuto nepiizen piekonat. Tyto adaptace mohou nabyvat
ruznych podob. V prvni fad¢ se daji rozdé€lovat dle jejich strategie na mechanismy vedouci
k vyhnuti se vyschnuti a mechanismy vedouci k toleranci vyschnuti. Rasy uzivaji zpravidla
kombinaci obou téchto strategii a dokdzou diky tomu ptezit i v siln€ aridnich oblastech, kde je
koncentrace vody v prostiedi fadove nizsi, nez by pro né bylo idealni [43]. Narozdil od vyssich
rostlin také fasy nedélaji opravna pletiva, kterymi by mohly nahradit struktury poskozené

desikaci a musi se tedy chranit jako celek.

3.1. Vyhnuti se vyschnuti
Jednim ze zpusobii, jakym se mohou fasy vyhnout poskozeni zptisobenému desikaci, je
vyhnout se ztrat€ vody jako takové. Kromé aktivni hydrotaxe u bic¢ikovct (ktefi jsou v rdmeci
zelenych fas hojné€ zastoupeni) k tomu slouzi mechanismy, které zabranuji iniku vody z bunék.
To miize byt zprostfedkovano riiznymi zplsoby, které jsou rozepsdny v nasledujicich

podkapitolach.

3.1.1. Seskupovani do vétSich komplexii
Jednou ze zakladnich metod, jak se vyhnout ztraté vody, je seskupeni do vétsiho utvaru, ktery
ztraci vodu pomaleji. Mnoho zelenych fas tak tvoii vrstevnaté biofilmy [4], [44], [45], agreguje
do kolonii nebo se stdva soucasti pidnich krust [46]. V takovych uskupenich se buiiky zastifuji
a fasy v niz8ich vrstvach nejsou cilem tak intenzivniho osvitu. JelikoZ také cela vicevrstevna
struktura vysycha pomaleji neZ pouhy jednovrstevny pokryv, jsou tak alesponl n€které fasy déle
chranény pied vyschnutim [46]. Naptiklad zelend tfasa Zygogonium ericetorum tvoii pokryvy,
kde bunky ve svrchnich vrstvach chrani buiiky pod nimi pfed vysychanim a diky akumulaci
fenolt také pted UV [47]. Tvorba takovychto povrchil je znama i u mnoha dalSich fas, naptiklad
Klebsormidium [45], Spirogyra [48] ¢i Ulva, v ptipad¢ které, horni vrstva Casto zcela vybledne

a zustava tak jen jako ochrannd vrstva [49] .

Specifickym prostfedim, kde se k G€inku vzajemného piekryvani ptidavaji i dalsi organismy,
jsou pudni krusty. Zde sdili fasy prostfedi se sinicemi, houbami, liSejniky, mechy a dal$imi
organismy a ,.hromadnd* obrana proti vysychdni tak umoznuje jejich pteziti i v prostfedich,

kde je voda zcela zédsadné limitujici [50].



3.1.2. Morfologicka prizpiisobeni

Jednotlivé fasy se mohou pied ztratou vody chranit zménou slozeni své bunééné stény nebo
produkci slizu, ktery je chrani. Pasivni vlastnost, ktera vSak také stoji za zminku, je také typicky
morfologicky jednoduchy tvar fas, které v prostiedich s nedostatkem vody Ziji. B€zn¢ se jedna
o jednoducha vlakna ¢i kulovité nebo ovalné bunky. Pomér povrchu ku objemu je pro ztratu
vody velmi diilezity, a proto je nizkd morfologicka diverzita terestrickych tas mozna

vysledkem konvergentni evoluce [3].

Dal§i moznosti, jak zabranit tniku vody, je Uprava bun&éné stény. Caste¢né mize pomoct
zesileni jeji tloustky, ktera také koreluje s propustnosti vody [51], ¢ehoz také zelené fasy
vyuzivaji [52], [53]. Morison a Sheath [52] ukazuji, Ze timto zptisobem muze burika svou sténu
nechat ztloustnout i nékolikandsobn&. Mnohem efektivnéjsi je ale zména jejiho slozeni tak, aby
1épe zadrzovala vodu, napiiklad zvySenim podilu homogalaktouronanu ¢i jinych pektinovych
komponent [54], [55]. K omezeni desikacniho stresu ale v bunééné sténé prispivaji i algenany.
Nutno dodat, ze fasy zvyklé na riznou dynamiku cykli vysychani/rehydratace maji také

rozdilnou skladbu bunéénych stén [56].

Samotna bunécna sténa vsak nemusi poskytovat dostate¢nou ochranu, a proto mnoho fas také
tvoii vrstvu slizu, kterd je izoluje od desikacnich ucinkl prostiedi a zaroven slouzi jako
zasobarna vody [57]. Produkce extraceluldrnich polysacharidii a slizu byla pozorovana u
raznych skupin fas, z vybranych rodt naptiklad Desmotetra [58], Zygnema [53], [59],
Interfilum [60], Netrium [55], Chlorokybus [61] nebo Gloeocystis [57]. Sliz je chemicky tvofen
zejmeéna polysacharidy, naptiklad pektinem [55], ale nachéazi se zde i algenany a dalsi latky
[55], [62]. Fuller [53] ukazuje zmohutnéni slizové vrstvy na povrchu bunék v reakci na

vysychani.
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Obr. 4: Mikrofotografie, ukazujici zesilenou bunécnou sténu (CW) a vrstvu slizu (Sh)

obklopujici vlakno Zygnema irregulare po vysychani. Podle [53]

3.1.3. Uprava tonicity
Pti nedostatku vody nebo v hypertonickém prostiedi, z buiiky uniké voda dle béznych pravidel
osmozy. Rasy viak mohou v reakci na dehydrataci akumulovat osmoticky aktivni latky a tim
dosédhnout zmény tonicity a vysledné i zabranit ztraté vody. Existuje Siroka Skala latek, které
zelené fasy akumuluji a jejich chemicka podstata se znacné rizni. Mezi nejcastéjsi osmolyty,
které se v této souvislosti v fasach akumuluji, patii neredukujici sacharidy (sachardza,
trehal6za ¢i sacharidy rafindzové tady), aminokyseliny (naptiklad prolin) [63] a cukerné
alkoholy neboli polyoly (ribitol, mannitol, sorbitol a dalsi). Pokud tyto latky ani ve vysSich
koncentracich neinterferuji s enzymatickou ¢innosti buitky a mohou byt bezpe¢né pouzivany
jako osmolyty, oznacuji se za takzvané kompatibilni soluty. Z vySe uvedenych latek by zatfazeni
do téchto solutii bylo problematické naptiklad pro sachar6zu, ktera ve vyssich koncentracich
ovliviiuje ¢innost nékterych enzymi, napiiklad isocitratdehydrogenéazy [12]. Naprosta vétSina
téchto latek také neni syntetizovana jen za Gcelem jejich osmotického vyuziti, obvykle hraji
diilezitou roli v ochrané¢ makromolekul, pfi utvareni stabilniho vnitiniho prostfedi nebo pfti
zbavovani se reaktivnich forem kysliku (viz kap. 3.2.2.). Obecné se koncentrace téchto

nizkomolekularnich latek pii desikacnim nebo solném stresu rapidné zvysuji [52].



Oligosacharidy jsou patrné nejcastéjSimi osmolyty, které¢ builky pii vysychani akumuluji.
Existuje fada studii, které¢ potvrzuji jejich vyuziti jako osmolyti béhem desikace [12], [64],
[65]. Zejména vyznamna je sachardza [12]. Jeji zvySené koncentrace po cyklu desikace-
rehydratace toto jen potvrzuji [66]. Nemén¢ vyznamné jsou vSak i jiné sacharidy, jako trehal6za

[65] nebo oligosacharidy rafin6zové tady [67].

Polyoly jsou rovnéz vyznamné a zejména pro fasy z oddéleni Chlorophyta Casto zésadni ve
stresové osmoregulaci. Gustavs et al. [68] ukazuji, ze jejich mnozstvi opravdu koreluje s mirou
osmotického stresu (viz obr. 5) a patrné slouzi k jeho piekonani. Mezi konkrétni polyoly u
kterych byla prokézéana funkce organickych osmolytl, patii naptiklad ribitol [44], [68], sorbitol
[64], [69], glycerol [70], mannitol [71] dulcitol [72] ¢i erythritol [44].

U zelenych fas se pomé&ry jednotlivych osmolyti Casto li§i a mnoho taxoni naptiklad pouziva
specificky osmolyt, ktery jeho sestersky taxon nevyuziva, diky cemuz mize studium osmolyti
nachdazet vyuziti i v chemotaxonomii. Cukerné alkoholy naptiklad nejsou obsazeny u charofyt
[68], ovSem s vyjimkou glycerolu [73]. To je zvlastni, jelikoz u Embryophyta opét polyoly ve
velkém k nalezeni jsou [74]. Podobné u tas z tfidy Trebouxiophyceae jsou vyuZzivany rizné
polyoly riznymi rody. Jak ukazuji Gustavs et al. [44], zatimco napiiklad rod Apatococcus

vyuziva ribitol i erythritol, tak rod Chloroidium jen ribitol a rod Prasiola sorbitol.

Celkové maji tedy fasy k dispozici mnoho latek, které Ize vyuZit pro sniZeni osmotického

gradientu, a zpomalit tim ztratu vody, coz mize byt v suchych podminkach pro pteziti klicové.
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Obr. 5: Grafy znazornujici vzristajici hladiny polyold sorbitolu a ribitolu v zavislosti na

rostouci salinité. Podle [68].
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3.2. Tolerance vyschnuti
I pres fadu mechanismi, které maji za cil omezit ztratu vody z bunék, je pti desikaci prakticky
nemozné vyhnout se ji zcela. V takovém piipad¢ je potieba zabranit poskozeni, které by
v diisledku dehydratace mohlo vznikat (viz kap. 2.). Pravé to, zda se buitka dokdze vyrovnat
s desikacnim a rehydrata¢nim stresem a zda je schopna dostatecné odstinit poskozeni z n¢;,
vymezuje skupinu organismu, které oznacujeme za tolerantni vii¢i desikaci. Hranice miry
dehydratace, pro kterou jiz organismus stanovujeme jako ,,tolerantni®, je nastavena na hodnotu
0,1 g (H20) g (suché hmotnosti) [11]. Kromé zna¢ného mnoZstvi fas, je schopnost pieZit
takové vyschnuti znama 1 u liSejnikti, mechi, cévnatych rostlin, ale i zivo€ichu [11]. Pro pteziti
fasy je v tomto ptipad¢ zdsadni ochrana bunécéné stény, enzymi, antioxidacni ¢innost, ale také
ochrana pied svételnym stresem, ktery je vysychanim umocnén. Strategie vyuziti jednotlivych
mechanismi, ¢i obecné to, zda jsou vyuzivany hlavné mechanismy s cilem vyhnuti se
vyschnuti nebo jeho tolerance, se v rdmci jednotlivych linii fas podstatné 1i$i. Nékteré spoléhaji

primarné jen na jednu z téchto strategii, jiné vyuzivaji kombinaci obojiho.

3.2.1. Morfologické adaptace
V prvni fadé tasy disponuji adaptacemi, které souvisi s jejich morfologii. Mezi né patii tiprava
slozeni bunétné stény pro veétsi flexibilitu, zména morfologie chloroplastt, tvorba

plastoglobuli ¢i rozdéleni vakuol.

3.2.1.1. Flexibilizace bunééné stény
Vzhledem k tomu, Ze pfi vysychani dochazi ke snizovani turgoru, hrozi bunice plazmolyza, a
tedy 1 poSkozeni ¢i pietrZzeni plazmodezm [27]. Je tedy vhodné snizit rigiditu buné¢né stény a
tim do urcité miry umoznit jeji prohybani spolecné s plazmalemou [28]. Flexibilni buné¢na
sténa je pro toleranci desikace dlleZitd, ukazuje se to jak u aeroterestrickych, tak u litoralnich
fas [28], [75]. Rigidita bunécné stény je dana jejim slozenim. Zejména vyssi podil pektint
(konkrétné homogalaktouronanu) propiijcuji sténé vétsi flexibilitu [13], [76]. Podobné takeé
hraje roli podil hemiceluléz [77], obsah polymerd obsahujicich arabindézu
(arabinogalaktanovych proteintl, pektino-arabinant ¢i arabinoxylant) [78] a u nékterych fas,

zejména u Zygnematophyceae, také extensin nebo expansin [76], [79].

U nékterych tas se také v souvislosti s flexibilizaci bunécné stény zda klicovy polysacaharid
kal6za. Ta je velmi diileZit4 pfi reparacnich mechanismech, naptiklad pti poskozeni patogenem,
suchem ¢i zatézi toxickymi kovy [80]. Je tedy velmi efektivni 1 pii opravé membran a dalSich

struktur. Jeji akumulace u vysychajicich fas tudiz zajist'uje efektivni opravu bunécné stény pii

11



jejim smr$tovani a diky tomu ji v urcité mite také proptjcuje vyssi flexibilitu [81]. Herburger
a Holzinger [82] ukazuji, ze se v zelené fase rodu Klebsormidium béhem desikace opravdu
zastoupeni kalozy vyrazné zvySuje (obr. 6). Mezitim v fase rodu Zygnema se nezvysuje témet
vibec, patrné jelikoz Zygnema pro flexibilizaci bunééné stény vyuziva extensinll, expansind a
dalsich latek, které se u Klebsormidia nenachazi [76]. Jelikoz je kal6za syntetizovana na
plazmalemé¢ [83], muze efektivné opravovat bunécnou sténu jen dokud nedojde k plazmolyze
a odtrzeni plazmalemy. ZvIasté dalezité je depozice kaldzy v mistech kontaktu vice bun¢k, zde

je totiz mechanické namahani pii vysychani nejveétsi [82].
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Obr. 6: Zvysujici se hladina kaldzy pti postupné desikaci tas rodu Klebsormidium a

nezvysujici se u rodu Zygnema. Podle [82].

3.2.1.2. Zména ve vakuomu
U tas 1 vyssich rostlin je pfi vysychani Casto pozorovano rozdéleni centralni vakuoly na né¢kolik
mensSich [84], [85]. Méni se tak vyznamné jeji pomér povrchu ku objemu, coz je zadsadni,
jelikoz musi buiika syntetizovat novy tonoplast, kvili vétsi celkové délce vakuolarni
membrany [86]. Nekolik malych vakuol poskytuje buiice vétsi mechanickou stabilitu neZ jedna
velka [87]. Pti silném osmotickém tlaku by navic mohla velkd vakuola lehce prasknout, coz by

pro buniku mohlo byt letalni. Toto riziko je u n€kolika menSich vakuol potlaceno [88].
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3.2.1.3. Plastoglobuly

Velmi casto je u fas po desikaci pozorovano zvysené mnozstvi plastoglobulii [28], [89]. Tyto
lipoproteinové Castice jsou soucasti membran thylakoidl a jejich zvySena abundance béhem
stresu neni nahodna. Zaprvé svym objemem napomahaji udrzeni mechanické stability. Obsah
pevnych Castic zna¢i véEtsi stabilitu (viz obr. 7) a pravé plastoglobuly tomuto v bufice
napomahaji [88]. Rovnéz je tento mechanismus Uzce provazan s typem vakuomu (viz
piedchozi podkapitola). Zadruhé také obsahuji mnozstvi latek, které se také v ochrané pred
desikaci uplatiiuji (napiiklad tokoferoly, karotenoidy, triacylglyceroly) [90]. V této souvislosti
je ovsem dulezité, ze plastoglobuly zvysuji svou abundanci i pii ostatnich stresech, naptiklad
svételném &1 pii zvySené toxicité prostiedi a nemohou byt tedy chépany jako specificka

adaptace proti vysychani [90].

-0.5 MPa -5 MPa -15 MPa

60 % objemu tvori sucha hmota,

nékolik mensich vakuol

A

15 % objemu tvofi sucha hmota,
jedna velka vakuola

Obr. 7: ZmenSovani bunky osmotickym tlakem. Riizny charakter zmenSovani pro buiiky

s vysokym a nizkym podilem suché hmoty. Upraveno podle [88].

3.2.2. Antioxida¢ni aktivita
Desikace vede k nadmérné produkci reaktivnich forem kysliku (viz kap. 2.2.3.), které mohou
zpusobovat znacna poskozeni. Aby bunika témto poskozenim ptedesla, produkuje latky, které

s ROS reaguji a neutralizuji je. Takova antioxidacni ¢innost samoziejmeé neni jevem vyluénym

13



jen pro zelené fasy, a proto je fada téchto bazalnich mechanismii k nalezeni 1 napfi¢ riznymi

eukaryotickymi superskupinami [91].

3.2.2.1. Karotenoidy

Karotenoidy hraji v ochrané pied ROS naprosto zédsadni roli. Jejich antioxidacni vyznam
spociva jednak v konkurencnim zachytdvani pfichazejicich fotonli a tim znemoznéni piilisné
excitace chlorofylu a vzniku ROS [92], dale v oxidaci excitovaného chlorofylu a opét zdbrané
vzniku ROS [39] a nakonec, pokud se jejich vzniku zabranit nepodafi, maji roli i jako zhaSece
jiz existujicich ROS [93]. Jelikoz je k samotné ochrané pied vznikem ROS zapottebi dostatecna
proximita mezi danym karotenoidem a chlorofylem, kterému hrozi pteexcitovani, je tato forma
ochrany atributem primarnich karotenoidi, které jsou integrovany v komplexech fotosystémii,
tedy napiiklad zeaxantinu nebo B-karotenu [94]. Sekundarni karotenoidy, které zde nejsou a
jsou lokalizovany volné€ v cytosolu (jako naptiklad astaxantin), plni roli spiSe ,,vychytdvaci*

Jiz existujicich ROS [93].

Zeaxantin je v souvislosti s desikaci patrné tim nejvyznamnéj$im primarnim karotenoidem.
Jeho produkce je piimo vyvoland desikaci. V rdmci xantofylového cyklu totiz dochazi
k pfechodiim mezi violaxantinem a zeaxantinem (viz obr. 8). Enzym, ktery zptisobuje pfechod
ze zeaxantinu na violaxantin (zeaxantin epoxidaza) je vSak inhibovan desikacnim stresem [95],
zatimco antagonistickd violaxantin deepoxidéaza je funk¢ni 1 pfi velmi nizkém obsahu vody.
Prechod k zeaxantinu tak pii dehydrataci probihé ¢astéji. Zeaxantin chrani pfed vznikem ROS
tak, Ze se vaze na protonované proteiny ve svétlosbérné anténé fotosystému II a konkuruje tak

v zachytdvani elektront jeho reakénimu centru [92].

Astaxantin je dalS$im dileZitym karotenoidem. Jeho role spociva piedev§im ve zhaSeni ROS
v cytosolu a ochrané¢ membran [93]. Nejcastéji vychytava singletovy kyslik [94] a vzhledem
k vysoké abundanci v buiikdch pod stresem [96] je patrné pro ochranu pii desikaci velmi
dalezity. Podobné antioxida¢ni ucinky vykazuji i jeho estery, které mohou tvofit 1 naprostou

vétsinu vSech karotenoida v bunce (v extrémech az 98 %) [97].

K ochran¢ pfed ROS samoziejmé ale ptispivaji i dalsi karotenoidy, jako lutein ¢i B-karoten

[91].
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Obr. 8: Xantofylovy cyklus, VDE = violaxantin deepoxidaza, ZE = zeaxantin epoxidaza.

Podle [98].

3.2.2.2. Tokoferoly

Tokoferoly (souhrnné s tokotrienoly oznafovany jako vitamin E) jsou také zasadnimi
antioxidanty. Stejn¢ jako astaxantin jsou také lipofilni, a proto jsou ve velkém mnozstvi
k nalezeni v plastoglobulech [90]. Jejich antioxida¢ni Cinnost se ¢asteéné prekryva s icinkem
zeaxantinu a proto Havaux et al. [99], [100] pozorovali, ze pfi nedostatku jednoho z téchto
metabolitll je vyrazné zvySena produkce druhého a naopak. Nejcetnéj$i z moZnych variant je
a-tokoferol [13]. 1 molekula a-tokoferolu je pfed svou degradaci schopna vychytat az 120
molekul singletového kysliku [101]. Kromé této ochrany také hraje roli v reparacnich

mechanismech fotosystému Il a v ochrané¢ membran pied degradaci [102].

3.2.2.3. Antioxidac¢ni enzymy

Bunka ma k dispozici 1 enzymy, které slouZi ke zbavovani se ROS. Nékteré se ti€astni vétSich

cykll, spole¢né s neenzymatickymi slozkami, jiné konaji samotné.

e Superoxid dismutiza (SOD) je jednim z pfednich enzym, které maji antioxida¢ni
¢innost. SlouZzi pfedev§im ke zhaSeni superoxidového radikélu, ovSem za vzniku
peroxidu vodiku, ktery musi byt dale zpracovan [37].

o Katalaza slouZi k rozkladu peroxidu vodiku. Jeji ¢innost je nezavisld na ostatnich
antioxidantech a rozklada H,O; za vzniku vody a kysliku [103].

e Askorbat peroxidaza je vyznamna zejména pro jeji ucast v askorbat-glutathionovém
cyklu (viz obr. 9). Zde za vstupu askorbatu a peroxidu vodiku, vytvari

monodehydroaskorbat a vodu, ¢imz se také Skodliveho H»>O» zbavuje [104].
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K fungovéni tohoto cyklu jsou ale dale potieba enzymy glutathion reduktdza a
dehydroaskorbat reduktaza [104].

H,0, H,0

@-— ~ MDHA

b

——

NAD(P)H NAD(P)*

GSSG - ~_ GSH

NAD(P)H NAD(P)*

Obr. 9: Askorbat-glutathionovy cyklus. APX — askorbat peroxidaza, MDHA —
monodehydroaskorbat, DHA — dehydroaskorbat, DHAR — dehydroaskorbat reduktaza,
GR — glutathion reduktaza, GSH — redukovana forma glutathionu, GSSG — glutathion

disulfid. Upraveno podle [104].

3.2.2.4. DalSi podptrné neenzymatické antioxidanty
Kromé¢ vyse zminénych antioxidantti, které maji hlavni roli ve zhaSeni ROS jsou zde jesté dalsi

podptirné latky, které casto maji jinou primarni funkci, ale mimo tu plni i roli jako antioxidanty.

e MAAs (Mycosporine-like amino acids) jsou drobné sekundarni metabolity, které¢ maji
primarni roli v ochrané pted nadmérnym UV zafenim [105], [106], ale n¢které z nich
(naptiklad mykosporin-glycin) také funguji jako antioxidanty [107].

¢ Glutathion je tripeptid, ktery plisobi v buiikach jako antioxidant. Jednak svou pfimou
oxidaci, kdy vychytava ROS a ptechazi z podoby GSH do GSSG nebo ucasti ve vyse
zminéném askorbat-glutathionovém cyklu. Je také dulezity pro udrzovani spravné
osmoregulace v cytosolu, a proto také hraje roli pfi vyrovnavani se s rehydrata¢nim
stresem [13], [108]. Proto je také jeho koncentrace v buiikach vyrazné€ zvySena béhem
vysychani [18].

e Putrescin a polyaminy maji v fasach také antioxida¢ni uc¢inky [109].
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e Fenoly maji primarni funkci v ochran¢ pifed UV, nicméné nékteré funguji jako
antioxidanty a zejména chrani lipidy pred peroxidaci [110], [111].

¢ Polyoly maji kromé své funkce v osmoregulaci a v ochrané¢ makromolekul také roli ve
zhéaseni ROS [112].

¢ Prolin jako jedna z mala aminokyselin také vykazuje pfimy antioxida¢ni ucinek. Mimo

to ma také roli v udrzovani turgoru a v ochrané proti UV [63].

3.2.3. Ochrana makromolekul
Protoze vysychani muze v bunikdch vést k poskozeni proteinli a membran, je zapotiebi
ochrannych adaptaci, nejcastéji v podobé metabolitil, které dané makromolekuly stabilizuji a
zabrani jejich degradaci. Krom¢ toho mohou taky nékteré latky pouze dopoméhat k vytvoreni

prostiedi ve kterém k poSkozeni nedochézi tak Casto.

Specifickym typem ochrany je aktivace akvaporintl, které zvySuji permeabilitu membran a

snizuji riziko poSkozeni v disledku rehydratac¢niho stresu [18], [41], [113].

3.2.3.1. Stabilizatory
Zakladnimi zptisoby ochrany proteinti ¢i fosfolipidl pfed desikaci jsou vytvoteni hydrataéniho
obalu, nahrazeni stavebni funkce vody nebo stabilizaci a opravou jiz poskozenych proteint.

Existuje tfada latek, které k této pfimé ochrané¢ makromolekul ptispivaji.

Neredukujici sacharidy

Né&které oligosacharidy, zejména trehal6za a sachardza chrani proteiny a fosfolipidy pred
poSkozenim, nahrazenim strukturni funkce vody a tvorbou hydratacniho obalu. Na tyto ucely
je vyuzivana piedevSim trehaldza. V piipadé fosfolipidli se trehaléza vaze svymi -OH
skupinami na fosfatové hlavicky a nahrazuje tak stavebni funkci vody [42]. Tim brani
zintenzivnéni Van der Waalsovych interakci a stabilizuje fosfolipidovou vrstvu. Sacharéza je
stejné funkce schopna také, ackoliv je ji potteba pro stejny vysledek vyssi hladina [114]. Pfi
ochran¢ proteinu vytvofii sacharidy hydrata¢ni obal, ktery udrzuje strukturu proteinu 1 pfi silné
dehydrataci buiiky (viz obr. 10). Pokud vsak podil vody v buiice klesne pod 30 %, je i z tohoto
obalu voda odstranéna a neredukujici sacharidy (pfedevsim trehaldza a sachar6za) podobné
jako v ptipad¢ fosfolipidi zastoupi funkci vody a svymi -OH skupinami se navazou na polarni
konce proteinid [115]. Trehal6za je pomérné inertni a pfi vysychdni oproti jinym sacharidim

1épe piechazi do stavu vitrifikace nez krystalizace, coz je pro ochranou funkci dilezité [22].
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Obr. 10: Mechanismus stabilizace struktury proteinu béhem desikace. Cukry v butice
tolerantni k desikaci (c,d) vytvafi hydratacni obal a pii Gplném vyschnuti nahrazuji roli vody,

¢imz je na rozdil od senzitivni bunky zabranéno destabilizaci proteinu. Upraveno podle [20]

LEA proteiny

LEA proteiny (late embryogenesis abundant proteins) jsou skupinou malych a silné
hydrofilnich proteint, které maji v ochrané proteinli a membran podobnou roli jako vySe
zminéné disacharidy. Vytvaii kolem proteini také hydratac¢ni obal, ktery udrzuje proteiny
v nedegradované podobé& [116]. Pokud je desikace pfili$ intenzivni, funguji LEA proteiny jako
chaperony, které brani ostatnim proteintim v agregaci a ptipadné denaturaci [117]. Nefunguji
takto ale vSechny LEA proteiny, jak ukazuji Holzinger et al. [67], n€které z nich jsou pfi

desikaci dokonce potlaceny.
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Proteiny tepelného Soku

Proteiny tepleného Soku neboli HSP (heat shock proteins) jsou molekuly reagujici na Sirokou
Skalu strest. Funguji jako chaperony a pii desikaci maji zejména vyznam ve stabilizaci
proteinl. Pomahaji spravnému skladdani proteinti, které jsou tplné nebo caste¢né neusporadané
[118]. Brani také agregaci a nechténym interakcim mezi nimi [13]. Diky témto podpirnym

ucinkim jejich abundance béhem desikace roste [84].

Tokoferoly
Kromé jejich vySe zminéné antioxidacni funkce, tokoferoly také stabilizuji fosfolipidové

membrany. Béhem desikace dochazi k Cast¢jsi peroxidaci fosfolipidil, a tedy i1 CastéjSimu
vzniku lysofosfolipidd, které svou asymetrii membranu zakiivuji a negativné tak ovliviuji jeji
propustnost a fluiditu. Tokoferoly tyto asymetrie vyrovnavaji a udrzuji tak membranu funkéni

(viz obr. 11) [102].

Lysophosphohpld

%W‘-‘— o-Tocopherol

Obr. 11: Schéma komplementarity lysofosfolipidl a a-tokoferolu. Tokoferol vyrovnava

asymetrii lysofosfolipidu a tim stabilizuje membranu. Podle [102].

Dalsi podpurné stabilizatory

Mimo vyse zminéné latky, maji podobné ochranné vlastnosti jesté dalsi. Casto vsak pouze
doplikové k jejich jiné hlavni funkci. Naptiklad polyoliim je pfipisovana schopnost stabilizace
proteint a tvorby hydratacnich obalii [119]. Prolin ma zase spole¢né s cukry funkci tvorby

stabiliza¢nich hydratac¢nich obalt (viz obr. 10).

3.2.3.2. Skelny stav
Skelny stav (glassy state) je piechodny stav cytoplazmy, kdy dosdhne béhem vysychani

extrémni viskozity. V takovém stavu ma poté castecné vlastnosti kapaliny (naptiklad relativni
pozice molekul je v podstaté ndhodnd) a ¢asteéné pevné latky (mechanické vlastnosti) [120].

JelikoZ je v takovém stavu dramaticky sniZzena molekularni kinetika je skelny stav vyhodny
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pro zachovani makromolekul béhem desikace. Nizka kinetika znamena totiz také vyrazné nizsi
tempo degradacnich procesii a ke Skodlivym reakcim tak dochézi méné Casto [32]. Tento stav
nastava, pokud obsah vody v buiice klesne pod pfiblizné 0,1-0,15 g (H20) - g! (suché
hmotnosti). Jiz od 0,3 g (H20) - g (suché hmotnosti) se ale viskozita cytoplazmy zvysuje
exponencialné (viz obr. 12). Pro vznik této amorfni hmoty, je také zapotiebi ucast cukra
(ptedevsim sachardzy a trehalozy) a LEA proteint [120]. VIiv ma samoziejmé i okolni teplota

[120].
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Obr. 12: Graf zavislosti viskozity cytoplazmy na obsahu vody v buiice. Pfi hodnoté 0,3 je

patrna zména faze. Upraveno podle [120].

3.2.4. Regulace proteomu
Pro preziti vyschnuti je krom¢ akumulace ochrannych latek také dulezita regulace syntézy
nékterych proteint, které by béhem desikace byly neuZzite¢né nebo dokonce vedly k poskozeni.
Rasy tolerantni vii¢i desikaci na to maji metabolismus uzptisoben 1épe, a proto se také pfi
vyschnuti vychyluje podstatné méné nez u tfas senzitivnich [66]. Naptiklad je pro fasu vhodné
snizit expresi proteinli, souvisejicich s fotosyntézou a asimilaci uhliku [84], [121] nebot
¢innost preexcitovaného svétlosbérného komplexu muize vést ke vzniku ROS. Snizuje se tedy
v buiikach obsah chlorofylu [96], enzymu RuBisCO [122], ale 1 dal$ich struktur s fotosyntézou

souvisejicich [121]. Holzinger et al. [67] ale naproti tomu ukazuji, Ze nckdy muize byt
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transkriptd souvisejicich s fotosyntézou po desikaci i vice, mozna se souvisejici pfipravou na

rehydrataci a obnovu asimila¢ni ¢innosti.

Kromé¢ toho je také sniZzena produkce proteini souvisejicich s replikaci DNA, syntézou
aminokyselin a kofaktort, energetickym metabolismem a reakci na podnéty [67], [121]. Je vSak
otazkou, jestli jsou to regulace bunkou cilené nebo je jen syntéza nékterych téchto proteinti
citlivad na vysychéni, jak nastinuji Gasulla et al. [84]. [52] ukazuji, Ze celkovy obsah proteini
se po desikaci mlze snizit i o 10 %, navzdory tomu, Ze buitka produkuje zna¢né mnozstvi

proteinii uréenych k ochrang.

Celkove je tedy spravna regulace syntézy a degradace specifickych proteinti také dulezita a

ukazuje se, Ze se bez ni fasy tolerujici desikaci neobejdou [121].

3.3. Rezistentni stadia
Pti vystaveni desika¢nimu ¢i jinému stresu, tvofi zelené fasy fadu rezistentnich typii bunék,
kterychzto udél je preckani kritického obdobi. Existuje mnoho riznych typt téchto stadii, ktera
se 1i$i vznikem i morfologii. Pro zékladni rozliSeni je potieba délit na ty, které vznikly
nepohlavni cestou (cysty, aplanospory, akinety...) a pohlavni cestou (oospory, zygospory...).
Spolecna je pro né zesilena bunécna sténa a zvySend akumulace zasobnich latek. Jejich vznik
je také indukovan pravé vysychanim [53]. Pokud toto rezistentni stddium piecka stresové
obdobi, nasledné obnovuje svou metabolickou ¢innost a bud’'to pfechazi do podoby standardni
vegetativni bunky nebo se meioticky dé€li. Takova germinace je ovSem pomérné naro¢na, a
proto fasy rostouci v téch nejkritictéjSich prostredich, jako jsou ledovce, typicky netvori
rezistentni pohlavni spory ani jina stadia, kterd maji specializovanou bunécnou sténu [23].
Stres je v takovych mistech ptitomny prakticky neustale, a tudiz ziskavaji vétsi vyhodu ty tasy,
které se snim umi vyrovnat v ramci vegetativnich bunék [123]. Naproti tomu strategie
rezistentnich pohlavnich spor je vhodné do prostiedi s vyraznou sezonni dynamikou (napiiklad
pro vodni fasy v periodicky vysychajicich prostiedich) [19].
Mezi hlavni rezistentni formy, které zelené tasy tvofti patii:
e AKkinety; odvozené vegetativni buiiky, které tvoii specializovanou ztloustlou buné¢nou
sténu (podobnou sténdm zygospor), akumuluji ve velké mite fenoly a lipidy a vyskytu;ji
se samostatn¢ od vlakna [23], [85].

e Preakinety; bunky podobné akinetdm, které ale zlstavaji ve vlakné [85]. Jedna se o

staré vegetativni bunky se zesilenou bunécnou sténou, snizenou fyziologickou aktivitou
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a omezenym délenim [59], [85]. Jsou typické pro Zygnematophyceae. Nicméné rod
Klebsormidium tvofi rezistentni bunky podobného typu [52].

e Palmeloidni stadia; nepohybliva stadia bicikatych fas. U zelenych tas typickéd pro
Chlorophyceae. Casto piechodna stadia pro tvorbu cyst, napiiklad u fasy
Haematococcus lacustris (dtive pluvialis) [94].

e OQOospory; rezistentni zygoty u tfidy Charophyceae. Jsou specifické inkrustaci
bunécnych stén a tvorbou vapenatého obalu [23]. Jedna se o jediné Zivotni stadium
Charophyceae, které je odolné vici desikaci.

e Zygospory; dormantni zygoty u tfid Coleochaetophyceae a Zygnematophyceae [23].

e Aplanospory; rezistentni vegetativni buiiky, vzniklé odtrZzenim protoplastu od bunécné
stény a vytvorenim stény nové [23].

Velka ¢ast téchto odolnych forem je bézna pro Zygnematophyceae, které jsou také proto Casto
preakinety maji opravdu vyrazné lepsi toleranci viici vysychani nez bézné mladé vegetativni

buiky.
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4. Zisk tolerance vysychani v evolucni historii a diverzita

Dnes je tolerance vysychani zdlezitosti spolecnou pro skupiny fas napfi¢ fylogenetickym
stromem. JelikoZ jsou zelené fasy velice starou skupinou a k prvnimu osidlovani souse doslo
jiz pred stovkami miliont let, je 1 velkd ¢ast odpovidajicich mechanismt zakotfenéna velmi
bazéalné. Nejstarsi piimé fosilni diikazy datuji prvni terestrické rostliny do rozmezi dapingian-
darriwilian, tedy pfiblizn¢ 470 miliont let zpét [125]. Terestrické formy, naptiklad
chlorofytnich tas, v§ak mohou byt i zna¢né star§i. Geochemické cykly a dalsi nepiimé dilkazy
poukazuji na existenci fotosynteticky aktivnich mikrobidlnich povrchi, jiz pied ptiblizné 850
miliony lety [125]. Zda byly soucasti téchto povrchil i zelené tasy, je predmétem debat a fosilné
tento fakt nebyl doloZen. Presto vSak takova predstava neni nepravdépodobna. Ukazuje se také,
ze jiz posledni spole¢ny predek streptofyt pravdépodobné desikaci toleroval [126]. Vzhledem
k tomu, ze rozdéleni linii Chlorophyta a Streptophyta je datovano na ptiblizné 900 mil. let pft.

n. 1. [127], ukazoval by tento z&dvér na velmi starou toleranci vyschnuti.

Samotna tolerance byla patrné v evoluci zelenych fas mnohokrat ziskdna i ztracena. V ramci
chlorofytni linie, je zndma u vSech tfi hlavnich tfid (Chlorophyceae, Trebouxiophyceae a
Ulvophyceae), zatimco u bazalnich ,,prasinofyt” neni viilbec (coZ neznamena, Ze napiiklad
netvofi sliz nebo nedélaji palmeloidni stadia). Je samoziejmé také tuzce propojena
s terestrickym vyskytem. Cetnost vyskytu odolnosti viiéi desikaci u riiznych ttid zelenych fas

je znazornéna na obr. 13.

Ve tfidé Ulvophyceae jsou terestricti zastupci v fadech Scotinosphaerales [128], Ignatiales
[128], Ulvales (zde ne ptimo terestricti, ale obyvajici supralitordl) [75], Cladophorales [129] a
nejvyznamnéji u Trentepohliales [5]. Pravé posledni zminiovany fad zahrnuje pouze terestrické

zastupce, kteti ziji jak volné aeroterestricky, tak i jako parazité, ale i jako fotobionti lisejniki.

Nejvyznamnéjsi terestrickou chlorofytni tfidou jsou Trebouxiophyceae. Vyznamni
aeroterestricti zastupci jsou v fadu Chlorellales. Rody Apatococcus nebo Chlorella tvoti Casto
dominantni pokryvy v aeroterestrickych podminkach [5]. Klicovy je také tad Trebouxiales,
piedevSim pro Casté symbiozy v liSejnicich. Jiz rod Trebouxia je jednim z né¢jCastéjSich
liSejnikovych fotobiontli [130]. DalSimi vyznamnymi rody jsou ale 1 Asterochloris
Vulcanochloris nebo Myrmecia. Dileziti fotobionti jsou vSak i v jinych fadech, napftiklad
Elliptochloris z fadu Prasiolales nebo Symbiochloris. Kromé interakei v liSejniku ale nékteré

ey

z téchto fas ziji 1 voln¢ aeroterestrickym zptisobem. Kromé nich najdeme 1 striktné solitérni
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erestrické fasy v fadech Prasiolales a Watanabeales [131], [132]. Zajimavy a dualezity je i
aerofyticky rod Coccomyxa.

Ve tiidé Chlorophyceae se s terestrickymi zastupci setkdme ve vSech fadech s vyjimkou
Chaetopeltidales. V zadném z nich ale netvoii vétSinu diverzity, a jedna se spiSe vybrané
zastupce. V tadu Sphaeropleales se jedna o jednorodové celedé Bracteacoccaceae (s rodem
Bracteacoccus) [133] a Chromochloridaceae (s rodem Chromochloris) [134]. U tadu
Chlamydomonadales je to naptiklad snézna tasa Sanguina nebo pudni tasa Chlorococcum
[135], [136]. U tadu Chaetophorales naptiklad Fritschiella [137] a u Oedogoniales piimo

n¢které druhy rodu Oedogonium [138] nebo rod Oedocladium. Zajimavosti jsou pak terestricti

zastupci u kladu Jenufa [139].

Vramci fas streptofytnich jsou terestricti zastupci v tfidach Zygnematophyceae,

Klebsormidiophyceae [140] a Chlorokybophyceae [141]. Zejména Zygnematophyceae jsou
opravdu dilezité a v extrémnim prostfedi povrchu ledovcl tvofi dominantni pokryv (rody
Mesotaenium, Cylindrocystis, Ancylonema) [142]. Jsou také specifické tvorbou riznych velmi
rezistentnich stadii, diky kterym drsné podminky piezivaji. Ptiklady vyznamnych rodu, které

ptezivaji vysychani jsou naptiklad Zygnema nebo Zygogonium.
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Obr. 13: Evolu¢ni strom Viridiplantae, zobrazujici frekvenci tolerance vici desikaci u

jednotlivych skupin: Zadna, *Malo &asta, **Casta, ***Velmi Gasta. Podle [21].
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Pomijivost této tolerance muze byt také demonstrovana jinymi fenomény. Naptiklad Terlova
et al. [89] ukazuji, Ze 1 blizce pfibuzné taxony mohou vykazovat zcela jinou odpovéd’ na
vysychani. Podobné také rozdily v konkrétnich produkovanych obrannych latkdch ukazuji
Casto nezavisly vznik. Zatimco Chlorophyta akumuluji pfi vysychéani jako vyznamné osmolyty
polyoly, u streptofytnich fas takto vyuzivany prakticky nejsou [2], [45]. Napiiklad u
Klebsormidiophyceae je pro osmotickou regulaci mnohem kliCovéjsi sacharoza (citace).
Zeaxantin je hojn¢ jako fotoprotektant a antioxidant vyuzivan naptiklad u Trebouxiophyceae a
Klebsormidiophyceae, ale ne u Zygnematophyceae [ 143]. Ty naproti tomu akumuluji fenolické
latky (citace). Nekteré LEA proteiny jsou spolecné pro Chlorophyta i Streptophyta, jiné se
objevuji az u Streptophyta a nékteré dokonce az u vysSich rostlin [18]. I pfes tyto a dalsi rozdily
je ale velka Cast ochrany proti vysychani zalozena na bazalnich mechanismech, které jsou
spole¢né od Chlorophyta az po Embryophyta [18]. Komplexni piehled o rozdilech v obrannych
metabolitech mezi tfidami a oddé€lenimi zelenych fas bohuzel neni mozny, jelikoz dikladné

studium vysychani je prozatim realizovano jen u vybranych skupin a rodu.
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5. Ziskani tolerance vysychani

Mira tolerance vysychdani se 1i§i nejen mezi riznymi druhy fas, ale také mlze vyrazné variovat
v ramci jediného druhu. Zda se, ze piinejmensim cast obrannych mechanisma neni u fas
vrozena a musi byt ziskana v pribéhu zivotniho cyklu. Ruzné faktory tak toto ziskavani
ovlivituji a utvaii pro jednotlivé populace odlisné moznosti tolerovat desikaci. Ne kazdy
abioticky faktor vSak zpusobuje rozdily v toleranci, naptiklad nadmoiska vyska patrné roli

nehraje, jak ukazuji Karsten et al. [144].

Neékteré procesy jisté¢ budou dané genetikou daného druhu a budou v bunkéch stale aktivni.
Tyto mechanismy se oznacuji v literatute jako konstitutivni. Takové mechanismy jsou efektivni
pfi rychlych a prudkych zménach vlhkosti, kdy by pomala aklimace nestacila. Jak naptiklad
ukazuji Gasulla et al. [84], Asterochloris erici je schopen prezit i rychlé a silné vysuSeni.
Nekteré ochranné latky jsou akumulovany konstitutivng, naptiklad MAAs [145], a¢ i u nich
muze byt vyssi koncentrace indukovatelna externimi vlivy jako je osvit [132], [145]. Podobné,
zastoupeni polyolt ma urcity preventivni pasivni charakter. Hell et al. [146] ukazuji, ze
zastupci rodtt Coccomyxa a Trebouxia akumuluji polyol arabitol, jehoz koncentrace se vSak
s postupnou aklimaci na vysychani snizuje a je nahrazena jinymi polyoly. Mechanismy
umoznujici preziti silné a rychlé desikace mohou byt praktické pro Sitfeni vétrem [147] a proto
jich také fasy vyuzivaji. Naproti tomu nékteré, patrné bézné tolerantni k desikaci nejsou a musi

tuto vlastnost ziskat, naptiklad Haematococcus lacustris, jak ukazuji [96].

5.1. Ziskani tolerance postupnou aklimaci
Z literatury je patrné, ze nékteré druhy tas projevuji v riznych Zzivotnich stadiich ¢i pii
pomalém navozovani vysychani, rozdilnou toleranci. Vystaveni fasy delsi periodé¢ mirného
sucha muze zasadné zvysit Sance na preZiti jinak letdlniho vyschnuti. Délka a mira vysychani
vyrazné ovliviiuje, jakym zplisobem bude fasa schopna jej pfeZit a obnovit svou
fotosyntetickou Cinnost [148], [149]. Ukazuje se, ze vzorky z oblasti s vyS§i mirou desikace,
maji i v laboratofi nasledné zvysenou odolnost [150]. Podobné Pichrtové et al. [59] ukazuji, Ze
kmeny péstované terestrickym zplisobem (na agaru) snaseji desikaci 1épe nez ty z kapalného
média. To zcela jasné¢ poukazuje na moznost aklimace. Postupné zlepSovani tolerance
k desikaci pfi mirném suSeni také pozorovali Roach et al. [96]. Jistou aklimaci popisuji i Hell
et al. [146], ktefi také zaznamenali, Ze pifi opakovanych cyklech desikace-rehydratace se

postupné méni sloZeni obsazenych polyolil a dal$ich obranych latek (naptiklad doslo k posunu
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pomeérti polyoli s narGistem mannitolu na ukor arabitolu). Je mozné, ze pravé postupna
aklimace je pozadovana, aby fasa stihla udélat zmény ve svém metabolismu a naakumulovat
dostatek spravnych obrannych latek, naptiklad proteint, jak argumentuji Gray et al. [19]. V této
souvislosti je také vyznamné staii vlakna. Rippin et al. [113] pozorovali na zelené tase
Zygnema, 7e pouze vlakna stard alesponn nékolik mésicti tvofila preakinety a byla schopna
piezit rapidni vysychani, zatimco mlada vldkna ne. K podobnym zavérim dospéli 1 Herburger
et al. [85]. Podstatné také je, ze fasy jsou schopny nastartovat mechanismy vedouci k toleranci
desikace i na zéklad¢ velmi jemnych podnétd. Jakykoliv drobny stres i sebemensi pokles
v hydrataci mize tuto kaskadu procest spustit [96] a je tedy patrné, ze se nejedna o pouhou

selekci Ci pasivni reakci.

5.2. Faktory ovliviiujici zisk tolerance
Kromé prosté aklimace existuji také jiné mechanismy, kterymi Ize navodit nebo alespon zvysit
odolnost vii¢i vysychani. Typicka je jind forma stresu, ktera vede k vytvoreni odolného stadia
a diky tomu 1 vyssi odolnosti vii¢i suchu. Reakce na stresy se ¢asto velmi piekryvaji, a proto
napiiklad akumulace specifickych latek bude zvySovat jak odolnost proti suchu, tak proti
teploté nebo zateni. Naptiklad Vavrova et al. [151] ukazuji, Ze desikaci navozend odolna stadia

tasy Haematococcus lacustris také zvladaji 1épe teplotni extrémy.

Takto muze byt tolerance vysychani navozena naptiklad kultivaci za nedostatku dusiku. Pfi
depleci dusiku dochazi totiz ke zménam bunééného metabolismu. SniZuje se celkova produkce
proteint [52] a naproti tomu se tvoii vice lipidi a sacharidd [152], které (viz kap. 3.) maji
mnohé vyuziti v ochrannych sférach. Vice lipidii také znamena vice triacylglycerolt, a tedy 1
vice na n€ vazanych ochrannych latek, jako jsou tokoferoly nebo astaxantin [153]. Nedostatek
zivin také vede k tvorbé odolnych preakinet [59], [85], které 1épe snasi sucho a béZzné aklimace
k vysychani je akcelerovana. Naptiklad protein, ktery je zodpovédny za aktivaci
nefotochemického zhaSeni ROS byl také u fasy rodu Chlamydomonas nalezen ve vys$$i mite
pfi kultivaci s omezenym dusikem [154]. Pozitivni vliv nedostatku dusiku na akvizici tolerance
k vysychani rozvadi Pichrtova et al. [59]. Zde autofi predstavuji, ze kultury fas péstované
v depleci dusiku ztraci pii1 vysychani fyziologickou aktivitu pomaleji nez kontrolni alternativa.
Coz je také vysledek toho, ze pied vysychanim zaCinaly na niz§im vytézku. Nicméné po
dostatecné dlouhé desikaci, fasy péstované bez dusiku svym vytézkem pievySovaly kontrolu,
coz poskytuje diikaz o lep$i aklimaci pfi predchozim vystaveni stresu. Jak vSak argumentuji
Roach et al. [96], nedostatek dusiku jisté zisk tolerance akceleruje, ale neni jeji nutnou

prerekvizitou.
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Kromé¢ zivinové deplece ma také vliv mira ozatfeni. Neni piekvapenim, Ze naptiklad mira
zhaSeni ROS se 1i8i v zavislosti na osvitu. Fernandez-Marin et al. [155] naptiklad pozorovali
rozdil ve zhaSeni ROS u lisejnikt rodu Lobaria ve slunnéjsim dubovém lese a stinnéjsi bucing.
Ozareni indukuje akumulaci ochrannych latek, jako jsou astaxantin [96], fenoly [47] nebo
MAAs [132], [145]. Roach et al. [96] na svych vysledcich argumentuji, ze je svétlo dokonce
pro zisk tolerance naprosto zasadni a kultury fasy Haematococcus lacustris (diive pluvialis),
které byly suseny ve tmé toleranci neziskaly. Autofi toto odivodiuji prave na svétle zavislou
akumulaci tokoferolti a astaxantinu. Naproti tomu Gray et al. [19] ovSem na skupiné
chlorofytnich fas ukazuji, Ze ty, které byly suSeny ve tmé, obnovovaly svlij kvantovy vytézek
1épe nez ty, které byly suSené za svétla a prisuzuji tuto skutecnost zintenzivnéni svételného
stresu desikaci. Je tedy mozné, ze svétlo neni pro toleranci sucha nezbytné univerzalné pro
vSechny zelené fasy, ale pouze pro nékteré. U nékterych také ma pfinejmensim vyznam pro

urychleni zisku tolerance a s vy$§im osvitem se do jisté meze zvySuje i akvizi¢ni rychlost [96].
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6. Zavér a shrnuti
Vysychdni je fenomén, se kterym se zelené i jiné fasy musi potykat v riznych prostiedich.
Takova mista plisobi na fasy nebyvalym stresem, ktery citelné omezuje schopnost asimilace a

zivota jako takového.

Pro pochopeni obrannych mechanismil je nutno pochopit, jak vlastn¢ desikacni stres na fasy
pusobi. Jeho disledky zahrnuji fotoinhibici, zvySenou tvorbu reaktivnich forem kysliku, zménu
v propustnosti membran, zhustovani cytoplazmy a indukci interakci, degradujicich proteiny a

také vysoky osmoticky tlak pfi rehydrataci.

Na obranu ptfed témito obtizemi, maji fasy fadu specifickych i nespecifickych adaptaci.
Nejjednodussi moznosti je pokus vyhnout se dehydrataci a zajistit si dostatek vody i
v nehostinnych podminkach. Toho lze docilit akumulaci do vétSich seskupeni (jako jsou
biofilmy), upravou propustnosti bunééné stény, tvorbou slizu ¢i akumulaci osmolyti (napf.
polyolt ¢i sacharidil) a upravou své tonicity. Pokud vSak ke ztrat¢ vody dojde, je nutnost
vyrovnat se s dehydrataci. Proti poSkozeni bunééné stény se lze branit napf. jeji flexibilizaci.
Proti kyslikovym radikalim pomoci antioxidantd. Proti denaturaci proteinti a fosfolipidd
akumulaci stabiliza¢nich molekul. Stejné tak je ale dilezitd i jejich efektivni degradace.

Zejména pro terestrické fasy je poté klicova tvorba rezistentnich stadii, jako jsou akinety ¢i
Zygospory,

Zisk téchto mechanismi probéhl v evoluci mnohokrat a patrné byl dileZity jiz pro organismy
starStho paleozoika. Proto je také k nalezeni napii¢ fylogenetickym stromem a umoZnil

kolonizaci souSe a vyvoj dnes tak vyznamnych vysSich rostlin.

Ne kazda fasa je ale rezistentni ve své zakladni podobé a u n¢kterych je potieba jisté aklimace.
Postupnym otuzovanim miZe byt tolerance k vysychani ziskdna rychleji nebo dokonce
vyhradné. RovnéZ maji na zisk této tolerance i jiné vlivy jako napiiklad mira osviceni. Krome
toho je ale také kvli prekryvu mechanismil obrany, mozno ji navodit plisobenim jiné¢ho stresu

(naptiklad depleci Zivin).

Tato prace komplexné shrnuje reakce zelenych tas na desikacni stres. Od disledki stresu,
pfes mechanismy obrany az po jejich evoluci a pfipadné ziskani. Vhodnym rozsifenim do
budoucna by mohl byt pohled ekologicky, naptiklad jak velkou roli hraje desikace v utvareni
niky nebo také vice komparativni piistup (jak moc se 1i$i obranné mechanismy napfic

taxony).
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