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Abstrakt 
Tato práce shrnuje poznatky v oblasti obecných mechanismů reakce rostlin na sucho 

na genové úrovni, odpovědi na stres a rezistenci u rostlin. Práce je zaměřena na rostliny 

máku. Soustřeďuje se na optimalizaci metody pro laboratorní testování stresu sucha 

u máku a následně na ověření této metody na variabilní kolekci genových zdrojů. Op

timalizovaná metodika je pak využita k ověření vytipovaných stresových genů pomocí 

metody real-time P C R . Výsledkem byla zjištěna odlišná klíčivost jednotlivých odrůd 

při odlišných úrovních stresu. U vytipovaných stresových genů byla stanovena jejich 

relativní genová exprese při působení různých úrovní sucha. 

Klíčová slova: stres, sucho, mák, rezistence, změny genové exprese 

Abstract 
This work summarizes findings in the field of general mechanisms of plant response 

to drought at the gene level, stress response and resistance in plants. The work is fo

cused on poppy plants. It focuses on the optimization of the method for laboratory 

testing of drought stress in poppy and subsequently on the validation of this method 

on a variable collection of genotype sources. The optimized methodology is then used 

to verify selected stress genes using the real-time P C R method. A s a result, different 

germination rates were found for the different varieties at different stress levels. For 

selected stress genes, their relative gene expression was determined under different 

levels of drought stress. 
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Úvod 
Tématem této diplomové práce jsou genové změny při simulovaném stresu suchem 

u máku. Stres suchem patří mezi abiotické typy stresů a v současné době se stává velmi 

významným tématem. Rostliny se na rozdíl od živočichů nemohou pohybovat a nemají 

tak možnost utéci z dosahu působení stresu. Proto, aby mohly přežít, jsou nuceny se 

účinkům stresů přizpůsobovat. Stres suchem patří k těm vůbec nejméně příznivým ty

pům stresů pro růst a udržení života rostliny. 

Zejména pro zemědělství představuje sucho velký problém, jelikož může mít ne

gativní v l iv na výnos plodin. Vzhledem k tomu, že většina zemědělských ploch je 

v současné době sužována stresy, například právě suchem, dochází tak ke snížené pro

dukci. Jedná se o současný problém, který ovšem pravděpodobně bude aktuální i v bu

doucnosti. Populace na Zemi se totiž neustále zvyšuje a bude potřeba zajistit její ob

živu. Velkou hrozbou v tomto směruje také změna klimatu, která by mohla mít nega

tivní v l iv na zemědělskou produkci. Jedná se zejména o zmenšení pevninské plochy 

vlivem vzestupu hladiny moře a s tím související zasolování a o snížené množství vody 

pro zavlažování (Aydinalp a Cresser, 2008). 

V poslední době je tématu sucha věnována velká pozornost. Vědci se soustřeďují 

hlavně na molekulární mechanismy působení stresu. Snaží se je pochopit a zjistit, za co 

jsou jednotlivé geny zodpovědné a jak jednotlivé signální dráhy fungují. Dále je důle

žité pochopit, jak potom rostlina spouští odpovědi na sucho a zdaje při jeho intenziv

nějším působení schopna vytvořit si rezistenci na tento typ stresu. 

Obsahem této práce je literární rešerše zabývající se stresem ze sucha, jeho mole

kulárním mechanismem, odpovědí na stres a rezistencí. Následují také informace o 

máku v souvislosti se suchem. V praktické části této diplomové práce jsem pracovala 

na rostlinách máku. Zjišťovala jsem odpověď jednotlivých odrůd na působení sucha. 

Dále jsem ověřovala, zda se u rostlin máku vyskytují geny aktivované stresem ze su

cha. 
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1 Stres suchem 
Rostliny žiji v prostředí s proměnlivými vnějšími podmínkami, které jsou pro život 

buď vhodné, nebo méně vhodné a které působí na jejich růst, vývoj a rozmnožování. 

Méně vhodné podmínky potom rostliny nutí měnit se a přizpůsobovat se stávajícím 

podmínkám prostředí. Nejvíce limitujícím stresorem pro rostliny je vodní stres neboli 

sucho. Při působení sucha se snižuje především růst, zejména prodlužovací růst buněk, 

a fotosyntéza. Dochází k rychlým změnám aktivity enzymů, k tvorbě aminokyseliny 

prolinu, cukrů, alkoholů a dalších sloučenin, které zvyšují osmotický tlak v buňkách. 

Zvyšuje se zejména koncentrace kyseliny abscisové ( A B A ) (Bláha et al., 2003). 

Pokud vezmeme v úvahu všechny biotické i abiotické stresory, které mohou v pří

rodě na rostliny působit, je stres ze sucha jedním z nej nepříznivějších faktorů, které 

mohou ovlivňovat růst a výnos rostlin. Sucho může být velkou hrozbou, protože 

spouští širokou škálu reakcí, které mají ve výsledku v l iv na výnos plodin. Nástup sucha 

představuje velkou hrozbu zejména v udržitelnosti produkce v podmínkách s měnícím 

se klimatem. Pro porozumění mechanismům odolnosti rostlin vůči suchu je důležité 

porozumět zejména molekulárním a biochemickým mechanismů reakcí na sucho (An-

jum et al., 2011). Působením sucha dochází k výraznému snížení biomasy a výnosu 

(Rollins et al., 2013). Dispozice rostlin odolávat suchu jsou rozdílné u různých druhů 

rostlin. Záleží také na vývojovém stádiu rostliny, úrovni stresu a případně na dalších 

současně působících stresorech (Demirevska et al., 2009). 

Stres ze sucha má za následek řadu změněných procesů v rostlině. Kvůli snížené 

průduchové vodivosti se snižuje míra asimilace oxidu uhličitého. Zmenšují se listy, 

nedochází k normálnímu prodlužování stonků a k novotvoření kořenů. Kvůli těmto 

změnám j sou narušeny vodní vztahy rostlin a nedochází k efektivnímu využívání vody 

v rostlině. Jsou narušeny také fotosyntetické pigmenty, což snižuje množství výměny 

plynů a to má za následek opět snížení růstu a výnosu plodin. Významnou roli při 

snížené dostupnosti vody hrají také koncentrace osmotický aktivních látek. Za sucha 

dochází také k tvorbě aktivních forem kyslíku (ROS), jejichž vznik i zánik musí být 

pečlivě kontrolován pomocí antioxidačních mechanismů (Anjum et al., 2011). 

Rostlinu může ovlivňovat jeden nebo kombinace více biologických faktorů a fak

torů prostředí, které jsou zodpovědné za nefyziologické průběhy reakcí. V l ivem těchto 

reakcí může docházet k poškození rostlin, snižuje se jejich růst a v nejzazším případě 
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může dojít ke smrti rostliny. V l i v na výnos plodin mají zejména stresy prostředí. Z nej-

různějších odhadů vědců vyplývá, že z veškeré orné půdy na celém světe existuje jen 

10 % půdy, která není ovlivněna stresem. Naopak téměř 25 % celosvětové zemědělské 

půdy je omezeno nedostatkem vody (Fathi a Tari, 2016). 

Dle odhadů O S N se předpokládá, že populace obyvatel na Zemi dosáhne počtu 

devíti miliard od roku 2050 (World Population Prospects, 2022). Sedmdesát pro

cent veškeré vody, kterou lidé využívají, spotřebovává zemědělství. Podle Internatio

nal Water Management Institute (TvYMI) ale tato spotřeba vzroste do roku 2025 

o 17 %. Se zvyšující se urbanizací také stoupá spotřeba vody, která potom chybí ze

mědělství. Kvůli tomuto problému požadoval institut I W M I , aby do roku 2025 došlo 

ke čtyřiceti procentnímu zlepšení výnosů plodin v oblastech, kde jsou rostliny sužo

vány suchem. Ukázalo se, že zajedno desetiletí došlo ke zlepšení jen o 10 % a není 

bohužel jisté, zda se i toto zlepšení dá vůbec udržet, natož zlepšovat (Pennisi, 2008). 

Příkladem velkého sucha, které s sebou přineslo velké problémy, byl rok 2012 

v Iowě. Škody byly způsobeny na kukuřici a sóji, protože nastaly vysoké teploty a byl 

nedostatek vody pro rostliny. To znamená, že byly vystaveny stresu suchem. Sucho 

navíc začalo působit v době, kdy byly rostliny ve fázi vývoj e. Sucho způsobilo výrazné 

změny ve struktuře půdy, způsobovalo zvýšené lámání a zhoršenou agregaci. Vzhle

dem k závažnosti sucha v roce 2012 zažilo v období do října 100 % Iowy vážné sucho 

a 65 % dokonce extrémní sucho. Prognóza výnosů kukuřice z Iowy na rok 2012 byla 

8,8 t/ha, což je 22 % pod hodnotou dlouhodobého trendu. To mělo samozřejmě také 

ekonomický dopad, jel ikož s nižším výnosem roste cena plodin. Ekonomické ztráty 

však nebyly problém jen národní, ale celosvětový. Spojené státy americké totiž produ

kují přibližně 35 % celosvětové produkce kukuřice a sójových bobů. Potvrdilo se 

ovšem, že sucho má i dalekosáhlejší následky. Ekonomické ztráty se projevily i v ži

vočišné výrobě. Kvůli suchu nebyl dostatek plodin, proto vzrostla jejich cena, což zna

mená, že vzrostla cena krmiva. Zároveň nebyl kvůli suchu ani dostatek alternativních 

krmiv. S těmito problémy pak samozřejmě kvůli financím upadá i živočišná výroba 

(Al -Kais i etal., 2013). 

U rostlin je důležité, jak efektivně umějí hospodařit s vodou, což se potom proje

vuje na produkci. Při nedostatku vody významně poklesl výnos zrna až o 35 % (Noo-

rmohammadi et al., 2009). Sluneční záření způsobující sucho a oxidace buněčných 

součástí vznikajícími volnými kyslíkovými radikály jsou hlavní důvody vedoucími 

ke smrti rostliny. Zvětšující se nedostatek vody způsobuje akumulaci solí a iontů 
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v horních vrstvách půdy, což představuje problém, jelikož pro kořeny, které se zde 

nacházejí, tak vzniká osmotický stres a iontová toxicita. Jako první odpověď na půso

bení stresových podmínek reaguje rostlina biofyzikálni reakcí. S rostoucím stresem 

ze sucha se zmenšuje objem cytoplazmy a následně se plazmatická membrána uvol

ňuje od buněčné stěny. Snižuje se tak objem buňky a s ním i tlak. Klesá potenciál pro 

vývoj buňky a její růst se tedy snižuje. Působením sucha dochází k dehydrataci buněk 

mezofylu u listů. V ochranných buňkách a v buňkách mezofylu se zvyšuje produkce 

A B A spolu s draslíkem a vápníkem. V důsledku těchto procesů se uzavřou průduchy. 

Při stresu ze sucha dochází také k poklesu fotosyntetických enzymů a tedy i k poklesu 

rychlosti samotné fotosyntézy. Nedostatek vody způsobuje změnu barvy listů a na po

vrších listů přibývají listové trichomy (Fathi a Tari, 2016). V podmínkách závažného 

sucha dochází k poškození biochemických reakcí závislých na světle. Dochází k vý

znamnému poklesu množství chlorofylu A a B a je vysoce utlumena míra asimilace 

oxidu uhličitého (Ghotbi-Ravandi et al., 2014). 

Všeobecně je uznáván názor, že nej důležitějším rostlinným hormonem je A B A . 

Hraje totiž důležitou roli v životním cyklu rostlin. Významnou roli má také na fyzio

logické a morfologické úrovni při procesech v adaptaci na prostředí (Fathi a Tari, 

2016). Rostliny mohou dát najevo pomocí kořenů, že se nachází ve vodním deficitu. 

Prostřednictvím kořenů mohou vysílat signály. Tímto signálem může být rostlinný 

hormon A B A , kterou jsou rostliny schopny produkovat ve svých apikálních oblastech 

kořene při působení sucha (Robertson et al., 1985). 

Pro správný průběh fotosyntézy je důležitý zejména chlorofyl nacházející se 

v chloroplastech. Jeho množství pozitivně koreluje s rychlostí fotosyntézy. Při půso

bení sucha dochází k degradaci chlorofylu a kfotooxidaci pigmentů, které jsou pro 

rostliny důležité hlavně pro zachytávání světla. V buňce tak vzniká oxidační stres, je

hož známkou je pokles chlorofylu (Anjum et al., 2011). 

Snížení množství chlorofylu během stresu z nedostatku vody závisí na plodině 

i délce trvání sucha (Zhang a Kirkham, 1996). Podle typu odrůdy také dochází k různé 

úrovni postižení (Yasar et al., 2010). Kvůli tomu, že během působení sucha dochází 

k poklesu celkového chlorofylu, je snížena i kapacita pro zachytávání světla. V e foto-

syntetickém aparátu tak dochází k absorpci nadměrné energie a k produkci R O S , které 

mohou poškozovat buňku. Tomu lze předejít degradací absorbujících pigmentů (Her-

binger et al., 2002). Vodní stres způsobuje nejprve hydrolýzu v tylakoidních protei-
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nech. Po jeho působení dochází k významnému snížení tylakoidního chlorofylu a pro

teinu thylakoidu, zatímco pomery chlorofyl a/chlorofyl b a protein/chlorofyl zůstávají 

stabilní (Sgherri et al., 1993). 

Sucho je specifickým typem stresu, jelikož se jedná o multidimenzionální stres, 

který je zodpovědný za velké spektrum reakcí. Jedná se o reakce na různých úrovních 

metabolismu rostlin, jako jsou molekulární, biochemické nebo fyziologické reakce. 

Jednou z hlavních reakcí na stres ze sucha je zvýšená produkce R O S , které jsou sig

nálem ke spuštění dalších obranných nebo adaptačních reakcí. K e zvýšené produkci 

dochází v různých buněčných strukturách, zejména v chloroplastech a mitochondriích. 

Signalizace R O S má za následek pohyb A B A a C a 2 + v buňkách. Existuj e spousta látek, 

které jsou spojeny s reakcemi na sucho. Jsou j imi nej různější geny, transkripční fak

tory, aquaporiny, proteiny hojně se vyskytující v pozdní embryogenezi, proteiny te

pelného šoku nebo dehydriny (Kaur a Asthir, 2017). 

1.1 M o l e k u l á r n í mechanismus 

Mechanismus reakcí na sucho nebo adaptace na sucho se na molekulární úrovni dá 

obecně popsat následujícím způsobem. Buňka svými senzory na cytoplazmatické 

membráně vnímá vnější podněty způsobené suchem. Takto zachycené signály buňka 

prostřednictvím mnoha signálních drah předá do nitra buňky. Tyto informace pak 

spouští expresi genů reagujících na sucho a následně expresi genů působících v adap

taci rostliny na stres. V signálních drahách, které přenášejí informace o působení su

cha, se také uplatňuje množství různých sekundárních poslů. Patří sem například dia-

cylglycerol, fosfoglycerol, A B A , R O S , C a 2 + nebo regulátory transkripce (Kaur a 

Asthir, 2017). V signálních drahách spouštějících expresi genů reagujících na sucho 

se uplatňují nej různější transkripční faktory, vazebné proteiny a faktory, proteinki-

názy, proteinové fosfatázy a receptory (Nakashima et al., 2014) 

Sucho spouští v rostlinách akumulaci A B A , která ovlivňuje uzavírání průduchů, 

čímž dochází k zastavení transpirace. Díky uzavřeným průduchům dochází k menším 

ztrátám vody a ke snížené výměně plynů, což vede ke snížení aktivity fotosyntézy 

(Mittler a Blumwald, 2015). 

Reakce rostlin na sucho jsou vyvolány množstvím signálních sítí, které lze v zá

vislosti na indukci A B A rozdělit do dvou hlavních skupin na ABA-závislé a A B A -
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nezávislé. (Kim, 2014). Díky podrobnejším analýzám genů, kteréjsou indukovány su

chem, se zjišťuje, že jednotl ivé geny vykazují rozdíly v čase indukce exprese i v cit l i

vosti na A B A . M e z i transkripční faktory závislé na A B A patří proteiny se zinkovým 

prstem (bZIP). Jedná se o velkou rodinu proteinů, j ichž bylo jen u Arabidopsis cha

rakterizováno 75 členů. Dalšími prvky reagujícími na sucho na transkripční a posttran-

skripční úrovni jsou A R E B proteiny (ABA-responsive elements-binding), které zvy

šují toleranci vůči suchu (Kaur a Asthir, 2017). 

Naopak mezi transkripční faktory nezávislé na A B A patří například homeodo-

mény zinkového prstu (ZFHD). Například nadměrná exprese genu OsNLI-IF může 

vést u rostlin tabáku k toleranci sucha (Phuong et al., 2015). U transgenních rostlin 

petúnie byl nadměrně exprimován N C E D (9-cis-epoxykarotenoid dioxygenáza), což 

je důležitý enzym při biosyntéze A B A . Při působení sucha měly tyto rostliny sníženou 

průduchovou vodivost a fotosyntézu. Během sucha sice zvadly, ale po opětovném za

lití se byly schopné plně zotavit (Estrada-Melo et al., 2015). 

Mez i různými funkčními kategoriemi proteinů vyčnívá jedna, která obsahuje nej-

větší množství proteinů reagujících na sucho. Spadají sem různé proteiny, které se 

účastní skládání bílkovin, proteiny tepelného šoku, chaperony nebo chaperoniny (Kaur 

a Asthir, 2017). Dalšími typy proteinů jsou aquaporiny, což jsou proteiny tvořící mem

bránové kanály. Jejich hlavní rolí je tedy transport a u rostlin se nachází největší di-

verzita homologů aquaporinů. Různé homology aquaporinů j sou zapojeny do různých 

stresových reakcí reagujících jak na biotické tak na abiotické stresy (Afzal et al., 2016). 

Pro zachování relativně normálního metabolismu ve ztížených podmínkách sucha se 

rostliny snaží na molekulární úrovni reagovat regulací transkriptů. U některých genů 

dochází ke snížení exprese, u j iných naopak k jejímu zvýšení. Například v kořenech 

laskavce dochází při působení sucha ke zvýšené regulaci transkriptů souvisejících 

s obranou, signalizací a transportem vody. Naopak regulovány směrem dolů byly geny 

související s buněčnou diferenciací a sekundárním metabolismem (Huerta-Ocampo et 

al., 2011). Při studiu listů silně stresovaných rostlin fazolu obecného došlo ke změnám 

v hladinách 15 transkriptů. U osmi genů došlo ke zvýšení transkripce, u sedmi ke sní

žení (Kavar et al., 2008). Broin et al. (2000) identifikovali nový typ rostlinného thi-

oredoxinu C D S P 32 pro chloroplastový protein indukovaný stresem. Po působení oxi

dačního stresu došlo k výrazné akumulaci C D S P 32 m R N A a proteinu. Zdá se, že 

C D S P 32 může chránit chlor opi astové struktury proti oxidačnímu poškození při půso

bení sucha (Broin et al., 2000). 
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Jedněmi z důležitých transkripčních faktorů jsou D R E B proteiny (dehydration re-

sponsive element binding proteins), které aktivují geny související s abiotickým stre

sem a jsou zodpovědné za odolnost vůči stresu. D R E B proteiny se dělí na dvě základní 

skupiny D R E B 1 a D R E B 2 . První skupina funguje v signálních drahách fungujících 

za nízkých teplot, druhá při suchu. Tyto transkripční faktory patří do větší rodiny fak

torů E R F (ethylene responsive element binding factors). Rodina transkripčních faktorů 

D R E B obsahuje unikátní konzervované oblasti, díky kterým mohou interagovat s řa

dou genů nacházejících se po proudu směrem ke 3' konci nezávisle na působení kyse

liny abscisové. Jsou ovšem zahrnuty i v signálních drahách závislých na regulaci A B A , 

což značí další interakce mezi ABA-závislými a ABA-nezávislými drahami přenosu 

signálu. Vytvořením transgenních rostlin se změněnou expresí D R E B vznikly jedinci 

se zvýšenou tolerancí vůči stresu (Agarwal et al., 2006). 

Při působení sucha také v rostlinách dochází k regulaci transdukčních drah pře

nosu signálu. Díky tomu může docházet ke snazší regulaci růstu rostliny. Existuje me

chanismus odezvy včasného varování. Funguje v kořenech a aktivuje proteiny vodí

kové pumpy ATPázy ( H + - ATPáza), která se nachází na plazmatické membráně koře

nových vlásků. Mechanismus varuje před podstatným poklesem R W C (= relative 

water content = relativní obsah vody) v rostlině. Pokud je tato ATPáza aktivována, 

spouští zvýšenou produkci hlavních osmolytů jako je listový prolin a G B (glycin 

betain), aby si rostlina mohla udržet správné hospodaření s vodou (Farooq et al., 2012). 

B y l o také prokázáno, že existují rozdíly v načasování spouštění časné reakce mezi jed

notlivými druhy. Odrůdy odolné vůči suchu vykazovaly lepší schopnosti udržovat 

vodu a lepší hydraulickou vodivost než rostliny citlivé na sucho. Proto mohou správně 

zahájit reakci včasného varování (Gong et al., 2010). 

V následujícím přehledu se pokusím u jednotlivých molekul popsat transkripční 

regulační dráhy v reakci na sucho. 

1.1.1 Kyselina abscisová (ABA) 

Kyselina abscisová je inhibiční fytohormon. V období sucha zabraňuje úniku vody 

z listů, protože způsobuje uzavírání průduchů. Při působení stresu brání předčasnému 

klíčení a při extrémním stresu dochází k prudkému nárůstu její hladiny. V důsledku 

jejího v l ivu na cytoskelet také způsobuje v mladých pletivech růst do šířky a naopak 

inhibuje dlouživý růst (Institute of Experimental Botany of the Czech Academy of 

Sciences, online). 
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Za podmínek osmotického stresu, který je důsledkem sucha, se A B A v rostli

nách akumuluje. M á významnou roli jak v reakci na stres, tak v adaptačních reakcích 

na něj. Ukazuje se, že A B A ovlivňuje expresi mnoha genů při působení stresu. V pro

motorové oblasti těchto genů se nachází konzervovaný cis element, který řídí genovou 

expresi. Jedná se o A B R E (ABA-responzivní element) element. Transkripční elementy 

jsou všeobecně považovány za hlavní známé regulátory genové exprese a uplatňují se 

taktéž i při signální dráze závislé na A B A . Při tomto způsobu řídí genovou expresi 

kombinace ABRE-vazebný protein a ABRE-vazebný transkripční faktor. Další tran

skripční faktory, které se podílejí na pozměněné expresi za působení sucha, se účastní 

signálních drah nezávislých na A B A a jsou j imi například proteinové transkripční fak

tory vázající prvky reagující na dehydrataci a N A C transkripční faktory. Z výzkumů 

však vyplývá, že dochází k interakcím mezi prvky těchto dvou drah (Nakashima et al., 

2014). 

Promotorovy cis element A B R E obsahuje konzervovanou sekvenci P y A C G -

T G G / T C . Díky analýzám bylo odhaleno, že pro expresi A B A - responzivních genů je 

potřeba, aby měly tyto geny funkční promotor. Pro správnou funkci jejich promotoru 

je vyžadován více než jeden A B R E element nebo kombinace A B R E elementu a C E 

(coupling element) (Nakashima et al., 2014). Transkripční faktory v dráze závislé na 

A B A patří do skupiny proteinů bZIP. Ta obsahuje dvě odlišné rodiny proteinů, což 

jsou A B I 5 a A R E B / A B F . Při dehydrataci mají podobnou buněčnou signalizaci v se

menech a ve vegetativním stádiu (Fujita et al., 2011). Jedním z členů rodiny 

A R E B / A B F je transkripční faktor A R E B 1 . Jeho samostatná aktivace nevede k expresi 

genů dráhy reagující na sucho. Ovšem u transgenních rostlin se zvýšenou expresí 

A R E B 1 se ukázala zvýšená citlivost k A B A a zvýšená odolnost vůči suchu. Dále se 

ukázalo, že A R E B l řídí expresi regulačních genů indukovaných A B A a dehydratací 

(Fujita et al., 2005). 

U genů exprimovaných při působení sucha, ale nezávisle na A B A , byly v promo

torových oblastech objeveny cis elementy se sekvencí A / G C C G A C . Tyto transkripční 

faktory jsou označovány D R E / C R T (Nakashima et al., 2014). Transgenní rostliny Ara-

bidopsis se zvýšenou expresí D R E B 1 A vykazovali toleranci vůči dehydrataci (Liu et 

al., 1998). 

Už bylo nastíněno, že existuje několik genů, které fungují v reakci na sucho a 

mohou být regulovány signálními drahami závislými nebo nezávislými na A B A . Méně 

informací je už ale známo o souhře a komunikaci mezi těmito drahami. L i u et al. 
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(2018) se pokusili tuto souhru analyzovat u Arabidopsis thaliana. Identifikovali 

211 genů exprimovaných v závislosti na A B A a 1118 genů exprimovaných nezávisle 

na A B A . Podle očekávání byly A B A závislé geny významně zvýšeny v reakci na su

cho a po působení A B A , naopak A B A nezávislé geny byly zvýšeny v reakci na půso

bení kyseliny jasmonové, salicylové a giberelinu. Zároveň identifikovali 94 genů, 

které jsou zodpovědné za interakce mezi oběma drahami (Liu et al., 2018). 

Studie naznačují, že do signalizace A B A může být zapojena také fosforylace pro

teinů. Jeden z počátečních kroků v A B A závislé signální dráze by měl být řízen loku-

sem A B I 1 . Gen ABI1 kóduje protein, který má velkou podobnost se serinovými nebo 

threoninovými fosfatázami typu 2C. Produkt tohoto genu tedy může řídit stav fosfo

rylace jednotlivých složek signální dráhy (Meyer et al., 1994). 

Myšlenku silného působení genu ABI1 prostřednictvím de/fosforylace na K + ka

nály strážných buněk podporuje i další studie. De/fosforylace proteinu přispívá ke kon

trole transportu strážných buněk za účasti A B A . Tento gen kóduje právě protein fos-

fatázu. Výsledky naznačují, že ABI1 je nejspíš součástí fosfatázové/kinázové dráhy, 

která moduluje citlivost K + kanálů strážných buněk na ABA-dependentní signální kas

kády (Armstrong et al., 1995). 

I následující studie potvrzuje, že fosforylace proteinů má klíčovou roli v signali

zaci A B A a osmotického stresu u vyšších rostlin. Ukázalo se, že gen proteinové fos-

fatázy A B I 2 je negativním regulátorem signalizace A B A u Arabidopsis (Merlot et al., 

2001). Yoshida et al. (2002) ukazují, že dvě proteinkinázy, p44 a p42, byly aktivovány 

pomocí A B A . Díky analýzám zjistili, že p44 je kódován genem proteinkinázy typu 

SnRK2, genem S R K 2 E . Mutantní rostliny srk2e měly porušenou schopnost uzavírat 

průduchy. Potvrdilo se, že S R K 2 E hraje důležitou roli v A B A signalizaci v reakci na 

vodní stres (Yoshida et al., 2002). 

1.1.2 ROS 

R O S v rostlinných buňkách vznikají j ako jedny z produktů metabolismu kyslíku. Exis

tuje několik forem R O S lišících se svou aktivitou vůči kyslíku, který mohou buď ak

tivovat, nebo redukovat. M e z i nej významnější formy R O S se řadí superoxidový aniont 

(O2"), peroxid vodíku (H2O2), hydroxylový radikál ( 'OH) a singletový kyslík (}Oi) 

(Kang a Udvardi, 2012). V důsledku působení sucha vzniká v určitých buněčných 

strukturách, zejména v chloroplastech, mitochondriích a peroxizomech, zvýšené 

množství R O S . Buňka se však snaží tuto produkci regulovat a kontrolovat množství 
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R O S v buňce na přijatelné úrovni. Využívá k tomu antioxidační systém, který nasta

vuje redoxní stav buňky. Pokud dojde ke zvýšení množství R O S , je to pro buňku pod

nět, aby spustila obranné reakce. Specifické signální cesty pak využívají H2O2 jako 

sekundárního posla. Předpokládá se, že signalizace R O S bude zapojena po proudu 

i proti proudu od signálních drah závislých na A B A , jelikož je spojena s toky A B A 

a C a 2 + . Pokud je však stres ze sucha velmi silný nebo působí velmi dlouho, antioxi

dační mechanismus nestíhá pracovat správně a nadprodukce R O S poškozuje buňku 

a může vést k její smrti (Cruz de Carvalho, 2008). 

Jako společný výsledek působení nejen biotických, ale i abioticky ch stresů pro

středí (např. vysoká slanost, sucho, nízké nebo vysoké teploty) je obecně považována 

právě produkce R O S . R O S vznikají v buňce i za normálních podmínek jako vedlejší 

produkty metabolismu (Cruz de Carvalho, 2008). Hlavním místem, kde jsou v rostlin

ných buňkách produkovány R O S , je elektronový transportní řetězec v mitochondriích. 

NADP-isocitrátdehydrogenáza a transhydrogenáza, která nečerpá protony, produkují 

matrixovou N A D P H , která udržuje antioxidanty v redukovaném stavu. Jedná se tak 

o obranný mechanismus buňky, který může být působením biotického i abiotického 

stresu prolomen a tím vznikne poškození mitochondrií vlivem oxidačního stresu 

(Moller, 2001). R O S jsou také za normálních podmínek generovány v peroxisomech 

(Corpas et al., 2001) nebo chloroplastech během fotosyntetických procesů (Kho-

robrykh et al., 2020). R O S mohou způsobit oxidační poškození buněčných složek, jako 

jsou polynenasycené mastné kyseliny, D N A , sacharidy a proteiny (Moller et al., 2007). 

Jako odpovědi na nepříznivé podmínky je spuštěno několik signálních drah, 

ve kterých klíčovou roli hrají transkripční faktory (Lee a Park, 2012). Mez i tran-

skripční regulátory typické pro rostliny patří geny obsahující N A C doménu. Při vý

zkumech bylo objeveno 75 N A C proteinů u Oryzasativa a 105 uArabidopsis thaliana. 

Tyto proteiny vykazují rozmanitost sekvencí v jednotlivých subdoménách, což může 

mít v l iv na expresi v různých vývojových stádiích a tkáních. Je tedy zřejmé, že N A C 

transkripční faktory se podílejí na různých vývojových a morfogenních reakcích rost

l in (Ooka, 2003). Některé transkripční faktory N A C jsou vázány na membránu a akti

vovány proteolytickým štěpením po vystavení vnějším stimulům (Kim et al., 2006; 

K i m et al., 2007). 

Lee et al. (2012) objevili jeden z N A C transkripčních faktorů N T L 4 , který je 

uArabidopsis nutný pro tvorbu R O S v podmínkách sucha. Při stárnutí listů kvůli su

chu se N T L 4 váže přímo na promotory genů kódující biosyntetické enzymy R O S . 
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V transgenních rostlinách nadměrně exprimujících aktivní formu N T L 4 bylo pozoro

váno rychlejší stárnutí listů. Naopak mutantní rostliny s deficitem N T L 4 byly méně 

citlivé na stres ze sucha, obsahovaly snížené hladiny R O S , vykazovaly opožděné stár

nutí listů a zvýšenou odolnost vůči suchu. Díky těmto pozorováním se ukazuje, že 

N T L 4 j e u Arabidopsis během působení sucha schopný propoj ovat metabolismus R O S 

se stárnutím listů. Navíc je N T L 4 indukován v listech při působení stresu a v dráze 

závislé na A B A . Signály A B A spouštějí jeho uvolňování z plazmatické membrány 

(Lee etal., 2012). 

U kořenů a výhonků vojtěšky byla provedena globální genová analýza pro hlavní 

proteiny spojené s produkcí R O S . Rostliny byly vystaveny stresu suchem po dobu 

11 dnů a poté následovalo jednodenní zotavení. B y l y porovnávány dvě odrůdy voj

těšky. První odrůdou byla odrůda Wisfal, což je odrůda odolná vůči suchu a druhou 

odrůdou byla odrůda Chilean, kde se jednalo o odrůdu citlivou na sucho. Během sil

ného stresu suchem se zvýšila exprese většiny N A D P H oxidáz jak v kořenech, tak 

ve výhoncích vojtěšky. Její exprese se však ukázala citlivější na sucho u odrůdy 

Chilean, tedy u odrůdy citlivé na sucho. Exprese glykolát oxidázy (GLO) , která v pe-

roxisomech produkuje R O S , se rychle snížila v kořenech při stresu ze sucha a ve vý

honcích došlo k jejímu snížení až při silném stresu. Dále byly sledovány hladiny askor-

bát peroxidázy ( A P X ) , která zachytává H2O2. U výhonků byla její transkripce zvýšená 

za dobře zavlažovaných podmínek, ale se vzrůstajícím suchem postupně klesala. V ko

řenech byla její regulace slabá a nestálá. Některé důležité geny (např. A P X ) , které 

vychytávají R O S , jsou za normálních podmínek exprimovány ve vysokých hladinách. 

Při zvýšeném stresu suchem sice dojde ke snížení hladiny exprese, přesto však stále 

mohou mít hlavní roli při vychytávání R O S . Z této studie také závěrem vyplývá, že 

nelze počítat s pravidlem, že během působení sucha zvýšená exprese genů pohlcují

cích R O S bude mít vždy pozitivní efekt na růst rostliny (Kang a Udvardi, 2012). 

1.2 O d p o v ě ď na stres 

Pokud se rostliny chtějí nějak vyrovnat se suchem, mají v zásadě dvě hlavní možnosti: 

redukce ztrát vody pomocí snížení průduchové vodivosti nebo udržení dostatečného 

příjmu vody. Právě s tím rostlině pomáhá proces zvaný osmotická úprava ( O A z an

glického osmotic adjustement), díky němuž se rostlina snaží vyrovnat s podmín

kami sucha nebo se salinitou (Sanders a Arndt, 2012). Termín osmotická úprava je 
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definován j ako akumulace nebo de novo syntéza rozpustených látek v buňce, která 

způsobí změnu osmotického potenciálu buňky (Boyer et al., 2008). Při O A dochází ke 

zvýšení osmoticky aktivních látek uvnitř buňky. Tím vzniká negativnější osmotický 

potenciál, který dovoluje udržovat turgor v metabolický aktivních buňkách, potažmo 

v tkáni listů a zlepšuje se tak hydratace buněk. Napětí v buňce totiž musí být takové, 

aby bylo schopno odolávat vnějšímu napětí, které se vysycháním půdy zvyšuje. O A 

tedy vytváří dostatečné napětí, které je schopno udržovat turgor buňky. Znamená to 

tedy, že pokud u rostlin dojde k tomuto procesu, mohou lépe a déle přežívat v nepříz

nivých podmínkách sucha. O A se vyskytuje u různých druhů rostlin, nejvíce však byla 

studována na zemědělských plodinách. K O A přispívá spousta organických i anorga

nických látek. Organické rozpuštěné látky mohou být pro buňku přínosné nejen díky 

tomu, že udržují její turgor, ale mohou j i také chránit před poškozením. Spadají sem 

látky, které obsahují velké množství hydroxylových skupin, díky nimž mohou v cyto-

plazmě vznikat vodíkové vazby s molekulami vody. Díky tomu j sou v buňce stále udr

žovány funkční makromolekuly. Mez i rozpuštěné látky zodpovědné za tuto funkci 

patří různé cukry (např. fruktóza, sacharóza, glukóza), cukerné alkoholy (např. glyce-

rol, manitol, sorbitol) nebo aminokyseliny (zejména prolin). Z uvedených poznatků 

vyplývá, že na ustavení O A nemá v l iv jedna jediná látka, ale že se spíše jedná o aku

mulaci velkého množství rozpuštěných látek, které pak vedou k O A . O A je tedy důle

žitým mechanismem reakcí rostlin na stres suchem a muže hrát roli při zlepšené tole

ranci na stres (Sanders a Arndt, 2012). 

Někdy se objevuje rozdělení O A na aktivní a pasivní. Jako aktivní O A je označo

ván reálný nárůst rozpuštěných látek nebo de novo syntéza rozpuštěných látek 

v buňce. Tento nárůst vede ke snížení osmotického potenciálu buňky a tím pádem i 

ke snížení vodního potenciálu. V tomto případě se spíše než o reakci na sucho jedná 

0 adaptaci na sucho. Jako pasivní O A je označován případ, kdy dochází k úniku vody 

z buňky, tím pádem ke snížení jejího objemu a ke zvýšené koncentraci rozpuštěných 

látek. To opět vede ke snížení vodního potenciálu. Zde se naopak nejedná o adaptaci, 

ale o běžnou reakci na sucho. (Sanders a Arndt, 2012). 

Osmotická úprava je reakce, která se vyskytuje u rostlin stresovaných suchem 

1 solí (Boyer et al., 2008). Se změnou turgoru souvisí také elasticita tkání. Pletiva 

s vyšší elasticitou jsou schopny udržet turgor déle než málo pružná pletiva. Tato vlast

nost může být užitečná u rostlin, které nevyužívají reakci O A (Kozlowski a Pallardy, 

2002). 
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R O S vedou k poškození buněčných součástí, případně k jejích zániku. Buňky 

proto musí ovládat nějaký mechanismus, který j i m pomůže vyrovnat se s nadbytečnou 

produkcí R O S při působení sucha. Rostliny disponují řadou antioxidačních mecha

nismů, které j i m napomáhají udržovat hladiny R O S v přijatelné míře (Hernandez et 

al., 2012). Jako antioxidanty byly u rostlin definovány molekuly, které mohou darovat 

elektrony nebo atomy vodíku, poskytují radikál odvozený od antioxidantu, který je 

potom účinně zhášen j inými zdroji elektronu nebo vodíku z důvodu zabránění poško

zení buňky a jejichž vlastnosti prostorově a časově vzájemně souvisí s oxidačním stre

sem (Hernandez et al., 2009). U rostlin se nachází jak enzymatické, tak neenzymatické 

antioxidanty. Neenzymatické antioxidanty poskytují elektrony enzymatickým oxidan-

tům, které díky nim potom katalyzují vychytávání prooxidantů. Další rozdělení může 

být na primární a sekundární antioxidanty. Primární antioxidanty vychytávají pro-

oxidanty a sekundární recyklují primární antioxidanty (Hernandez et al., 2012). Nej-

častějšími cíli, které R O S napadají, jsou membránové polynenasycené mastné kyse

liny ( P U F A ) a proteiny. Jako výsledek peroxidace lipidů vznikají lipidové peroxidy. 

Ty mohou oxidovat sousední P U F A , čímž se tato reakce může šířit po celé membráně 

a vést v důsledku k jejímu poškození a nefunkčnosti. Dalšími složkami náchylnými 

k oxidaci jsou aminokyseliny, zejména ty, které obsahují síru (Hernandez et al., 2012). 

Při nedostatku vody nastává u rostlin mnoho změn, ať už se jedná o fyziologické 

nebo vývojové. Odpověď rostlin na tento stav také závisí na čase, můžeme rozlišovat 

krátkodobé a dlouhodobé reakce. Mez i krátkodobé reakce patří uzavírání průduchů, 

rolování listů nebo vadnutí. Dlouhodobé reakce naopak zahrnují například změny 

v kořenové architektuře nebo zvýšené ukládání listových vosků. Pro všechny odpovědi 

je ovšem důležitá molekulární úroveň reakcí. Jedná se o nej různější kombinace regu

lací genů, kdy u některých dochází ke zvýšení nebo snížení jejich exprese. Správně 

vyvážená regulace těchto genů reagujících na sucho má za následek správný růst rost

liny i v nepříznivém prostředí, případně i zvýšenou toleranci vůči suchu (Chen 

a Xiong, 2012). Příkladem je indukce exprese mnoha genů reagujících na sucho po

mocí transkripčního faktoru. Tyto geny pak mohou způsobit zvýšenou toleranci vůči 

suchu. Mohou mít ovšem také nežádoucí vedlejší účinky jako je například zpomalení 

růstu (Kasuga et al., 1999). 

Aby bylo možné zbavit se těchto nežádoucích ú č i n k u j e potřeba co nejvíce poro

zumět molekulární podstatě regulace genů při působení sucha. V současnosti existuje 
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několik metod, díky kterým jsme schopni odhalovat fungování transktiptomu při ne

dostatku vody. Ukazuje se, že koordinace regulace směrem dolů nebo nahoru 

ve spoustě genů je poměrně dynamická, je časově a prostorově specifická a že souvisí 

se signálními cestami fytohormonů (Chen a Xiong, 2012). 

Pro získání hlubších znalostí o molekulárních reakcích, které reagují na stres ze 

sucha a na adaptaci na sucho, je potřeba studovat buď j iž vytipované geny, u kterých 

je známo, že na stres suchem reagují nebo sledovat celkové transkripční přeprogramo

vání genomu (Chen a Xiong, 2012). V současné době se používá porovnání exprese 

všech genů v transktiptomu při reálném nebo simulovaném stresu suchem. Srovnání 

může vycházet buď z porovnání rostlin se stejným nebo velmi podobným genomem 

(odrůda, inbrední linie, dihaploid), kdy část rostlin j e pěstována v normálních podmín

kách a druhá část je stresována na nedostatek vody (Samarah, 2005). Druhou hojně 

využívanou možností je srovnání dvou odlišných odrůd, které charakterizuje rozdílná 

reakce na stres suchem (Kundrátová et al., 2021). V současnosti existují dvě hlavní 

kategorie metod, kterými jsou metody založené na hybridizaci a přímé sekvenování. 

Typem metod založených na hybridizaci je například analýza mikročipů. Pro vytvo

ření mikročipu musíme znát sekvence sledovaných genů, můžeme j i tedy používat pro 

druhy s v í c e či méně známými genomy. Vzhledem k nákladům se jedná o relativně 

efektivní metodu. Naopak u metod typu přímého sekvenování pomocí technologií 

nové generace není nutná předchozí znalost genomu daného druhu. Mohou tedy být 

detekovány neznámé geny. Analýzy pomocí sekvenování nové generace jsou poměrně 

drahé, ale jelikož dochází k jejich neustálému vývoji a zlepšování, stávají se využíva

nějšími, a tudíž i cenově dostupnějšími (Chen a Xiong, 2012). 

Některé geny aktivované stresem ze sucha mohou být u různých rostlinných druhů 

regulovány podobných způsobem. Díky rozsáhlým studiím profilování genové ex

prese se ukazuje, že existují velké rozdíly v expresích mnoha genů u různých druhů 

rostlin, ale v některých případech i rozdíly v rámci stejného druhu. Toto transkripční 

přeprogramování celého genomu způsobené stresem ze sucha je pravděpodobně velmi 

plastické. Obecně se ukázalo, že mezi různými druhy nebo mezi různými experimenty 

na stejných druzích najdeme poměrně malou shodu v genové expresi. Ovšem tyto roz

díly mohou být také způsobené rozdílným typem zvoleného experimentálního po

stupu, odlišným vývojovým stádiem zvolených rostlin nebo zvoleným typem tkáně. Je 

tedy vidět, že u rostlin je za reakce na sucho zodpovědná koordinace v expresích genů 
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reagujících na sucho. Existuje tedy více cest, které reagují na sucho a propůjčují rost

linám toleranci vůči suchu a které mohou fungovat buď samostatně, nebo spolu růz

nými způsoby komunikovat (Chen a Xiong, 2012). Příkladem mohou být významné 

rozdíly jak mezi transkriptomy Arabidopsis a rýže pro sucho tak mezi jejich regula

cemi, což dokazuje, že různé rostlinné druhy využívají různé kombinace v expresích 

genů reagujících na sucho (Narsai et al., 2010). 

Házen et al. (2005) prováděli jednu z několika transkriptomových analýz, kdy 

měřili profil exprese fenotypově odlišných přírůstků rýže a jejich transgresivních se-

gregantů u odrůd s nižší a vyšší tolerancí sucha (Házen et al., 2005). Díky této a po

dobným studiím byly odhaleny dva běžné scénáře, které se vykytují u rostlin s rozdíl

nou odolností vůči stresu. Prvním scénářem je, že odrůdy s nižší tolerancí sucha mají 

pomalejší reakce na stres a je u nich indukováno méně genů (Házen et al., 2005; Chen 

a Xiong, 2012). Druhým scénářem je, že odlišná genová exprese pod vodním stresem 

vykazuje opačné profily genové exprese u rostlin tolerujících sucho oproti rostlinám 

citlivým. Zdá se, že tento rozdíl je spojen spíše s kvalitativními změnami exprese 

m R N A než s kvantitativními změnami (Roche et al., 2007). 

Díky všem provedeným transkriptomickým analýzám je možné geny reagující 

na stres ze sucha rozdělit podle jejich biologických funkcí do tří funkčních kategorií. 

První skupina obsahuje geny, které kódují složky zapojené do přenosu signálu při 

stresu ze sucha. Do druhé skupiny spadají geny, které kódují látky zmírňující poško

zení způsobené stresem. Třetí skupina pak obsahuje geny kódující proteiny související 

s růstem a vývojem (Chen a Xiong, 2012). 

Do první skupiny genů, tedy mezi složky zapojené do signální transdukce při 

stresu ze sucha, patří různé transkripční faktory (např. A P 2 / E R E B P , M Y B , N A C , 

W R K Y , zinkové prsty, b H L H , D R E B / C B F a b Z U V A R E B / A B F ) . Tyto transkripční 

faktory často regulují geny hojně se vyskytující po proudu směrem ke 3' konci, různé 

složky fosfoproteinových kaskád, kde hraje roli vápník, enzymy, které metabolizují 

fosfolipidy, protein kinázy a protein fosfatázy. Dále sem patří geny, které kódují pro

teiny, které pak regulují metabolismus a stabilitu R N A , translaci i degradaci proteinů 

(např. ubiquitin ligázy, proteázy nebo jejich inhibitory). Jedná se o složky, které by 

malými změnami mohly vylepšit signální výstup (Chen a Xiong, 2012). 

Mez i látky zmírňující poškození způsobené stresem patří proteiny tepelného šoku, 

proteiny pozdní embryogenéze nebo chladem indukovatelné proteiny. Dále sem patří 
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enzymy, které se účastní syntézy látek pomáhajících udržovat objem buněk při hype-

rosmolalitě. Radí se sem například prolin, spermidin, rafinóza, trehalóza, mannitol 

nebo inositol. Dalšími enzymy jsou enzymy spojené s detoxikací (např. aldehydde-

hydrogenáza, aminotransferázy i enzymy tokoferolu) nebo enzymy vystupující v me

tabolismu A B A . Neméně významné jsou enzymy zapojené do procesů vzniku a zba

vování se R O S . Všechny tyto proteiny mohou mít ve výsledku pozitivní v l iv na tole

ranci rostlin vůči suchu (Chen a Xiong, 2012). 

Do třetí kategorie genů reagujících se sucho, tedy genů souvisejících s růstem 

a vývojem, patří geny, které kódují proteiny podílející se na buněčném dělení - cyklin-

dependentní kinázy. Dále se sem řadí cytoskeletální složky aktin a tubulin, proteiny 

světelné fáze fotosyntézy. Spadají sem také některé enzymy, jako jsou enzymy pro 

metabolismus pigmentů, enzymy spojené se vznikem buněčné membrány a úpravami 

buněčné stěny (např. proteiny a expansiny bohaté na prolin nebo glycin) a enzymy 

spojené s anabolismem ligninu. Různé kombinace v expresích těchto genů mohou mít 

opět pozitivní v l iv na toleranci rostlin vůči suchu, případně snižovat škody j ím způso

bené (Chen a Xiong, 2012). 

Při stresu ze sucha může být rozdíl v zapínání a vypínání genů v různých typech 

tkání, buněk nebo v různých stádiích působení stresu. Existují geny, které mohou mít 

v různých tkáních opačnou regulaci. Například u pšenice při použití sond dostupných 

pro homology prolinoxidázy/dehydrogenázy se ukázalo, že v pletivech listů byly vět

šinou regulovány směrem dolů, zatímco v kořenové tkáni docházelo většinou k regu

laci směrem ke zvýšení (Ergen et al., 2009). Také u rýže se nacházejí stresem ze sucha 

regulované geny, které jsou tkáňově specifické. Podle výzkumu v listech převažovaly 

geny spojené s fotosyntézou a v kořenech a mladých latách převažovaly geny účastnící 

se vzniku buněčné membrány a úprav buněčných stěn. Také byly objeveny některé 

geny, které jsou ve stejném vývojovém stádiu ve dvou různých tkáních (listech a ko

řenech) regulovány recipročně. Jedná se o geny GA2ox, S A P 15 a chitináza III (Wang 

etal., 2011a). 

Přeprogramování genové exprese vyvolané stresem ze sucha je také rozdílné 

v různých vývojových stádiích. U rýže bylo zjištěno 5 284 genů s rozdílnou expresí 

při stresu ze sucha. Výsledky naznačují, že reakce genů na sucho u rýže jsou velmi 

závislé na vývojovém stádiu rostliny a na konkrétním pletivu. Je tedy pravděpodobné, 

že existuje spojitost mezi vnějšími signály z prostředí a podněty vývojovými, které 

spolu komunikují a mohou se vzájemně ovlivňovat (Wang et al., 201 la). 
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Ze současných znalostí víme, že některé geny z transkriptomu j sou regulovány 

i j inými typy stresů a dráhy jejich aktivace se překrývají s dalšími abiotickými stresy 

a také s drahami rostlinných hormonů. Jedná se o geny, které můžeme zařadit do všech 

tří kategorií popsaných výše. To znamená, že jsou tyto geny aktivovány více stresy, 

kterými jsou například kromě sucha ještě salinita nebo chlad. Můžeme z toho odvozo

vat, že tyto stresy mají nejspíš společné složky v průběhu celé reakce na stres od jeho 

zaznamenání, předání informace v rostlině a následné spuštění odpovědí (Chen 

a Xiong, 2012). Proteiny vznikající při působení stresů jsou pravděpodobně společně 

zodpovědné za detoxifikaci rostlin, protože odstraňují R O S , které by jinak poškozo

valy buňky (Zhu, 2001). 

Molekulární úroveň procesů, které regulují transkripční přeprogramování v reakci 

na stres ze sucha, je stále málo prozkoumanou oblastí. Z nových studií se ovšem dozví

dáme nové mechanismy, které v těchto reakcích fungují (Chen a Xiong, 2012). Při 

celogenomové studii rýže bylo zjištěno, že změny methylace D N A způsobené suchem 

představovaly přibližně 12,1 % celkových místně specifických methylačních rozdílů 

v genomu rýže. Je navíc zajímavé, že většina těchto metylačních nebo demetylačních 

míst indukovaných suchem se dá rozdělit do dvou kategorií podle reverzibility. Místa 

methylace nebo demetylace D N A vyvolaná suchem byla v 70 procentech případů 

po zotavení vrácena do původního stavu a ve 29 procentech zůstaly změny i po zota

vení. Zároveň se tato methylace D N A jevila jako vývojově a tkáňově specifická. Je 

pravděpodobné, že tyto změny jsou důležitým mechanismem, který má velký v l iv 

na reakci rýže na sucho a případně i na její adaptaci (Wang et al., 201 lb). 

V nedávných studiích se objevují další poznatky, které odhalují proteiny podobné 

peptidům. Ty reagují na stres ze sucha a spouští signalizaci podobnou rostlinným hor

monům. Opětovná analýza genomu Arabidopsis ukázala více než 7000 nových genů. 

Některé z nich pravděpodobně kódují tyto proteiny podobné hormonům. Ukázalo se, 

že většina těchto peptidů je vysoce konzervovaná u suchozemských rostlin. Hrají také 

důležitou roli v meziorgánové komunikaci během morfogeneze (Takahashi et al., 

2019). 
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1.3 Rezistence 

Pro vyšlechtění nových odrůd odolnějších vůči suchu je potřeba co nejvíce pochopit 

interakce mezi působením podmínek okolního prostředí a genetickým založením rost

liny. Tomu nejvíce pomáhá porozumění molekulárním mechanismům rezistence. Uka

zuje se, že reakce na sucho mohou být různého charakteru. Může se jednat o morfolo

gické nebo fyziologické změny. Z výzkumů vyplývá, že nejčastěji jsou za tyto změny 

zodpovědné stovky genů a spousta lokusů malých účinků (Hu a Xiong, 2014). 

Často se jako kritérium pro hodnocení míry odolnosti plodin využívají znaky 

na listech. S těmi je totiž spojeno několik mechanismů rezistence na sucho. Pro objas

nění genetického založení mechanismů vědci využívají toho, že existuje velká gene

tická variabilita ve vlastnostech listů souvisejících s rezistencí. Využívá se mapovaní 

lokusů kvantitativních vlastností (QTL) (Hu a Xiong, 2014). Ishimaru et al. (2001) se 

ve své práci zaměřili na identifikaci stomatální frekvence, která je jedním z hlavních 

faktorů určující fotosyntetickou schopnost a stomatální vodivost. U rýže identifikovali 

čtyři Q T L řídící adaxiální a abaxiální stomatální frekvence. Jejich výsledky naznačují, 

že stejný gen může pleiotropně určovat stomatální frekvenci na obou površích listu. 

Dále také mapovali lokusy související s rolováním listů, které nastává při působení 

osmotického stresu. Zjisti l i , že Q T L pro rolování listů a Q T L pro stomatální frekvenci 

se nepřekrývaly. Z toho vyplývá, že osmotická tolerance je alespoň částečně samo

statná a nezávisí na stomatální frekvenci (Ishimaru et al., 2001). 

Při screeningu mutantů a profilování genové exprese bylo odvozeno několik kan

didátních genů, které se účastní reakce na sucho. Ukázalo se, že v těchto reakcích hrají 

klíčovou roli regulační proteiny. Jedněmi ze základních mechanismů vyvolaných stre

sovými podmínkami sucha jsou fosforylace a defosforylace proteinů. Těchto reakcí, 

a tudíž i reakcí na sucho, se účastní několik typů kináz, j ako j sou proteinkinázy závislé 

na vápníku ( C D P K ) , proteinkinázy interagující s C B L (calcineurin B - like) (CIPK) 

a mitogenem aktivované proteinkinázy ( M A P K ) (Fang a Xiong, 2015). U Arabidopsis 

byl popsán jeden z genů protein kináz závislých na vápníku CPK10 . Linie, které nad

měrně exprimují C P K 1 0 , vykazují zvýšenou toleranci vůči stresu ze sucha. Dle vý

sledků studie se také ukázalo, že C P K 1 0 je důležitý při regulaci stomatálních pohybů 

zprostředkovaných v závislosti na A B A a C a 2 + (Zou et al., 2010). Další objevenou 

proteinkinázou u Arabidopsis je proteinkináza 2 související s SNF1 (SnRK2) -

S R K 2 C . Je aktivovaná osmotickým stresem a může hrát významnou roli při toleranci 
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sucha u rostlin Arabidopsis. S R K 2 C je pozitivním regulátorem tolerance sucha u ko

řenů Arabidopsis a je schopna zprostředkovat signály iniciované během stresu ze su

cha, což má za následek vhodnou genovou expresi. Analýza mikročipů transgenních 

rostlin pro tento gen odhalila, že díky zvýšené toleranci došlo k regulaci směrem 

ke zvýšení v mnoha genech reagujících na stres. Jednalo se například o geny R D 2 9 A , 

C O R 1 5 A a D R E B 1 A / C B F 3 (Umezawa et al., 2004). 

Další důležitou skupinou regulačních proteinů jsou transkripční faktory. Ty jsou 

zodpovědné za změněnou genovou expresi a pomáhají tak rostlinám reagovat na stre

sové podmínky na transkripční úrovni. Těchto reakcí na sucho se účastní mnoho tran

skripční ch faktorů, které spadají do různých rodin. Příkladem jsou A P 2 / E R E B P ( A P E -

TALA2/Ethylen-responsive element binding protein), bazický leucinový zip (bZIP), 

M Y B , N A M - A T A F 1 / 2 - C U C 2 ( N A C ) a zinkový prst (Fang a Xiong, 2015). Konkrét

ním příkladem je studie provedená na Arabidopsis thaliana s genem shn, který spadá 

do rodiny transkripční faktorů A P 2 / E R E B P . Tento gen je zodpovědný za zvýšené 

množství kutikulárního vosku na listech. Vosková vrstva na povrchu rostlin se nazývá 

kurikula a slouží jako ochranná vrstva před vl ivy prostředí, a tudíž má svůj význam 

i při působení sucha. Nadměrná exprese všech tří genů kladu SFTN vykazovala až šes

tinásobné zvýšené hladiny kutikulárního vosku a významnou toleranci vůči suchu 

a zotavení, což pravděpodobně souvisí se sníženou hustotou průduchů (Aharoni et al., 

2004). 

V promotorových oblastech genů reagujících na sucho se vyskytují cis-elementy 

označované A B R E ( A B A responzivní elementy). Jedná se o promotory genů reagují

cích na stres ze sucha, které ale pro svou aktivaci potřebují A B A . Tyto promotory řídí 

genovou expresi prostřednictvím A R E B / A B F transkripční ch faktorů, které spadají 

do podrodiny transkripčních faktorů bZIP. M e z i členy této podrodiny patří tran

skripční faktory A R E B 1 , A R E B 2 a A B F 3 . Jejich úplná aktivace je závislá na A B A . 

Trojitý mutant areb 1 -areb2-abf3 má sníženou toleranci vůči suchu. Z těchto výsledků 

vyplývá, že transkripční faktory A R E B 1 , A R E B 2 a A B F 3 jsou klíčovými složkami 

pro regulaci genové exprese závislou na A B R E při vystavení rostlin stresu suchem 

(Yoshida et al., 2010). Do rodiny základních transkripčních faktorů leucinového zipu 

patří také faktor OsbZIP23. Ten byl studován u rýže, kde jeho nadměrná exprese vy

kazovala výrazně zlepšenou toleranci vůči suchu. Z výsledků studie vyplývá, že 

OsbZIP23 je dalším regulátorem transkripce, který může působit na expresi velkého 
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množství genů v odpovědi na stres ze sucha v regulační dráze závislé na A B A . (Xiang 

et al., 2008). 

Při reakci na sucho je také důležitý pohyb stomatálních buněk. Při těchto pohy

bech se uArabidopsisjako důležitý ukázal další transkripční faktor. Je j ím transkripční 

faktor AtMYBóO. Je exprimován ve většině rostlinných orgánů kromě kořenů a spe

cificky exprimován v ochranných buňkách. Jeho exprese je rychle regulována směrem 

dolů při působení sucha. Nulová mutace v AtMYBóO způsobovala podstatné snížení 

průduchů a snížené vadnutí při působení sucha (Cominelli et al., 2005). V ochranných 

buňkách je také suchem indukován gen S N A C 1 , který kóduje další důležité tran

skripční faktory. Jsou j imi N A M , A T A F a C U C , které spadají do N A C rodiny tran-

skripčních faktorů. Nadměrná exprese S N A C 1 genu (stress-responsive N A C 1) 

u transgenní rýže významně zvyšuje odolnost vůči suchu. Tato rýže vykazovala odol

nost za podmínek závažného sucha v reprodukčním stádiu a zároveň nedocházelo 

k žádným fenotypovým změnám. Významné zlepšení odolnosti vůči suchu prokazo

vala i ve vegetativním stádiu. V e srovnání s divokým typem ztrácela transgenní rýže 

díky uzavírání více stomatálních pórů mnohem pomaleji vodu. Tato studie tedy uka

zuje, že S N A C 1 má velký potenciál při zlepšování tolerance rostlin rýže vůči suchu 

(Hu et al., 2006). 

Jednou z vlastností, které se rostlinám mohou při působení sucha hodit, je zvětšení 

kořenů. Z a vylepšení reakcí v podmínkách sucha je zodpovědný gen O s N A C l O , který 

spadá do domény N A C genů. Jedná se opět o gen, jehož exprese je vyvolána suchem. 

K jeho expresi dochází především v květech a kořenech. Tento gen má dva promotory, 

jeden základní GOS2 a druhý RCc3 je specifický pro kořenové části. Gen O s N A C l O 

byl studován v rýži v polních podmínkách sucha a jeho nadměrná exprese jak s kon

stitutivním, tak s kořenově specifickým promotorem vedla ke zvýšení tolerance vůči 

suchu během vegetativního růstu díky tomu, že byly v různých tkáních aktivovány 

různé skupiny genů. U rostlin s kořenově specifickým promotorem RCc3 byl výrazně 

zvýšen výnos zrna za sucha i za normálních podmínek oproti rostlinám s konstitučním 

promotorem GOS2. Tyto transgenní rostliny s kořenově specifickým promotorem také 

měly l ,25krát větší průměr kořenů, díky čemuž mohou lépe odolávat podmínkám su

cha a zároveň mají i vyšší produkci (Jeong et al., 2010). Do transkripční faktorů také 

spadají faktory zinkových prstů. Protein zinkového prstu typu Cys2/His2 je kódován 

genem ZPT2-3. Ukázalo se, že je také zodpovědný za toleranci vůči suchu. Jeho nad

měrná exprese u transgenních rostlin petúnie měla za následek zvýšenou toleranci vůči 
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suchu (Sugano et al., 2003). Dalším objeveným transkripčním faktorem spadajícím 

opět do třídy zinkových prstů typu Cys2/His2 je D S T (tolerance vůči suchu a soli, z 

anglického drought and salt tolerance). B y l o zjištěno, že se jedná o negativní regulátor 

tolerance sucha. Mutantní rostliny dst jsou totiž schopny lépe udržovat vodu a méně j i 

ztrácet při vystavení suchu oproti rostlinám divokého typu. Za stresových podmínek 

má tento mutant také výrazně nižší průduchovou vodivost než rostliny divokého typu, 

což má za následek její vyšší toleranci vůči stresu ze sucha (Huang et al., 2009). 

Dalšími složkami, které hrají důležitou roli při toleranci rostlin vůči suchu a které 

zabraňují vysychání, jsou L E A (z anglického late embryogenesis abundant) proteiny. 

Jedná se o proteiny, které se v hojném množství tvoří v pozdní fázi vývoje semen při 

dehydrataci. U vyšších rostlin obsahují hydrofilní aminokyseliny (např. glycin a lysin), 

které jsou uspořádané v opakující se sekvenci. Díky tomu propůjčují proteinům vlast

nosti jako je hyperhydrofilnost a teplotní stabilita. Zachycují tak vodu a chrání buněčné 

součásti před poškozením stresem ze sucha. Hrají tedy roli při toleranci sucha nejen 

při skladování semen, ale pro celou rostlinu. Expresi genů, které kódují L E A proteiny, 

může ovlivňovat řada faktorů, podmínek nebo procesů (Hong-Bo et al., 2005). Jeden 

z genů, které kódují L E A proteiny, byl studován u rýže. Jednalo se o gen O s L E A 3 - l , 

který je indukován suchem. Nadměrná exprese tohoto genu u transgenních rostlin vy

kazuje zvýšenou toleranci vůči stresu. Navíc při použití vhodných promotorů byl pro

kázán znatelně větší výnos zrna (Xiao et al., 2007). 

Dalšími hráči, kteří mohou ovlivňovat rezistenci rostlin na sucho, jsou transporté

rové proteiny. Pro správnou reakci rostlin na podmínky sucha jsou důležité stomatální 

pohyby. Ty mohou být regulovány několika signálními drahami a jsou za ně zodpo

vědné především strážné buňky, které obsahují transportní kanály regulující vstup lá

tek do buněk a ven. Jedná se o A B C (ATP-binding cassette) kanály. Jeden z těchto 

transportérů A t M R P 5 byl zkoumán u Arabidopsis. Některé signální dráhy, které jsou 

zodpovědné za otevírání průduchů, j sou právě ovlivňovány mutací v tomto genu. M u 

tantní rostliny mrp5-l měly za světla sníženou rychlost transpirace, snížené ztráty 

i spotřebu vody a na nezavlažovaných půdách přežily mnohem déle. Také byly zkou

mány rozdíly v otevírání průduchů za tmy a za světla mezi mutantními rostlinami 

a rostlinami divokého typu. Za tmy nebyly pozorovány větší rozdíly mezi mutantními 

a divokými rostlinami, naopak za světla bylo otevírání průduchů u mutantních rostlin 

značně sníženo (Klein et al., 2003). Dalším zkoumaným genem podílejícím se na re

gulaci průduchů byl gen A t M R P 4 . Po fluorescenčním označení byl protein viditelný 
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zejména v okrajových částech buněk, z čehož vyplývá, že se nachází na plazmatické 

membráně. Stejně tak bylo detekováno, že dochází k jeho silné expresi v průduchách. 

Mutantní rostliny atmrp4 vykazují zvýšenou transpiraci a kvůli tomu jsou citlivější 

na stres ze sucha oproti divokým rostlinám. Pravděpodobným důvodem bude to, že 

mají oproti mutantním rostlinám větší póry. Zvýšená transpirace u mutantů ovšem ne

závisí jen na velikosti pórů, ale také na kinetice jejich otvírání. Po působení světla totiž 

u mutantní ch rostlin dochází k rychlejšímu otevírání průduchů oproti divokým rostli

nám (Klein et al., 2004). 

U rýže byl studován aquaporinový gen R W C 3 , který je zapojen do mechanismu 

vyhýbání se suchu. U transgenních rostlin, které nadměrně exprimovaly tento gen 

a obsahovaly stresem ze sucha indukovaný promotor, byl zjištěn vyšší vodní potenciál 

v listech a vyšší relativní kumulativní rychlost transpirace oproti rostlinám divokého 

typu. Výsledky ukazují, že transgenní rostliny jsou schopny lépe hospodařit s vodou 

za podmínek dehydratace a gen R W C 3 hraje roli při mechanismu vyhýbání se suchu 

(Lian et al., 2004). Další aquaporinový gen byl sledován u Arabidopsis. Jednalo se 

o gen PgTIP l kódující vnitřní protein tonoplastu u ženšenu {Panax ginseng). Studie 

dokazuje, že hraje roli při reakcích rostlin na stres ze sucha, jelikož je zapojen do pro

cesů spojených s transportem vody přes tonoplast prostřednictvím aquaporinů. Nad

měrná exprese tohoto genu v transgenních rostlinách Arabidopsis zvyšovala za přízni

vých podmínek růst rostlin. B y l y také sledovány rozdíly mezi transgenními rostlinami 

a rostlinami divokého typu za podmínek dehydratace. Zde podle výsledků záviselo 

také na podmínkách pěstování, zejména na hloubce dostupné půdy. Při pěstování 

na mělkých miskách hlubokých 10 cm uvadaly transgenní rostliny mnohem dříve než 

rostliny divokého typu. Naopak při pěstování v hlubokých miskách dosahujících 

hloubky 45 cm neuvadal ani jeden typ rostlin. Transgenní rostliny ovšem vykazovaly 

mnohem lepší stav růstu, zejména měly podstatně delší kořeny. Tyto výsledky budou 

dány nejspíše tím, že hluboké misky lépe navozují přirozené podmínky pro rostliny 

(Peng et al., 2007). 

Dalším typem procesů, který může přispívat k rezistenci rostlin, je akumulace os-

moprotektivních látek neboli osmoprotektorů, jinak také nazývaných jako kompati

bilní soluty. Jedná se o velmi dobře rozpustné sloučeniny, které i při vysokých kon

centracích nejsou toxické. Najdeme je u rostlin i u živočichů. Podle chemického slo

žení j e můžeme rozdělit do tři skupin na betainy a příbuzné sloučeniny, polyoly a cukry 

(např. mannitol a trehalóza) a aminokyseliny (např. prolin). Během působení stresu, 
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jako je například sucho, dochází k indukci biosyntetických enzymů a osmoprotektivní 

látky jsou syntetizovány ve vyšším množství. Kompatibilní soluty za nepříznivých 

podmínek zvyšují osmotický tlak v buňce a stabilizují proteiny a membrány. Nachá

zejí se zejména v cytoplazmě (McNei l et al., 1999). Pro zvýšení tolerance některých 

plodin se rostliny upravují tak, aby nadměrně exprimovaly enzymy zodpovědné za 

syntézu kompatibilních solutů. Jedním z příkladů takto geneticky upravených rostlin 

byly rostliny bramboru. Studie byla provedená na odrůdě bramboru Gannongshu 2, do 

které byl vpraven gen B A D H (betain aldehyddehydrogenáza). Ten ještě obsahoval 

promotor rd29A z Arabidopsis thaliana, k jehož indukci dochází při působení stresu. 

Gen se povedlo integrovat do genomu bramboru a analýzy potvrdily, že u kontrolních 

rostlin k jeho expresi vůbec nedocházelo, zatímco u transgenních rostlin jeho exprese 

stoupala se zvyšujícím se působením stresu. Také se ukázalo, že B A D H pozitivně 

ovlivňuje permeabilitu membrány při působení stresu, jelikož buněčné membrány 

transgenních rostlin byly při působení stresu poškozeny méně než membrány kontrol

ních rostlin. Obecně vykazovaly transgenní rostliny normální a lepší růst oproti kon

trolním rostlinám. Gen B A D H tedy zlepšil u rostlin schopnost tolerance stresu. Potvr

dilo to tedy myšlenku, že geny zapojené do drah syntézy rozpuštěných látek lze vyu

žívat při tvorbě transgenních plodin, které tyto geny neobsahují, a zvyšovat tak jejich 

odolnost vůči stresům (Zhang et al., 2011). V dalším výzkumu bylo testováno, zda 

zvýšené množství aminokyseliny prolinu má v l iv na zvýšenou toleranci rostlin. 

Do rostlin tabáku byl opět zaveden gen P5CS se specifickým promotorem a u rostlin 

tak byla nadměrně exprimována Al-pyrrolin-5-karboxylát syntetáza. Jedná se o en

zym, který katalyzuj e reakce, kde konečným produktem je prolin. Transgenní rostliny 

produkovaly významně větší množství prolinu oproti kontrolním rostlinám a rostliny, 

které exprimovaly vyšší hladiny P5CS, obsahovaly více prolinu. Z výsledků vyplývá, 

že akumulace prolinu v buňkách transgenních rostlin j i m pomáhá udržet osmotický 

potenciál a tím lépe tolerovat stresové podmínky sucha. Prolin tedy působí jako osmo

protektivní látka (Kishor et al., 1995). 

Do poslední skupiny látek, které se u rostlin podílejí na toleranci sucha, by se daly 

zařadit nejrůznější proteiny, které jsou spojené s metabolismem rostlin. Jak j iž bylo 

zmíněno výše, při působení sucha hraje důležitou roli také kutikulární vosk na listech 

rostlin, který může pomáhat zamezovat ztrátám vody. U rýže byl objeven gen pro su

chem indukovanou akumulaci vosku (DWA1) , který kóduje velmi velký protein. By lo 
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pozorováno, že u mutantních rostlin dwal se ztrátou funkce dochází při působení su

cha k rychlejšímu vadnutí, k rolování listů a po opětovné závlaze nejsou schopny pře

žívat na rozdíl od rostlin divokého typu. Zároveň bylo u mutantních rostlin pozorováno 

výrazně snížené množství biomasy a plodnost klásků. By lo zjištěno, že homolog 

D W A 1 se vyskytuje u většiny druhů vyšších rostlin. K expresi D W A 1 dochází 

zejména ve vaskulárních tkáních a ve vrstvách epidermálních buněk. Oproti repro

dukčním stádiím, kdy je exprese poměrně vysoká, nedochází ve vegetativních stádiích 

téměř vůbec k jeho expresi. U dwal mutantů bylo po působení sucha výrazně snížené 

usazování voskových krystalů na kutikule, v některých místech listů se dokonce nena

cházely žádné. Kvůli sníženému množství vosku může rostlina ztrácet vodu a tím pá

dem má zvýšenou citlivost na stres ze sucha. Potvrdilo se, že nadměrná exprese D W A 1 

hraje roli při toleranci stresu ze sucha díky regulaci ukládání kutikulárního vosku, pro

tože při působení sucha rostliny nadměrně exprimující D W A 1 produkovaly zvýšené 

hodnoty mastných kyselin pro kutikulárního vosku (Zhu a Xiong, 2013). Důležitou 

roli při toleranci hraje i gen OsOAT, který kóduje ornitin 5-aminotransferázu. Jeho 

regulace směrem ke zvýšení byla zaznamenána v rostlinách, které nadměrně exprimo-

valy N A C transkripční faktor S N A C 2 . Tento transkripční faktor se váže na protomor 

genu OsOAT. Při působení sucha docházelo k transkripci genu OsOAT. Pro otestování 

tolerance byly vytvořeny transgenní rostliny rýže nadměrně exprimující gen O s O A T 

a byly pozorovány rozdíly mezi nimi a rostlinami divokého typu. Nejprve proběhlo 

testování v laboratorních podmínkách. Tam transgenní rostliny po působení stresu 

uvadaly pomaleji než kontrolní rostliny a zároveň se po opětovné závlaze byly schopny 

lépe zotavit. Při testování v polních podmínkách vykazovaly transgenní rostliny také 

lepší výsledky. Při působení sucha oproti kontrolním rostlinám vadly pomaleji, a navíc 

prokazovaly znatelně vyšší rychlost vzcházení semen, což je důležitý znak při hodno

cení tolerance. Potvrdilo se tím, že nadměrná exprese genu O s O A T může hrát u rýže 

důležitou roli při rezistenci vůči suchu (You et al., 2012). 
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2 Mák 
Mák je pro střední Evropu a Českou republiku tradiční rostlina. Pěstování rostlin máku 

a jejich využití zde má dlouhou historii, o čemž svědčí například jeho častý výskyt 

v lidovém umění nebo ve spoustě názvů a vlastních jménech. Rostliny máku jsou už 

od středověku pěstovány jako okrasné rostliny, ale také pro použití semen v potravi

nářství díky své výjimečné chuti. Rostliny ovšem obsahují alkaloidy, které mají nar

kotické účinky, což by mohli zneužívat drogově závislí. V České republice je z tohoto 

důvodu stanoven možný obsah opiových alkaloidů v tobolkách. Ze zákona je dán ma

ximální limit, kdy obsah opiových alkaloidů v suchých tobolkách se stopkou nejvýše 

15 cm pod tobolkou nesmí překročit 0,8 %. Většina odrůd máku, které se v České re

publice pěstují, mají semena s typicky modrou barvou. Mají příjemnou vůni a sladkou 

chuť. Tento mák nese označení Český modrý mák. V České republice se v malé míře, 

která představuje 3 % plochy oseté touto plodinou, pěstují i odrůdy mající bílá semena. 

Jejich chuť už je ovšem j iná (Mikšík a Lohr, 2020). 

Mák pěstovaný v České republice můžeme podle různých parametrů rozdělovat 

do několika skupin. Podle doby výsevu rozlišujeme dvě hlavní skupiny, což jsou mák 

jarní a mák ozimý. Mák jarní se v závislosti na konkrétním roce pěstuje na 9 0 - 100 % 

plochy oseté touto plodinou. Zbytek plochy zaujímá mák ozimý, který je charakteris

tický intenzivně chlupatými mladými listy s mléčnými skvrnami (Mikšík a Lohr, 

2020). 

Již od počátku tohoto století pěstuje Česká republika nej větší objem potravinář

ského máku na světě a produkuje až jednu třetinu veškerého máku uvedeného na svě

tový trh. 85 % z celkového objemu máku vyprodukovaného v České republice se vy

váží. Tuzemská spotřeba vychází přibližně na 400 gramů máku na obyvatele za rok 

(Mikšík a Lohr, 2020). 

Přestože se u nás mák pěstoval i v minulosti, jeho produkce se zvýšila až ke konci 

20. století, kdy se zvedala poptávka po kvalitním máku i ze zahraničí. Dnešní plochy 

oseté mákem jsou 5x větší oproti plochám ve 20. a 30. letech 20. století. Mák se na na

šem území pěstuje téměř ve všech oblastech kromě vyšších nadmořských výšek nad 

700 m n. m. a velmi suchých oblastí, kde může být výnos výrazně zmenšen suchem 

(Mikšík a Lohr, 2020). 

Díky mnohaletému šlechtění se v České republice produkuje kvalitní mák, který 

má velmi nízký obsah alkaloidů. Díky tomu není tak nahořklý, ale má příjemnou chuť. 
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Jsme významným producentem máku, který je kvalitní a určen výhradně pro potravi

nářské účely. Díky jeho kvalitě patří Česká republika k těm nej významnějším zemím 

na světě, kde se pěstuje mák pro potravinářské účely. Vysévají se u nás hlavně odrůdy, 

které byly dlouhodobě šlechtěny. M e z i nej častější v současnosti patří například Major, 

Aplaus, Marathon, Opál, Onyx nebo Opex. Díky své kvalitě a specifickým vlastnos

tem požádala Česká republika o registraci názvu Český modrý mák jako chráněného 

zeměpisného označení v E U (Mikšík a Lohr, 2020). Velikost osevních ploch máku se 

podle Českého statistického úřadu v jednotlivých letech mění. V roce 2009 byla na

příklad osevní plocha máku 53 623 ha, v roce 2012 to bylo 18 363 ha, v roce 2016 

35 543 ha a v roce 2021 43 867 ha (Český statistický úřad, online). 

V l i v stresu suchem byl u máku v několika případech studován. První studie se 

zaměřovala na transkriptomickou a proteomickou analýzu při působení sucha. K u n -

drátová et al. (2021) porovnávali transkriptomický a proteomický profil u dvou odrůd 

máku Papaver somniferum, kdy jedna byla citlivá na sucho (Prevalskij 133) a druhá 

tolerantní (Extaz). Nejprve se zaměřili na analýzu dehydrinů, které by měly reagovat 

na sucho. U odrůdy Extaz nedošlo k výrazným rozdílům v expresi dehydrinů mezi 

rostlinami vystavenými suchu a kontrolními rostlinami. U odrůdy Prevalskij 133 byly 

vidět rozdíly v expresi dehydrinů, ovšem nebyly tak výrazné, jak se očekávalo. Sou

středili se tedy na j iné geny a proteiny. Dále byly sledovány rozdíly mezi diferenciálně 

exprimovanými geny (DEG). U odrůdy Extaz bylo při porovnávání kontrolního stavu 

a působení sucha analyzováno 233 D E G , kdy 122 z nich mělo zvýšené hladiny při 

působení sucha. U odrůdy Prevalskij 133 došlo ke změně v 1259 D E G , z nichž 576 

bylo zvýšeno za sucha. Ukázaly se jasné rozdíly v reakcích na stres ze sucha mezi 

jednotlivými odrůdami. B y l y sledovány také diferenciálně exprimované proteiny 

(DEP). Zde nebyl žádný významný rozdíl u odrůdy Extaz mezi kontrolním stavem 

a působením sucha. U odrůdy Prevalskij 133 došlo ke změně v i l D E P , z nichž 6 bylo 

výrazně zvýšeno při působení sucha. Při ošetření suchem byl významný rozdíl mezi 

odrůdami v 52 D E P . Ve výsledku se ukázalo, že při analýze D E G se odrůdy liší 

zejména v transkriptomických reakcích na stres suchem. Naopak díky analýze D E P se 

ukázalo, že jsou větší rozdíly mezi odrůdami než mezi ošetřeními v rámci každé od

růdy (Kundrátová et al., 2021). 

Další studie se zaměřovala na akumulaci prolinu v rostlinách při působení sucha. 

Patel a Vora (1985) se ve své studii zaměřili na porovnání akumulace prolinu u růz

ných druhů, čímž chtěli zjistit, zda prolin může být indikátorem odolnosti vůči suchu. 
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Podle pozorování, při jak velkém vodním deficitu rostliny začínají akumulovat prolin, 

mohli rostliny rozdělit do dvou skupin na rostliny s nízkou a vysokou akumulací pro

linu. Z jejich analýz vyplynulo, že rostlinami odolnými vůči suchu jsou mák, jitrocel 

a pšenice. Mák začal akumulovat prolin při 13% vodním deficitu a s rostoucím stresem 

ze sucha se jeho hladina zvyšovala. Naopak jako rostlina citlivá na sucho se ukázala 

hořčice (Patel a Vora, 1985). 
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3 Cíl a metodika práce 
Praktická část diplomové práce obsahuje dvě části. První část se zaměřuje na optima

lizaci metody pro laboratorní testování stresu sucha u máku a následné ověření této 

metody na variabilní kolekci genových zdrojů. Druhá polovina práce využívá optima

lizovanou metodiku k analýze exprese vytipovaných genů potenciálně zapojených do 

reakce na stres suchem pomocí metody real-time P C R . 

3.1 Optimalizace metody a t e s tován í v y b r a n ý c h g e n o v ý c h z d r o j ů 

Prvním úkolem mé praktické práce bylo optimalizovat metodu pro laboratorní testo

vání stresu sucha u máku. 

Pokus byl proveden na semenech máku, která byla pro navození podmínek sucha 

ošetřena PEGem. P E G neboli polyethylenglykol je látka rozpustná ve vodě i v orga

nických rozpouštědlech. Z chemického hlediska se jedná o polymer, kde jsou jednot

livé uhlovodíkové jednotky spojeny etherovými vazbami. Jedná se o poměrně hojně 

používanou látku v různých oborech jako je chemie, zdravotnictví, kosmetika nebo 

farmacie (Velký lékařský slovník, online). V e výzkumu už byl v minulosti použit na 

navození podmínek sucha například u kukuřice (Khodarahmpour, 2011) nebo u sóji 

(Basal et al., 2020). 

Semena po samotném působení P E G u plesnivěla, proto bylo potřeba je nejdříve 

ošetřit desinfekcí. Jako nejlepší se ukázalo ošetření Chloraminem T 5%. Každých 25 

semen bylo po dobu 30 min necháno namočených v 500 ul Chloraminu T 5%. Po uply

nutí této doby byla semena 3x propláchnuta destilovanou vodou o objemu 1000 ul. 

Tímto způsobem byla ošetřena všechna semena, která byla určena k následnému klí

čení v různých koncentracích P E G u . Dále bylo každých 25 semen přeneseno do jedné 

Petriho misky. K přenesení byla použita sterilní pinzeta, aby se zamezilo nežádoucí 

kontaminaci z okolí a nedošlo ke znehodnocení vzorků případnými bakteriemi nebo 

houbami. Každá miska byla opatřena sterilním filtračním papírem a každá miska ob

sahovala různé koncentrace P E G u . Vzhled Petriho misek s naklíčenými semínky je 

vidět na obrázcích v příloze č. 1 a 2. 

By lo použito osm koncentrací P E G u . Následující tabulka 3.1 zobrazuje koncen

trace P E G u a j i m odpovídající hodnoty osmotického potenciálu, které byly použity při 

pokusu. 
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Tabulka 3.1: PEG koncentrace 

Koncentrace 

[g PEG/kg H2O] 

Osmotický potenciál 

[mPa] 

72,5 -0,1 

112,2 - 0 , 2 

143,2 - 0 , 3 

169,4 - 0 , 4 

192,6 - 0 , 5 

213,6 - 0 , 6 

233,0 - 0 , 7 

251,0 - 0 , 8 

Pro každou koncentraci P E G u (-0,2 mPa, -0,3 mPa, -0,4 mPa, -0,5 mPa, -0,6 mPa, 

- 0,7 mPa a -0,8 mPa) bylo vytvořeno 6 Petriho misek a pro dalších 6 Petriho misek 

byla použita jen sterilizovaná destilovaná voda jako kontrola. Tato kombinace byla 

otestována na semenech laboratorně stresované odrůdy Onyx. 

V dalším kroku už byla testována odrůdová odlišnost. Ten samý postup byl zopa

kován u následujících odrůd, jen zde už vždy po třech Petriho miskách u každé kon

centrace u každé odrůdy. Další testovanou odrůdou byl opět Onyx, kdy byly labora

torně stresované už i rodičovské rostliny. Následně byla testována odrůda Zavolzskij, 

kde získaná semena byla z rostlin stresovaných na poli. Jednalo se o porovnání nor

málních (zalévaných) semen této odrůdy se semeny stresovanými suchem. Poté byly 

postupně stejným způsobem testovány další odrůdy. Jednalo se o odrůdy: Onyx, Stu-

pický bělosemenný, Zavolzskij, Ferrara 2, Amarin, Florian, Malsar, Opava - Komárov, 

R7, Papaver 41, R2, Papaver 7, Chlumecky 1/45, R3 , S 188, Erbachshofsky, Pulawski 

bialy, Boehmuv belosemenny, Prevalskij 133 a šlechtitelské materiály č. 1500800168 

a č . 365 (1500800172). 

Všechny Petriho misky byly uzavřeny parafilmem a postaveny vždy na stejné 

místo, aby měly všechny odrůdy stejné podmínky. Semínka byla ponechána týden klí

čit a poté bylo zhodnoceno množství vyklíčených a nevyklíčených semen jak u jed

notlivých odrůd, tak také v závislosti na koncentraci P E G u . 
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Poslední tři odrůdy nevyklíčily, jel ikož byly napadeny plísní. Proto byl P E G 

znovu sterilizován, aby se zabránilo dalšímu plesnivění a pokus mohl být správně vy

hodnocen. Bohužel sterilizace nejspíše P E G rozložila a ten pak způsobil, že v n ě m 

nevyklíčila téměř žádná semena v žádné koncentraci. Proto byl u odrůdy Prevalskij 

133 a u šlechtitelského materiálu č. 1500800168 a č. 365 (1500800172) proveden 

pokus znovu a j eho výsledky j sou zaznamenány níže v tabulce. Tentokrát byly použity 

už jen Petriho misky s vodou a s koncentracemi -0,2; -0,3; -0,4; -0,5 a -0,6 mPa. U 

každé koncentrace byly vytvořeny opět tři Petriho misky. U odrůdy Boehmuv belose-

menný už bohužel na zopakování pokusu nezbyl materiál. 

Dále byla porovnávána semena z odrůdy Onyx pěstované v laboratoři, kdy jednou 

rostliny rostly v hydroponickém roztoku a jednou byly stresované PEGem už při růstu. 

V obou případech bylo vytvořeno 5 Petriho misek s vodou a poté se všemi koncentra

cemi, tzn. -0,2; -0,3; -0,4; -0,5; -0,6; -0,7 a -0,8 mPa. 

3.2 A n a l ý z a re lat ivní exprese g e n ů p o t e n c i á l n ě z a p o j e n ý c h do reakce na 

stres suchem 

V laboratoři byla testována relativní exprese tří genů, které byly na základě dostupné 

literatury vytipovány jako potenciálně zapojené do reakce na stres suchem. V experi

mentu byla použita odrůda máku Onyx. Semena (25 ks) byla nakličována v Petriho 

miskách s filtračním papírem ve třech variantách - s vodou (kontrolní varianta), s P E 

Gem o koncentraci odpovídající změně osmotického potenciálu -0,2 mPa a s PEGem 

o koncentraci odpovídající změně osmotického potenciálu -0,4 mPa. Každá varianta 

byla provedena ve třech opakováních. 

Semínka byla v souladu s předchozím experimentem ponechána klíčit týden. Poté 

byly děložní rostliny otrhány sterilní pinzetou, vloženy do sterilní mikrozkumavky a 

ihned následovala izolace R N A pomocí T R I Reagentu podle zavedeného protokolu. 

V mikrozkumavkách byly vzorky nejprve homogenizovaný v 1 ml roztoku TRI 

Reagent předehřátém na 60 °C. Poté byly vzorky ponechány stát 5 minut při pokojové 

teplotě. Následně byly centrifugovány po dobu 20 minut při 3000 otáčkách za minutu 

a poté byl tekutý supernatant přenesen do nových mikrozkumavek. Následující kroky 

byly provedeny dvakrát za sebou. Do zkumavek bylo přidáno 0,2 ml chloroformu, po 

dobu 15 sekund byly protřepány a následně nechány stát po dobu 10 min při pokojové 

teplotě. Vzniklá směs byla poté centrifugována při 10 500 otáčkách za minutu při 4 °C 
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po dobu 15 minut. Tento proces byl následně ještě jednou zopakován. Vzniklá vodná 

fáze byla přenesena do nových mikrozkumavek a bylo k ní přidáno 0,5 objemu 2-pro-

panolu a 0,5 objemu 1,2 M N a C l . Vše bylo promícháno a ponecháno stát po dobu 

10 minut při pokojové teplotě. Směs byla centrifugována při 10 500 otáčkách za mi

nutu po dobu 10 minut při teplotě 4 °C. Následující krok byl opět proveden dvakrát. 

Supernatant byl odstraněn a R N A pelet byl promyt přidáním 1 ml 75procentního etha-

nolu. Vzorky byly protřepány a centrifugovány při 8 500 otáčkách za minutu při 4 °C 

po dobu 5 minut. Tento krok byl opět zopakován. Vzorky s R N A peletem byly poté 

krátce vysušeny na vzduchu po dobu 10 minut. Poté bylo k R N A peletu přidáno 20 ul 

D E P C - M Q vody a 1 ul inhibitoru RNázy. Opakovaným pipetováním s mikropipetou 

byly vzorky promíchány, aby se lépe rozpustily, a poté byly inkubovány při 37 °C po 

dobu 15 minut. Vzorky byly centrifugovány a vloženy do spektrofotometru pro stano

vení koncentrace a kvality R N A . Vzorky byly po izolaci uloženy do mrazicího boxu 

s teplotou -80 °C. 

U všech vzorků byla v přístroji NanoDrop změřena koncentrace a vzorky byly 

naředěny na stejnou koncentraci pro další potřeby k detekci pomocí real-time P C R . 

Dále bylo potřeba všechny R N A vzorky přečistit pomocí DNA-free K i t (Invitrogen): 

By lo použito vždy 10 ul roztoku R N A . K němu byl přidán 1 ul lOx DNase pufru 

a 1 ul rDNázy I. Vše bylo promícháno a ponecháno inkubovat při 37 °C po dobu 

20 minut. Následně byla přidána 1/10 objemu činidla pro inaktivaci DNázy a vše pro

mícháno. Vzorky byly inkubovány 2 minuty při pokojové teplotě za občasného pro

míchání. Poté byly centrifugovány při 10 000 otáčkách za minutu po dobu 1 minuty 

a 30 s. R N A byla poté přenesena do nové mikrozkumavky. 

Následovala vlastní syntéza c D N A pomocí Reverse transcription systém (Pro-

mega): 

K e 3 ul R N A byl přidán vždy 1 ul vody a 1 ul oligo (dT)15 primer. Směs byla 

inkubována při 70 °C po dobu 5 minut. Dále byl vytvořen master mix, který obsahoval 

6,6 ul vody, 1 ul dNTP, 4 ul pufru, 2,4 ul M g C h a 1 ul reverzní transkriptázy. Master 

mix byl přidán ke vzorkům a ty byly následně inkubovány. Nejprve byly inkubovány 

při 25 °C po dobu 5 minut, následně 1 hodinu při teplotě 42 °C a na následujících 

15 min byla zvýšena teplota na 70 °C. Celou dobu bylo se vzorky a činidly pracováno 

na ledu. 

Pro analýzu genové exprese byly vytipovány geny: lactoylglutathione lyase 

G L X l - l i k e ( G L X ) , phospholipase D alphal-like (PLD) a 1-Cys peroxiredoxin-like 
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(PER). Přesné sekvence kódujících genů byly získány z analýzy transkriptomu máku 

(Kundrátová et al., 2021) a byly vytvořeny pomocí nástroje Primer3 (Whitehead Insti

tute for Biomedical Research) a dále testovány pomocí B L A S T (NCBI) . Pro každý 

gen byly objednány dva páry primerů, které byly následně testovány na směsném 

vzorku a pro vlastní expresní analýzu byl použit příměrový pár vybraný podle analýzy 

křivky tání a účinnosti P C R reakce. 

Real-time P C R byla provedena s použitím Power SYBR® Green P C R Master 

M i x (Applied Biosystems) na přístroji QuantStudio™ 6 Flex Real-Time P C R System 

(Applied Biosystems) v 96jamkové destičce za podmínek doporučených výrobcem a 

to ve třech technických opakováních pro každý vzorek. Stanovení relativní exprese 

genu bylo provedeno podle metody A A C T (Livak a Schmittgen, 2001). Následovalo 

ověření specifity reakce pomocí analýzy křivky tání. Každá analyzovaná sada vzorků 

obsahovala i negativní kontrolu, která neobsahovala templátovou c D N A . Jako refe

renční gen byl použit gen pro aktin. 
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4 Výsledky 
V praktické části této práce bylo mým úkolem sledovat klíčivost jednotlivých odrůd 

máku při různých úrovních sucha a následně zjistit, zda se v rostlinách nacházejí geny 

aktivované stresem ze sucha. Následující tabulky a grafy shrnují výsledky první části 

mé praktické práce. 

Tabulka 4.1 zobrazuje výsledek klíčení semen odrůdy Onyx. Řádek 

Onyx - S značí semena rostlin, které byly stresované už při růstu, a řádek Onyx - H 

představuje rostliny, které byly pěstovány v hydroponickém roztoku. Můžeme vidět 

výrazný negativní v l iv stresu ze sucha. Při působení sucha na semena stresovaných 

rostlin nebyla tato semena schopna vyklíčit téměř žádná. Jen 10 % semen vyklíčilo bez 

působení dalšího sucha. Semena rostlin, které rostly v zavlažovaných podmínkách, vy

kazovala lepší klíčivost. Ovšem klíčila jen při působení slabšího sucha, při závažněj

ším stresu, který odpovídal změně osmotického potenciálu -0,4 mPa a vyšším hodno

tám, už také žádná nevyklíčila. 

Tabulka 4.1: Odrůda Onyx 

Osmotický potenciál ius [mPa] 

Odrůda dH20 -0,2 -0,3 -0,4 -0,5 -0,6 -0,7 -0,8 

Onyx - S 10/100 1/123 0/126 0/123 0/125 0/122 0/126 0/124 

Onyx - H 48/49 94/99 25/122 0/125 0/100 0/122 0/125 0/124 

V následující tabulce 4.2 jsem shrnula klíčivost všech odrůd ve všech koncentracích. 

U všech odrůd vidíme víceméně podobné výsledky. Při nižších koncentracích P E G u , 

tzn. při menší zátěži suchem, vykazují odrůdy lepší klíčivost oproti vyšším koncentra

cím. U většiny odrůd se ukázala jako hraniční změna osmotického potenciálu s hod

notou -0,6 mPa, kde už většinou semena nevyklíčila. Některé odrůdy se ovšem ukázaly 

jako odolnější a vyklíčily i ve stresu vyšším než tato hodnota. Jednalo se o odrůdy 

Onyx, Stupický bělosemenný, Zavolzskij, Opava - Komárov, R7 a Papaver 41. 

Pro lepší přehlednost jsem vytvořila graf 4.1, který ukazuje v procentech klíči

vost jednotlivých odrůd v jednotlivých koncentracích. 
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Tabulka 4.2: Klíčivost jednotlivých odrůd 

Změna osmotického potenciálu ius [mPa] 
Odrůda dH20 -0,2 -0,3 -0,4 -0,5 -0,6 -0,7 -0,8 
Onyx 83/122 103/146 88/124 83/126 65/150 69/148 44/150 1/139 
Stupický bělosemenný 1/75 13/75 22/72 16/73 10/75 0/75 1/72 0/74 
Zavolzskij 23/75 18/75 21/49 31/75 28/76 26/74 9/74 0/74 
Onyx - PEG stress 29/48 21/50 15/50 0/50 0/49 0/46 0/49 0/49 
Zavolzskij - normal 27/73 29/74 27/70 9/50 4/75 0/75 0/74 0/75 
Zavolzskij - stres 18/50 25/71 30/74 15/71 7/75 1/76 0/72 0/74 
Ferrara 2 54/71 63/73 67/73 52/75 29/71 14/74 0/74 0/73 
Amarin 11/73 54/75 56/75 46/75 30/75 20/87 0/77 0/87 
Florian 48/72 56/75 53/75 44/73 17/75 9/74 0/75 0/75 
Malsar 64/71 64/75 59/74 55/75 34/74 3/72 0/75 0/75 
Opava - Komárov 68/74 70/75 56/75 24/75 11/73 1/73 1/72 0/75 
R7 37/67 39/68 48/73 50/75 37/74 22/74 1/75 1/74 
Papaver 41 54/74 61/75 59/75 54/78 48/74 15/75 4/72 1/75 
R2 54/68 61/76 55/74 23/75 16/75 2/75 0/75 0/75 
Papaver 7 54/64 61/74 55/74 48/75 40/75 5/75 0/75 0/75 
Chlumecky I/45 55/75 54/75 61/75 40/75 14/74 0/75 0/74 0/75 
R3 36/73 38/75 46/76 33/74 16/74 0/75 0/74 0/75 
S 188 65/72 57/71 54/69 28/71 0/74 0/73 0/84 0/85 
Erbachshofs ky 43/73 35/75 39/75 10/73 10/74 0/74 0/74 0/83 
Pulawski bialy 37/50 44/74 31/74 10/75 4/74 0/75 0/74 0/74 
Boehmuv belosemenny 57/75 3/75 10/73 0/75 1/73 0/74 0/74 0/73 
Prevalskij 133 63/74 66/75 57/75 58/73 35/87 11/89 - -
Šlechtitelský materiál č. 
1500800168 

54/72 64/73 65/74 54/76 42/100 0/87 - -

Šlechtitelský materiál č. 365 56/75 
(1500800172) 

64/75 56/74 36/74 16/92 1/89 - -
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Graf 4.1: Klíčivost jednotlivých odrůd 
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N a tři vytipované geny jsem pomocí programu Primer 3 (Primer3web, online) navrhla 

primery. Jejich požadované vlastnosti byly: délka 1 8 - 2 4 nukleotidů, teplota tání 

55 - 75 °C a obsah G a C v příměrech 45 - 75 %. Specifita navržených příměrových 

párů byla ověřena pomocí nástroje B L A S T a genomové sekvence máku (NCBI , on

line). Dále jsem prostřednictvím nástroje OligoAnalyzer™ Tool (Integrated D N A 

technologies, online) ověřila, zda primery netvoří sekundární struktury a zda u přímě

rového páru nedochází k vzájemné interakci. Od každého genu jsem navrhla dva 

forward (F) a dva reverse (R) primery. Navržené primery shrnuje tabulka 4.3. 

Tabulka 4.3: Navržené primery 

Název Sekvence primerů (5-> 3) 

GLX_F1 GTGTGGGTGATGTTGAACGT 
GLX_R1 GCGAGTGATCTTTCCTCCCA 
GLX_F2 AGCCTGGTCCAGTTAAAGGT 
GLX_R2 TCTGCATAGCCCATCATTGC 
PLD_F1 TGGACACTGCTCACCATGAT 
PLD_R1 CCTGTTTCCTCCACCTCTGT 
PLD_F2 TGTGTCTTGTGTCCCCGTAA 
PLD_R2 ATCATGGTGAGCAGTGTCCA 
PER_F1 TGGCTGCATACTCTGGTGAA 
PER_R1 AATGTGCAGTGCCCTTGATG 
PER_F2 GACTTCACACCTGTCTGCAC 
PER_R2 GGGTCGGCTATGATTGGGTA 

Všechny primery jsem vyzkoušela na směsném vzorku nasyntetizované c D N A . Pro

vedla jsem P C R reakci a následně elektroforézu pro ověření správného nasedání pri

merů. Výsledek elektroforézy je znázorněn na obrázku 4.1. Pro každý gen byl poté 

vybrán nejvhodnější pár primerů, který byl následně použit na vlastní real-time P C R 

detekci. 
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Obrázek 4.1: Výsledek elektroforézy s navrženými primery. Neg. kontrola = negativní kontrola. 

Výsledky reakce real-time P C R pro tři vytipované geny shrnují následující grafy. Graf 

4.2 zobrazuje relativní expresi genu G L X , graf 4.3 relativní expresi genu P E R a graf 

4.4 relativní expresi genu P L D . Jednotlivé sloupce vždy představují průměrné hodnoty 

z rostlin pěstovaných ve stejných podmínkách. To znamená, že první sloupce v gra

fech představují průměry z rostlin rostoucích jen ve vodě a sloužících jako kontrola, 

druhé sloupce představují rostliny rostoucí pří působení P E G u o změně osmotického 

potenciálu -0,2 mPa a třetí sloupce představují rostliny rostoucí při změně osmotického 

potenciálu -0,4 mPa. U všech rostlin byl také detekován gen pro aktin jako referenční 

gen ajelikož se jedná o zobrazení relativní exprese, jako referenční rostlina s hodnotou 

1 byla vybrána rostlina rostoucí ve vodě a se sledovaným genem P E R . Je vidět, že 
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exprese genů G L X a P L D se zvyšujícím se stresem klesala, naopak exprese genu P E R 

stoupala při zvyšujícím se stresu. 

Graf 4.2: Relativní exprese genu GLX. Jednotlivé sloupce vyjadřují průměrné hodnoty z rostlin pěs
tovaných ve stejných podmínkách, úsečky představují směrodatné odchylky výběrového souboru. 
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Graf 4.3: Relativní exprese genu PER. Jednotlivé sloupce vyjadřují průměrné hodnoty z rostlin pěs
tovaných ve stejných podmínkách, úsečky představují směrodatné odchylky výběrového souboru. 
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Graf 4.4: Relativní exprese genu PLD. Jednotlivé sloupce vyjadřují průměrné hodnoty z rostlin pěs
tovaných ve stejných podmínkách, úsečky představují směrodatné odchylky výběrového souboru. 
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5 Diskuse 
Výsledkem mé práce bylo potvrzení, že jednotlivé odrůdy se chovají odlišně v reakci 

na sucho. B y l pozorován rozdíl jak mezi jednotlivými odrůdami, tak také mezi jednot

livými úrovněmi sucha. Podle mého pozorování se k tolerantnějším odrůdám zařadila 

například odrůda Onyx. Tento výsledek jsem očekávala, protože Onyx patří mezi kva

litní české odrůdy. Také jsem očekávala špatný výsledek u klíčení semen z rostlin stre

sovaných suchem už při růstu. Tato semena neměla téměř žádnou klíčivost. Podle mě 

se v tomto případě jedná o moc vysoký stres, který semena nejsou schopna překonat, 

aby se mohla správně vyvíjet ve zdravé rostliny. Při sledování relativní exprese vyt i 

povaných genů jsem čekala rozdílné výsledky, jelikož u některých genů může vlivem 

sucha docházet ke zvýšení exprese a u některých ke snížení exprese v závislosti na 

jejich funkci. Podle očekávání došlo při zvyšujícím se suchu ke zvýšení relativní ex

prese genu 1-Cys peroxiredoxin-like. Výsledek tedy podpořil myšlenku, že se jedná 

o gen, který má ochrannou funkci za stresových podmínek. Naopak opačného vý

sledku jsem dosáhla u genu lactoylglutathione lyase G L X l - l i k e , kde jsem také očeká

vala zvýšení, protože by měl opět spadat do kategorie genů zodpovědných za obranné 

reakce. Předpokládám proto, že se může jednat o gen, který je odlišně exprimován u 

různých plodin. 

Sucho je v současné době významným faktorem, který je zodpovědný za snížený 

výnos plodin. Nejrůznější studie se proto snaží porozumět mechanismům odolnosti 

rostlin vůči suchu, aby se mohla zlepšovat produktivita plodin i ve stresových podmín

kách (Singh a Laxmi , 2015). V e studii Kundrátové et al. (2021) byly rostliny máku pro 

zjištění v l ivu sucha vystaveny v prvních fázích klíčení také sedmidennímu stresu pro 

provedení následné transkriptomické a proteomické analýzy. V této studii byly sledo

vány dvě odlišné odrůdy, které měly různou klíčivost při působení sucha. U odrůdy 

Extaz, která byla určena jako odolná odrůda, byla průměrná klíčivost 88 %. Naopak 

odrůda Prevalskij 133 definovaná jako citlivá na sucho měla průměrnou klíčivost 12 % 

(Kundrátová et al., 2021). V mém případě jsem při pozorování rozdílné klíčivosti v l i 

vem sucha nechala rostliny klíčit také sedm dní. Rozdíl byl ovšem v navození stresu 

suchem, kdy jsem nepoužívala sníženou zálivku, ale měnila j sem osmotický potenciál 

ošetřením semen PEGem. Nemůžeme tedy přesně porovnat úroveň stresu. Pracovala 

j sem také s odrůdou Prevalskij 133, která se ovšem v mém případě v porovnání s ostat

ními odrůdami řadila k těm odolnějším. Odrůda měla oproti ostatním vyšší klíčivost 
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při změně osmotického potenciálu -0,6 mPa a její průměrná klíčivost při působení pěti 

úrovní stresu byla 59 %. Výsledky bohužel nemůžu porovnat s odrůdou Extaz, kterou 

jsem neměla k dispozici. 

V e studii (Vallejo et al., 2010) prováděné na Arabidopsis thaliana byl k navození 

podmínek sucha použit také P E G . Výsledky klíčení byly podobné jako v mém pokusu 

s mákem. Při ošetření vodou dosahovala klíčivost téměř 100 % a při vyšších úrovních 

stresu méně než 25 %. K největší variabilitě v klíčení mezi genotypy docházelo při 

změně osmotického na -0,6 mPa (Vallejo et al., 2010). S tímto závěrem se shodují 

i výsledky mých pozorování. Mák dosahoval největší klíčivosti při ošetření vodou, se 

zvyšující se úrovní stresu suchem se klíčivost snižovala. Největší variace v klíčení byla 

pozorována za podmínek změn osmotických potenciálů -0,5 mPa a -0,6 mPa. Podobné 

výsledky vykazoval i experiment provedený na rostlinách kukuřice (Khodarahmpour, 

2011). PEGem navozený stres suchem měl negativní v l iv na klíčivost u všech pozoro

vaných hybridů ve všech úrovních sucha. Jednotlivé hybridy však i přes to mezi sebou 

vykazovaly významné rozdíly v klíčivosti při vysokých úrovních sucha (Khodarahm

pour, 2011), což opět koresponduje s výsledky mého pokusu provedeném na máku. 

Při závažnějším suchu se objevovala větší variabilita mezi odrůdami. 

Rychlost vzcházení je důležitým faktorem pro výběr vhodných rostlin pro další 

šlechtění na rezistenci vůči suchu. Rostliny schopné vzcházet rychleji mají větší šanci 

na přežití, protože si mohou zabrat více místa, tím pádem mají větší možnost přísunu 

živin a dostatek světla. Lépe a rychleji tedy prospívají a díky tomu mají i větší výnosy. 

Tyto rychle vzcházející genotypy je tedy žádoucí vybírat pro další šlechtění rostlin 

vůči rezistenci (Khodarahmpour, 2011). 

V druhé části mého experimentu j sem sledovala expresi tří vybraných genů v re

akci na stres suchem. Prvním genem byl gen lactoylglutathione lyase G L X l - l i k e 

( G L X ) . Tento gen byl sledován v rámci proteomické analýzy klíčících semen u rýže. 

Zde docházelo k jeho nahromadění a byl zařazen do kategorie genů, které jsou zodpo

vědné za obranné reakce rostlin (Xu et al., 2008). Při vystavení rostlin máku suchu se 

také ukázaly diferenciálně exprimované proteiny spadající do kategorie obranných re

akcí, konkrétně odstraňování superoxidových radikálů (Kundrátová et al., 2021). Po

dobných výsledků bylo dosaženo i u semen Arabidopsis. Ta při ošetření PEGem také 

vykazovala zvýšené transkripty genů souvisejících s antioxidační aktivitou (Maia et 

al., 2011). Vzhledem k těmto předchozím analýzám a znalostem jsem ve svém expe

rimentu očekávala podobné výsledky, tedy zvýšenou expresi při zvyšujícím se stresu 
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suchem. Výsledek byl ovšem v mém případě opačný. Exprese genu G L X s vyšší 

úrovní stresu klesala. Při slabém stresu suchem bylajeho relativní exprese jen o trochu 

menší oproti kontrolním rostlinám, naopak při závažnější úrovni stresu klesla relativní 

exprese téměř 2,7násobně. 

Dalším sledovaným genem byl v mém případě gen phospholipase D alphal-like 

(PLD). Jeho exprese je aktivována působením A B A . Fan et al. (1997) ve své studii 

sledovali funkci tohoto genu na listech Arabidopsis. B y l a zkoumána reakce na potla

čení exprese P L D a u listů oddělených od rostlin. Listy oddělené od kontrolních rostlin 

začaly žloutnout už zajeden den po ošetření A B A a po třech dnech byly žluté téměř 

úplně. Naopak většina částí listů s potlačenou P L D a byla po třech dnech od ošetření 

A B A stále zelená. Než listy dosáhly do stejného stavu jako kontrolní rostliny, uběhlo 

téměř deset dní. Ukázalo se, že u těchto genotypů dochází k pomalejší degradaci fos-

folipidů a tím pomalejšímu poškozování membrány. Gen pro P L D a tedy přímo nepod

poruje senescenci, aleje důležitým hráčem v dráze podporující senescenci prostřed

nictvím fytohormonů (Fan et al., 1997). Jelikož při podmínkách sucha dochází v rost

linách k akumulaci A B A , může tedy docházet k expresi P L D . V případě mého pokusu 

na máku ovšem exprese tohoto genu se zvyšující se mírou sucha výrazně klesala. 

Oproti kontrolní rostlině při nejvyšší zátěži suchem klesla relativní exprese genu P L D 

o více než polovinu. Ve studii Distéfano et al. (2015) provedené s P L D ô na, Arabi

dopsis bylo zjištěno, že mutantní rostliny v tomto genu jsou oproti rostlinám divokého 

typu tolerantnější k silné úrovni sucha. Po vystavení silnému suchu byly kontrolní rost

liny zcela zvadlé, zatímco mutantní rostliny pldô byly zelené (Distéfano et al., 2015). 

Výsledky této studie můžeme dát do souvislosti se závěry z mých pozorování. V mém 

experimentu byla použita odrůda Onyx, která se řadí mezi odolnej ší odrůdy máku. Aby 

mohla přežívat i vysoké úrovně sucha, musí být schopna se nějak adaptovat. Jedním 

z mechanismů by mohla být právě snížená exprese genu P L D , díky čemuž dochází 

k pomalejší degradaci fosfolipidů a tím pádem k pomalejšímu poškození membrán. 

Rostliny díky tomu tedy mohou tolerovat vyšší úrovně sucha. Tento fakt podporuje 

také pokus, který provedli Distéfano et al. (2015). V rámci tohoto pokusu nechali 

v rostlinách Nicotiana benthamiana přechodně exprimovat gen z Arabidopsis A t -

P L D 5 . Tyto transgenní rostliny exprimující gen AtPLDô byly vystaveny suchu a už po 

čtyřech dnech vykazovaly výrazné známky vadnutí. Autoři se také domnívají, že zvý

šená odolnost mutantní ch fenotypu by mohla být způsobena zvýšenou stabilitou mem

brány a předpokládají také další P L D gen P L D a l jako další mající v l iv na tvarování 
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membrán a metabolismus lipidů (Distéfano et al., 2015). U kukurice navodilo ošetření 

PEGem zvýšení P L D a výsledky naznačují, že P L D zde hraje důležitou roli při zaví

rání průduchů, což je jedna z adaptivních reakcí na sucho (An et al., 2012). 

Poslední mnou sledovaný gen byl 1-Cys peroxiredoxin-like (PER). V rámci mého 

pokusu se jedná o jediný gen, jehož relativní exprese se zvyšující se úrovní stresu stou

pala. Při nej závažnější úrovni sucha se relativní exprese zvýšila 86krát oproti kontrol

ním rostlinám. Pro zjištění biologických funkcí tohoto genu byl ve studii provedené 

K i m et al. (2011) klonován v rostlinách čínského zelí a označen jako CIC-Prx . Uká

zalo se, že má nízkou peroxidázovou aktivitu, která je ovšem důležitá za normálních 

podmínek pro regulaci genové exprese správného vývoje a klíčení semen. Může ale 

také mít chaperonovou aktivitu, která je důležitá za stresových podmínek, kdy má 

ochranou funkci, jelikož je schopna ochránit velké spektrum proteinů před denaturací 

(K im et al., 2011). Funkce genu byla zkoumána také na rostlinách Arabidopsis, kdy 

byly vytvořeny rostliny, které nadměrně exprimovaly gen 1-Cys Prx P E R Í z ječmene, 

a zároveň také rostliny se sníženou expresí tohoto genu. Ukázalo se, že za nepříznivých 

podmínek gen přispívá k inhibici klíčení. Z výzkumu také vyplynulo, že není pravdě

podobné, že by gen přispíval k udržení dormance (Haslekás et al., 2003). Gen byl také 

identifikován u rostliny Xerophyta viscosa, kde byl označen j ako XvPer 1. Ukázalo se, 

že se jedná o stresem indukovaný gen, jelikož při působení abioticky ch stresů včetně 

sucha docházelo k výraznému zvýšení hladiny transkriptu tohoto genu. Jeho lokalizace 

byla detekována zejména v j á d ř e buněk dehydratovaných listů, kde může fungovat 

jako ochrana nukleových kyselin před působením stresů (Mowla et al., 2002). Tyto 

výsledky odpovídají mým pozorováním, kdy se zvýšenou úrovní sucha také docházelo 

ke zvýšení relativní exprese genu P E R . Díky studii Lee et al. (2000) se také ukázalo, 

že gen 1 Cys-peroxiredoxin může mít také antioxidační aktivitu. Lee et al. (2000) vy

tvořili transgenní rostliny tabáku, které nadměrně exprimovaly gen R I C - P r x z rýže. 

Jasně se potvrdilo, že transgenní rostliny měly zvýšenou odolnost vůči oxidativnímu 

stresu oproti divokým rostlinám. Divoké rostliny totiž vykazovaly vážné léze na lis

tech, zatímco transgenní rostliny měly poškozeny výrazně menší počet listů. Také se 

ukázalo, že gen R I C - P r x nejspíše nemá v l iv na dormanci (Lee et al., 2000). 

Tyto víceméně jednoznačné výsledky, viditelné rozdíly a změny v relativních ex

presích genů mohou být dány také tím, že j sem pracovala na odrůdě máku Onyx. Jedná 

se totiž o kvalitní odrůdu máku (Papaver somniferum L.), která byla oceněna Zlatým 
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klasem. Ačkoli se jedná o poměrně novou odrůdu, která byla v České republice regis

trována v roce 2016, dosahuje skvělých výsledků. M á výbornou odolnost vůči polé-

hání, vysoký výnos a malý sklon k tvorbě otevřených tobolek, což není žádoucí vlast

nost (Proseeds, online). Navíc z pozorování v rámci mého experimentu vyplývá, že 

tato odrůda má významný potenciál i v odolnosti na sucho. 
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Závěr 
V rámci této diplomové práce byla optimalizována metoda pro laboratorní testování 

stresu sucha u máku. Pomocí ní poté byla testována odrůdová odlišnost v reakci na 

stres suchem. Vytipování vhodných genotypů s větší odolností vůči suchu má význam 

pro další výzkum. Šlechtění odolných plodin bude přínosné zejména pro oblasti, ve 

kterých jsou častá období sucha. Stres suchem se může objevit v jakékoli fázi vývoje 

rostliny a podle různé doby trvání a intenzity může ovlivňovat produktivitu rostlin. 

Jelikož se jedná o aktuální téma, byl v poslední době učiněn velký pokrok v objevo

vání nových genů souvisejících se stresem ze sucha. V souladu s předchozími studiemi 

(Vallejo et al., 2010) i můj experiment potvrzuje, že se zvyšující se úrovní sucha, klesá 

schopnost rostlin vyklíčit. 

Pokud je rostlina ovlivněna působením sucha a chce přežít, snaží se proti němu 

nějak bránit. U většiny rostlin dochází při působení sucha k výrazným fenotypovým 

změnám. Dochází však také ke změnám ve fyziologii a metabolismu. N a molekulární 

úrovni se jedná o poměrně složité reakce. Proto se v současné době čím dál častěji 

objevují nejrůznější studie (Kundrátová et al., 2021) analyzující proteomy a transkrip-

tomy při působení sucha. Dochází k odhalování nej různějších genů a proteinů, u kte

rých dochází k odlišné expresi za stresových podmínek. V e své práci jsem se také za

měřila na změny některých genů v reakci na sucho. Ukázalo se, že při působení zvy

šující se úrovně sucha může docházet buď ke zvýšení, nebo snížení jejich relativní 

exprese v závislosti na jejich funkci. 
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