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Abstrakt

Tato prace shrnuje poznatky v oblasti obecnych mechanismi reakce rostlin na sucho
na genové urovni, odpovédi na stres a rezistenci u rostlin. Prace je zaméfena na rostliny
maku. Soustfed’'uje se na optimalizaci metody pro laboratorni testovani stresu sucha
u maku a nasledné na ovéfeni této metody na variabilni kolekci genovych zdroju. Op-
timalizovana metodika je pak vyuzita k ovéfeni vytipovanych stresovych gent pomoci
metody real-time PCR. Vysledkem byla zjisténa odlisna klicivost jednotlivych odrad
pii odlisnych arovnich stresu. U vytipovanych stresovych gent byla stanovena jejich

relativni genova exprese pii pasobeni riznych trovni sucha.

Klicova slova: stres, sucho, mak, rezistence, zmény 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 PCR method. As 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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Uvod

Tématem této diplomové prace jsou genové zmeny pii simulovaném stresu suchem
u maku. Stres suchem patii mezi abiotické typy strest a v soucasné dobé se stava velmi
vyznamnym tématem. Rostliny se na rozdil od zivocichti nemohou pohybovat a nemaji
tak moznost utéci z dosahu pusobeni stresu. Proto, aby mohly pfezit, jsou nuceny se
ucinkiim stresu pfizptsobovat. Stres suchem patfi k t€ém vibec nejméné pfiznivym ty-
pum strest pro rust a udrzeni zivota rostliny.

Zejména pro zemed€lstvi predstavuje sucho velky problém, jelikoz mize mit ne-
gativni vliv na vynos plodin. Vzhledem k tomu, ze vétSina zemédélskych ploch je
v soucasné dobé& suzovana stresy, naptiklad pravé suchem, dochazi tak ke snizené pro-
dukci. Jedna se o soucasny problém, ktery ov§em pravdépodobné bude aktualni i v bu-
doucnosti. Populace na Zemi se totiz neustale zvySuje a bude potieba zajistit jeji ob-
zivu. Velkou hrozbou v tomto sméru je také zména klimatu, ktera by mohla mit nega-
tivni vliv na zeméde€lskou produkci. Jedna se zejména o zmenseni pevninské plochy
vlivem vzestupu hladiny mote a s tim souvisejici zasolovani a o snizené mnozstvi vody
pro zavlazovani (Aydinalp a Cresser, 2008).

V posledni dobé¢ je tématu sucha vénovana velka pozornost. Védci se soustied’uji
hlavné na molekularni mechanismy ptsobeni stresu. Snazi se je pochopit a zjistit, za co
jsou jednotlivé geny zodpovédné a jak jednotlivé signalni drahy funguji. Dale je dile-
zité pochopit, jak potom rostlina spousti odpovédi na sucho a zda je pfi jeho intenziv-
néj$im pusobeni schopna vytvorit si rezistenci na tento typ stresu.

Obsahem této prace je literarni reSerSe zabyvajici se stresem ze sucha, jeho mole-
kularnim mechanismem, odpovédi na stres a rezistenci. Nasleduji také informace o
maku v souvislosti se suchem. V praktické Casti této diplomové prace jsem pracovala
na rostlinach maku. Zjistovala jsem odpovéd” jednotlivych odrid na ptisobeni sucha.
Dale jsem ovérovala, zda se u rostlin méaku vyskytuji geny aktivované stresem ze su-

cha.




1 Stres suchem

Rostliny ziji v prostedi s proménlivymi vnéj§imi podminkami, které jsou pro zivot
bud’ vhodné, nebo méné vhodné a které ptisobi na jejich rist, vyvoj a rozmnozovani.
Méné vhodné podminky potom rostliny nuti ménit se a pfizptisobovat se stavajicim
podminkam prostredi. Nejvice limitujicim stresorem pro rostliny je vodni stres neboli
sucho. Pfi pasobeni sucha se snizuje predevsim rast, zejména prodluzovaci rist bunék,
a fotosyntéza. Dochazi k rychlym zménam aktivity enzymi, k tvorbé aminokyseliny
prolinu, cukra, alkohold a dalSich sloucenin, které zvySuji osmoticky tlak v burikach.
Zvysuje se zejména koncentrace kyseliny abscisové (ABA) (Blaha et al., 2003).

Pokud vezmeme v uvahu vSechny biotické i abiotické stresory, které mohou v pii-
rod¢€ na rostliny pusobit, je stres ze sucha jednim z nejnepfiznivéjSich faktort, které
mohou ovliviiovat rist a vynos rostlin. Sucho muze byt velkou hrozbou, protoze
spousti Sirokou Skalu reakci, které maji ve vysledku vliv na vynos plodin. Néstup sucha
predstavuje velkou hrozbu zejména v udrzitelnosti produkce v podminkach s ménicim
se klimatem. Pro porozuméni mechanismiim odolnosti rostlin vici suchu je dulezité
porozumét zejména molekularnim a biochemickym mechanismu reakci na sucho (An-
jum et al., 2011). Pisobenim sucha dochazi k vyraznému snizeni biomasy a vynosu
(Rollins et al., 2013). Dispozice rostlin odolavat suchu jsou rozdilné u riznych druht
rostlin. Zalezi také na vyvojovém stadiu rostliny, trovni stresu a pfipadné na dalSich
soucasné pusobicich stresorech (Demirevska et al., 2009).

Stres ze sucha ma za nasledek fadu zménénych procesu v rostliné. Kvili snizené
pruduchové vodivosti se snizuje mira asimilace oxidu uhli¢itého. Zmensuji se listy,
nedochazi k normalnimu prodluzovani stonka a k novotvoreni koren. Kvuli témto
zménam jsou narusSeny vodni vztahy rostlin a nedochézi k efektivnimu vyuzivani vody
v rostlin€. Jsou naruseny také fotosyntetické pigmenty, coz snizuje mnozstvi vymeény
plyni a to ma za nasledek opét snizeni ristu a vynosu plodin. Vyznamnou roli pfi
snizené dostupnosti vody hraji také koncentrace osmoticky aktivnich latek. Za sucha
dochazi také k tvorbé aktivnich forem kysliku (ROS), jejichz vznik 1 zanik musi byt
peclivé kontrolovan pomoci antioxidacnich mechanismti (Anjum et al., 2011).

Rostlinu mize ovliviiovat jeden nebo kombinace vice biologickych faktort a fak-
tort prostiedi, které jsou zodpoveédné za nefyziologické pribéhy reakci. Vlivem téchto

reakci muze dochazet k poSkozeni rostlin, snizuje se jejich rast a v nejzazsim piipade




muze dojit ke smrti rostliny. V1iv na vynos plodin maji zejména stresy prostredi. Z nej-
raznéjsich odhada védct vyplyva, ze z veskeré orné pudy na celém svéte existuje jen
10 % pudy, ktera neni ovlivnéna stresem. Naopak témér 25 % celosvétové zemedelské
pidy je omezeno nedostatkem vody (Fathi a Tari, 2016).

Dle odhadii OSN se predpoklada, ze populace obyvatel na Zemi dosahne poctu
deviti miliard od roku 2050 (World Population Prospects, 2022). Sedmdesat pro-
cent veskeré vody, kterou lidé vyuzivaji, spotiebovava zemedélstvi. Podle Internatio-
nal Water Management Institute (IWMI) ale tato spotfeba vzroste do roku 2025
0 17 %. Se zvySujici se urbanizaci také stoupa spotreba vody, ktera potom chybi ze-
medelstvi. Kvili tomuto problému pozadoval institut IWMI, aby do roku 2025 doslo
ke Ctyficeti procentnimu zlepSeni vynost plodin v oblastech, kde jsou rostliny suzo-
vany suchem. Ukazalo se, ze za jedno desetileti doslo ke zlepSeni jen o 10 % a neni
bohuzel jisté, zda se i toto zlepSeni da viibec udrzet, natoz zlepsovat (Pennisi, 2008).

Prikladem velkého sucha, které s sebou pfineslo velké problémy, byl rok 2012
v Iow&. Skody byly zptisobeny na kukufici a soji, protoze nastaly vysoké teploty a byl
nedostatek vody pro rostliny. To znamena, ze byly vystaveny stresu suchem. Sucho
navic zacalo pusobit v dob€, kdy byly rostliny ve fazi vyvoje. Sucho zptsobilo vyrazné
zmény ve struktufe pudy, zpasobovalo zvySené lamani a zhorSenou agregaci. Vzhle-
dem k zavaznosti sucha v roce 2012 zazilo v obdobi do fijna 100 % lowy vazné sucho
a 65 % dokonce extrémni sucho. Prognoza vynost kukufice z lowy na rok 2012 byla
8,8 t/ha, coz je 22 % pod hodnotou dlouhodobého trendu. To mélo samoziejme také
ekonomicky dopad, jelikoz s niz§im vynosem roste cena plodin. Ekonomické ztraty
vSak nebyly problém jen narodni, ale celosvétovy. Spojené staty americké totiz produ-
kuji pfiblizn€ 35 % celosvétové produkce kukufice a sdjovych bobu. Potvrdilo se
ovsem, ze sucho ma 1 dalekosahlejsi nasledky. Ekonomické ztraty se projevily i v zi-
vocisné vyrobe. Kvili suchu nebyl dostatek plodin, proto vzrostla jejich cena, coz zna-
mena, ze vzrostla cena krmiva. Zaroven nebyl kvali suchu ani dostatek alternativnich
krmiv. S témito problémy pak samoziejmé kvuli financim upada i zivoci§na vyroba
(Al-Kaisi et al., 2013).

U rostlin je dulezité, jak efektivné uméji hospodafit s vodou, coz se potom proje-
vuje na produkci. Pfi nedostatku vody vyznamné poklesl vynos zrna az o 35 % (Noo-
rmohammadi et al., 2009). SluneCni zafeni zpusobujici sucho a oxidace bunécnych
soucasti vznikajicimi volnymi kyslikovymi radikaly jsou hlavni davody vedoucimi

ke smrti rostliny. ZvétSujici se nedostatek vody zpusobuje akumulaci soli a iontt
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v hornich vrstvach pudy, coz predstavuje problém, jelikoz pro kofeny, které se zde
nachazeji, tak vznika osmoticky stres a iontova toxicita. Jako prvni odpoveéd’ na puso-
beni stresovych podminek reaguje rostlina biofyzikalni reakci. S rostoucim stresem
ze sucha se zmensSuje objem cytoplazmy a nasledné se plazmatickd membrana uvol-
fiuje od bunécné stény. Snizuje se tak objem buiky a s nim i tlak. Klesa potencial pro
vyvoj buriky a jeji rast se tedy snizuje. Pisobenim sucha dochazi k dehydrataci bunék
mezofylu u listd. V ochrannych burikach a v bunkach mezofylu se zvySuje produkce
ABA spolu s draslikem a vapnikem. V dusledku téchto procesu se uzaviou praduchy.
Pfi stresu ze sucha dochazi také k poklesu fotosyntetickych enzymu a tedy i k poklesu
rychlosti samotné fotosyntézy. Nedostatek vody zpliisobuje zménu barvy listd a na po-
vrsich listd pfibyvaji listové trichomy (Fathi a Tari, 2016). V podminkach zavazného
sucha dochazi k poskozeni biochemickych reakci zavislych na svétle. Dochazi k vy-
znamnému poklesu mnozstvi chlorofylu A a B a je vysoce utlumena mira asimilace
oxidu uhlic¢itého (Ghotbi-Ravandi et al., 2014).

Vseobecné je uznavan nazor, ze nejdilezitéjsim rostlinnym hormonem je ABA.
Hraje totiz dilezitou roli v zivotnim cyklu rostlin. Vyznamnou roli ma také na fyzio-
logické a morfologické tirovni pfi procesech v adaptaci na prostfedi (Fathi a Tari,
2016). Rostliny mohou dat najevo pomoci kofend, ze se nachazi ve vodnim deficitu.
Prostfednictvim kofenii mohou vysilat signaly. Timto signalem mize byt rostlinny
hormon ABA, kterou jsou rostliny schopny produkovat ve svych apikalnich oblastech
kofene pfi pusobeni sucha (Robertson et al., 1985).

Pro spravny prubéh fotosyntézy je dualezity zejména chlorofyl nachazejici se
v chloroplastech. Jeho mnozstvi pozitivn€ koreluje s rychlosti fotosyntézy. Pfi plso-
beni sucha dochazi k degradaci chlorofylu a k fotooxidaci pigmentt, které jsou pro
rostliny dulezité hlavné pro zachytavani svétla. V burice tak vznika oxidacni stres, je-
hoz znamkou je pokles chlorofylu (Anjum et al., 2011).

Snizeni mnozstvi chlorofylu béhem stresu z nedostatku vody zavisi na plodiné
i délce trvani sucha (Zhang a Kirkham, 1996). Podle typu odrady také dochazi k rizné
urovni postizeni (Yasar et al., 2010). Kvili tomu, ze béhem plisobeni sucha dochazi
k poklesu celkového chlorofylu, je snizena i kapacita pro zachytavani svétla. Ve foto-
syntetickém aparatu tak dochazi k absorpci nadmeérné energie a k produkci ROS, které
mohou poskozovat buriku. Tomu lze predejit degradaci absorbujicich pigmentt (Her-

binger et al., 2002). Vodni stres zpusobuje nejprve hydrolyzu v tylakoidnich protei-




nech. Po jeho ptisobeni dochazi k vyznamnému snizeni tylakoidniho chlorofylu a pro-
teinu thylakoidu, zatimco poméry chlorofyl a/chlorofyl b a protein/chlorofyl zistavaji
stabilni (Sgherri et al., 1993).

Sucho je specifickym typem stresu, jelikoz se jedna o multidimenzionalni stres,
ktery je zodpovédny za velké spektrum reakci. Jedna se o reakce na riznych arovnich
metabolismu rostlin, jako jsou molekularni, biochemické nebo fyziologické reakce.
Jednou z hlavnich reakci na stres ze sucha je zvySena produkce ROS, které jsou sig-
nalem ke spusténi dal§ich obrannych nebo adaptacnich reakci. Ke zvySené produkci
dochazi v riznych bunéénych strukturach, zejména v chloroplastech a mitochondriich.
Signalizace ROS ma za nasledek pohyb ABA a Ca** v butikach. Existuje spousta latek,
které jsou spojeny s reakcemi na sucho. Jsou jimi nejriznéjsi geny, transkripcni fak-
tory, aquaporiny, proteiny hojné se vyskytujici v pozdni embryogenezi, proteiny te-

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

1.1 Molekularni mechanismus

Mechanismus reakci na sucho nebo adaptace na sucho se na molekularni urovni da
obecné popsat nasledujicim zpisobem. Burika svymi senzory na cytoplazmatické
membrané vnima vnéjsi podnéty zptisobené suchem. Takto zachycené signaly burika
prostfednictvim mnoha signalnich drah pfed4a do nitra buiky. Tyto informace pak
spousti expresi genl reagujicich na sucho a nasledné expresi genti pusobicich v adap-
taci rostliny na stres. V signalnich drahach, které prenaseji informace o ptsobeni su-
cha, se také uplatiiuje mnozstvi riznych sekundarnich posli. Patii sem napiiklad dia-
cylglycerol, fosfoglycerol, ABA, ROS, Ca®" nebo regulatory transkripce (Kaur a
Asthir, 2017). V signalnich drahach spoustéjicich expresi gent reagujicich na sucho
se uplatiuji nejrizngjsi transkripcni faktory, vazebné proteiny a faktory, proteinki-
nazy, proteinové fosfatazy a receptory (Nakashima et al., 2014)

Sucho spousti v rostlinach akumulaci ABA, ktera ovliviiuje uzavirani priaduchu,
¢imz dochazi k zastaveni transpirace. Diky uzavienym pruduchiim dochazi k mensim
ztratam vody a ke snizené vyméné plynt, coz vede ke snizeni aktivity fotosyntézy
(Mittler a Blumwald, 2015).

Reakce rostlin na sucho jsou vyvolany mnozstvim signalnich siti, které lze v za-

vislosti na indukci ABA rozdélit do dvou hlavnich skupin na ABA-zavislé a ABA-
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nezavislé. (Kim, 2014). Diky podrobné&jsim analyzam gent, které jsou indukovany su-
chem, se zjiStuje, ze jednotlivé geny vykazuji rozdily v Case indukce exprese i v citli-
vosti na ABA. Mezi transkripéni faktory zavislé na ABA patfi proteiny se zinkovym
prstem (bZIP). Jedna se o velkou rodinu proteint, jichz bylo jen u Arabidopsis cha-
rakterizovano 75 ¢lent. DalSimi prvky reagujicimi na sucho na transkrip¢ni a posttran-
skripcni arovni jsou AREB proteiny (ABA-responsive elements-binding), které zvy-
Suji toleranci vuci suchu (Kaur a Asthir, 2017).

Naopak mezi transkripéni faktory nezéavislé na ABA patii napiiklad homeodo-
mény zinkového prstu (ZFHD). Napriklad nadmeérna exprese genu OsNLI-IF muze
vést u rostlin tabaku k toleranci sucha (Phuong et al., 2015). U transgennich rostlin
petunie byl nadmérné exprimovan NCED (9-cis-epoxykarotenoid dioxygenaza), coz
je dulezity enzym pii biosyntéze ABA. Pfi pusobeni sucha mély tyto rostliny snizenou
pruduchovou vodivost a fotosyntézu. Béhem sucha sice zvadly, ale po opétovném za-
liti se byly schopné plné zotavit (Estrada-Melo et al., 2015).

Mezi raznymi funk¢nimi kategoriemi proteinti vy¢niva jedna, ktera obsahuje nej-
vetsi mnozstvi protein reagujicich na sucho. Spadaji sem rizné proteiny, které se
ucastni skladani bilkovin, proteiny tepelného Soku, chaperony nebo chaperoniny (Kaur
a Asthir, 2017). Dalsimi typy proteind jsou aquaporiny, coz jsou proteiny tvoiici mem-
branové kanaly. Jejich hlavni roli je tedy transport a u rostlin se nachazi nejvétsi di-
verzita homologt aquaporinti. Riizné homology aquaporind jsou zapojeny do raznych
stresovych reakci reagujicich jak na biotické tak na abiotické stresy (Afzal et al., 2016).
Pro zachovani relativné normalniho metabolismu ve ztizenych podminkach sucha se
rostliny snazi na molekularni urovni reagovat regulaci transkriptd. U nékterych gent
dochazi ke snizeni exprese, u jinych naopak k jejimu zvySeni. Naptiklad v kofenech
laskavce dochazi pfi pusobeni sucha ke zvySené regulaci transkripti souvisejicich
s obranou, signalizaci a transportem vody. Naopak regulovany smérem dola byly geny
souvisejici s bunécnou diferenciaci a sekundarnim metabolismem (Huerta-Ocampo et
al., 2011). Pti studiu list silné€ stresovanych rostlin fazolu obecného doslo ke zménam
v hladinach 15 transkripti. U osmi genti doslo ke zvySeni transkripce, u sedmi ke sni-
zeni (Kavar et al., 2008). Broin et al. (2000) identifikovali novy typ rostlinného thi-
oredoxinu CDSP 32 pro chloroplastovy protein indukovany stresem. Po pisobeni oxi-
dacéniho stresu dosSlo k vyrazné akumulaci CDSP 32 mRNA a proteinu. Zda se, ze
CDSP 32 muze chranit chloroplastové struktury proti oxidacnimu poskozeni pii piso-

beni sucha (Broin et al., 2000).
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Jednémi z dalezitych transkripcnich faktort jsou DREB proteiny (dehydration re-
sponsive element binding proteins), které aktivuji geny souvisejici s abiotickym stre-
sem a jsou zodpovédné za odolnost vuci stresu. DREB proteiny se déli na dvé zakladni
skupiny DREB1 a DREB2. Prvni skupina funguje v signalnich drahach fungujicich
za nizkych teplot, druha pii suchu. Tyto transkrip¢ni faktory patii do vétsi rodiny fak-
tort ERF (ethylene responsive element binding factors). Rodina transkripénich faktort
DREB obsahuje unikatni konzervované oblasti, diky kterym mohou interagovat s fa-
dou gent nachazejicich se po proudu smérem ke 3° konci nezavisle na pusobeni kyse-
liny abscisové. Jsou ov§em zahrnuty 1 v signalnich drahach zavislych na regulaci ABA,
coz znaci dalsi interakce mezi ABA-zavislymi a ABA-nezavislymi drahami pfenosu
signalu. Vytvotenim transgennich rostlin se zménénou expresi DREB vznikly jedinci
se zvySenou toleranci viici stresu (Agarwal et al., 2006).

Pfi ptisobeni sucha také v rostlinach dochazi k regulaci transdukénich drah pre-
nosu signalu. Diky tomu muZe dochazet ke snazsi regulaci rustu rostliny. Existuje me-
chanismus odezvy v€asného varovani. Funguje v kofenech a aktivuje proteiny vodi-
kové pumpy ATPazy (H'- ATPaza), ktera se nachazi na plazmatické membrané kore-
novych vlaskt. Mechanismus varuje pied podstatnym poklesem RWC (= relative
water content = relativni obsah vody) v rostliné. Pokud je tato ATPéaza aktivovana,
spousti zvySenou produkci hlavnich osmolyt jako je listovy prolin a GB (glycin
betain), aby si rostlina mohla udrzet spravné hospodateni s vodou (Farooq et al., 2012).
Bylo také prokéazano, ze existuji rozdily v naCasovani spousténi ¢asné reakce mezi jed-
notlivymi druhy. Odridy odolné viéi suchu vykazovaly lepsi schopnosti udrzovat
vodu a lepsi hydraulickou vodivost nez rostliny citlivé na sucho. Proto mohou spravné
zah4jit reakci v€asného varovani (Gong et al., 2010).

V nasledujicim pfehledu se pokusim u jednotlivych molekul popsat transkripcni

regulacni drahy v reakci na sucho.

1.1.1 Kyselina abscisova (ABA)

Kyselina abscisova je inhibi¢ni fytohormon. V obdobi sucha zabranuje tniku vody
z listd, protoze zpusobuje uzavirani pruducht. Pii pisobeni stresu brani pred¢asnému
kliceni a pfi extrémnim stresu dochazi k prudkému nartstu jeji hladiny. V dusledku
jejiho vlivu na cytoskelet také zptisobuje v mladych pletivech rast do Sifky a naopak
inhibuje dlouzivy rist (Institute of Experimental Botany of the Czech Academy of

Sciences, online).
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Za podminek osmotického stresu, ktery je disledkem sucha, se ABA v rostli-
nach akumuluje. M4 vyznamnou roli jak v reakci na stres, tak v adaptacnich reakcich
na néj. Ukazuje se, ze ABA ovliviiuje expresi mnoha gent pfi pusobeni stresu. V pro-
motorové oblasti téchto genl se nachazi konzervovany cis element, ktery fidi genovou
expresi. Jedna se o ABRE (ABA-responzivni element) element. Transkripéni elementy
jsou vSeobecné povazovany za hlavni znamé regulatory genové exprese a uplatiuji se
taktéz i pfi signalni draze zavislé na ABA. Pii tomto zplsobu fidi genovou expresi
kombinace ABRE-vazebny protein a ABRE-vazebny transkripéni faktor. Dalsi tran-
skripéni faktory, které se podileji na pozménéné expresi za pusobeni sucha, se ucastni
signalnich drah nezavislych na ABA ajsou jimi napfiklad proteinové transkripcni fak-
tory vazajici prvky reagujici na dehydrataci a NAC transkripcni faktory. Z vyzkumu
vSak vyplyva, ze dochézi k interakcim mezi prvky téchto dvou drah (Nakashima et al ,
2014).

Promotorovy cis element ABRE obsahuje konzervovanou sekvenci PyACG-
TGG/TC. Diky analyzam bylo odhaleno, ze pro expresi ABA — responzivnich genu je
potteba, aby mély tyto geny funkéni promotor. Pro spravnou funkci jejich promotoru
je vyzadovan vice nez jeden ABRE element nebo kombinace ABRE elementu a CE
(coupling element) (Nakashima et al., 2014). Transkrip¢ni faktory v draze zavislé na
ABA patii do skupiny proteinti bZIP. Ta obsahuje dvé odlisné rodiny proteind, coz
jsou ABI5 a AREB/ABF. Pti dehydrataci maji podobnou bunécnou signalizaci v se-
menech a ve vegetativnim stadiu (Fujita et al., 2011). Jednim z ¢lent rodiny
AREB/ABEF je transkripcni faktor AREB1. Jeho samostatna aktivace nevede k expresi
genu drahy reagujici na sucho. Ov§em u transgennich rostlin se zvySenou expresi
AREBI1 se ukazala zvysena citlivost k ABA a zvySena odolnost viici suchu. Dale se
ukazalo, ze AREBI1 fidi expresi regulac¢nich genti indukovanych ABA a dehydrataci
(Fujita et al., 2005).

U gent exprimovanych pfi ptsobeni sucha, ale nezavisle na ABA, byly v promo-
torovych oblastech objeveny cis elementy se sekvenci A/GCCGAC. Tyto transkripcni
faktory jsou oznaCovany DRE/CRT (Nakashima et al., 2014). Transgenni rostliny Ara-
bidopsis se zvysenou expresi DREB1A vykazovali toleranci vici dehydrataci (Liu et
al., 1998).

Uz bylo nastinéno, Ze existuje nékolik gent, které funguji v reakci na sucho a
mohou byt regulovany signalnimi drahami zavislymi nebo nezavislymi na ABA. Mén¢

informaci je uz ale znamo o souhfe a komunikaci mezi t€mito drahami. Liu et al.
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(2018) se pokusili tuto souhru analyzovat u Arabidopsis thaliana. 1dentifikovali
211 gent exprimovanych v zavislosti na ABA a 1118 genl exprimovanych nezavisle
na ABA. Podle o¢ekavani byly ABA zavislé geny vyznamné zvySeny v reakci na su-
cho a po ptusobeni ABA, naopak ABA nezavislé geny byly zvySeny v reakci na puso-
beni kyseliny jasmonové, salicylové a giberelinu. Zaroven identifikovali 94 gend,
které jsou zodpovédné za interakce mezi obéma drahami (Liu et al., 2018).

Studie naznacuji, ze do signalizace ABA mize byt zapojena také fosforylace pro-
tein. Jeden z pocatecnich krokli v ABA zavislé signalni draze by mél byt fizen loku-
sem ABI1. Gen ABII koduje protein, ktery ma velkou podobnost se serinovymi nebo
threoninovymi fosfatazami typu 2C. Produkt tohoto genu tedy muze tidit stav fosfo-
rylace jednotlivych slozek signalni drahy (Meyer et al., 1994).

Myslenku silného ptisobeni genu ABI1 prostiednictvim de/fosforylace na K* ka-
naly straznych bunek podporuje i dalsi studie. De/fosforylace proteinu pfispiva ke kon-
trole transportu straznych bunék za ti¢asti ABA. Tento gen koduje prave protein fos-
fatazu. Vysledky naznacuji, ze ABI1 je nejspi§ soucasti fosfatazové/kinazové drahy,
ktera moduluje citlivost K kanalt straznych bunék na ABA-dependentni signalni kas-
kady (Armstrong et al., 1995).

I nasledujici studie potvrzuje, Ze fosforylace proteinti ma kli¢ovou roli v signali-
zaci ABA a osmotického stresu u vysSich rostlin. Ukézalo se, ze gen proteinové fos-
fatazy ABI2 je negativnim regulatorem signalizace ABA u Arabidopsis (Merlot et al .,
2001). Yoshida et al. (2002) ukazuji, Ze dvé proteinkinazy, p44 a p42, byly aktivovany
pomoci ABA. Diky analyzam zjistili, ze p44 je kodovan genem proteinkinazy typu
SnRK2, genem SRK2E. Mutantni rostliny srk2e mély porusenou schopnost uzavirat
pruduchy. Potvrdilo se, ze SRK2E hraje dulezitou roli v ABA signalizaci v reakci na
vodni stres (Yoshida et al., 2002).

1.1.2 ROS

ROS v rostlinnych burikach vznikaji jako jedny z produktt metabolismu kysliku. Exis-
tuje nekolik forem ROS lisicich se svou aktivitou vuci kysliku, ktery mohou bud’ ak-
tivovat, nebo redukovat. Mezi nejvyznamnéjsi formy ROS se fadi superoxidovy aniont
(0y), peroxid vodiku (H20:), hydroxylovy radikal («OH) a singletovy kyslik (102)
(Kang a Udvardi, 2012). V dusledku pusobeni sucha vznika v urCitych bunécnych
strukturach, zejména v chloroplastech, mitochondriich a peroxizomech, zvySené

mnozstvi ROS. Burika se vSak snazi tuto produkci regulovat a kontrolovat mnozstvi
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ROS v burice na pfijatelné urovni. Vyuziva k tomu antioxidacni systém, ktery nasta-
vuje redoxni stav buiiky. Pokud dojde ke zvySeni mnozstvi ROS, je to pro buiiku pod-
nét, aby spustila obranné reakce. Specifické signalni cesty pak vyuzivaji H,O jako
sekundarniho posla. Predpoklada se, ze signalizace ROS bude zapojena po proudu
1 proti proudu od signalnich drah zavislych na ABA, jelikoz je spojena s toky ABA
a Ca?*. Pokud je vsak stres ze sucha velmi silny nebo ptisobi velmi dlouho, antioxi-
da¢ni mechanismus nestiha pracovat spravné a nadprodukce ROS poskozuje buriku
a muze vést k jeji smrti (Cruz de Carvalho, 2008).

Jako spolecny vysledek ptisobeni nejen biotickych, ale i abiotickych strest pro-
sttedi (napf. vysoka slanost, sucho, nizké nebo vysoké teploty) je obecné povazovana
pravé produkce ROS. ROS vznikaji v buiice i za normalnich podminek jako vedlejsi
produkty metabolismu (Cruz de Carvalho, 2008). Hlavnim mistem, kde jsou v rostlin-
nych bunkach produkovany ROS, je elektronovy transportni fetézec v mitochondriich.
NADP-isocitratdehydrogendza a transhydrogenaza, kterd necerpa protony, produkuji
matrixovou NADPH, ktera udrzuje antioxidanty v redukovaném stavu. Jedna se tak
o obranny mechanismus burky, ktery muze byt plisobenim biotického i abiotického
stresu prolomen a tim vznikne poskozeni mitochondrii vlivem oxida¢niho stresu
(Mgller, 2001). ROS jsou také za normélnich podminek generovany v peroxisomech
(Corpas et al.,, 2001) nebo chloroplastech béhem fotosyntetickych procest (Kho-
robrykh etal., 2020). ROS mohou zptisobit oxidacni poskozeni bunécnych slozek, jako
jsou polynenasycené mastné kyseliny, DNA, sacharidy a proteiny (Megller et al., 2007).

Jako odpovédi na neptiznivé podminky je spusténo nékolik signalnich drah,
ve kterych kli¢ovou roli hraji transkripéni faktory (Lee a Park, 2012). Mezi tran-
skripcni regulatory typické pro rostliny patfi geny obsahujici NAC doménu. Pii vy-
zkumech bylo objeveno 75 NAC proteint u Oryza sativa a 105 u Arabidopsis thaliana.
Tyto proteiny vykazuji rozmanitost sekvenci v jednotlivych subdoménach, coz muze
mit vliv na expresi v riznych vyvojovych stadiich a tkanich. Je tedy ziejmé, ze NAC
transkrip¢ni faktory se podileji na riznych vyvojovych a morfogennich reakcich rost-
lin (Ooka, 2003). Nékteré transkripcni faktory NAC jsou vazany na membranu a akti-
vovany proteolytickym $tépenim po vystaveni vnéjsim stimulim (Kim et al., 20006;
Kim et al., 2007).

Lee et al. (2012) objevili jeden z NAC transkripcnich faktord NTL4, ktery je
u Arabidopsis nutny pro tvorbu ROS v podminkach sucha. Pfi starnuti listd kvili su-
chu se NTL4 vaze pfimo na promotory genu kodujici biosyntetické enzymy ROS.
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V transgennich rostlindch nadmeérné exprimujicich aktivni formu NTL4 bylo pozoro-
vano rychlejsi starnuti listd. Naopak mutantni rostliny s deficitem NTL4 byly méné
citlivé na stres ze sucha, obsahovaly snizené hladiny ROS, vykazovaly opozdéné star-
nuti listd a zvySenou odolnost vici suchu. Diky témto pozorovanim se ukazuje, ze
NTLA4 je u Arabidopsis béhem pusobeni sucha schopny propojovat metabolismus ROS
se starnutim listd. Navic je NTL4 indukovan v listech pii pasobeni stresu a v draze
zavislé na ABA. Signaly ABA spoustéji jeho uvoliiovani z plazmatické membrany
(Lee et al., 2012).

U kofent a vyhonku vojtésky byla provedena globalni genova analyza pro hlavni
proteiny spojené s produkci ROS. Rostliny byly vystaveny stresu suchem po dobu
11 dnd a poté nasledovalo jednodenni zotaveni. Byly porovnavany dvé odrady voj-
tésky. Prvni odridou byla odrida Wisfal, coz je odrida odolna vuci suchu a druhou
odridou byla odrada Chilean, kde se jednalo o odridu citlivou na sucho. Béhem sil-
ného stresu suchem se zvySila exprese vétsSiny NADPH oxidaz jak v kotfenech, tak
ve vyhoncich vojtésky. Jeji exprese se vSak ukazala citlivéjsi na sucho u odriady
Chilean, tedy u odrady citlivé na sucho. Exprese glykolat oxidazy (GLO), ktera v pe-
roxisomech produkuje ROS, se rychle snizila v kotenech pii stresu ze sucha a ve vy-
honcich doslo k jejimu snizeni az pfi silném stresu. Dale byly sledovany hladiny askor-
bat peroxidazy (APX), ktera zachytava H2O;. U vyhonkd byla jeji transkripce zvysena
za dobte zavlazovanych podminek, ale se vzrustajicim suchem postupné klesala. V ko-
fenech byla jeji regulace slaba a nestala. Nékteré dulezité geny (napt. APX), které
vychytavaji ROS, jsou za normalnich podminek exprimovany ve vysokych hladinach.
Pfi zvySeném stresu suchem sice dojde ke snizeni hladiny exprese, pfesto vSak stale
mohou mit hlavni roli pfi vychytavani ROS. Z této studie také zavérem vyplyva, ze
nelze pocitat s pravidlem, ze béhem plsobeni sucha zvysena exprese genti pohlcuji-

cich ROS bude mit vzdy pozitivni efekt na rast rostliny (Kang a Udvardi, 2012).

1.2 Odpovéd na stres

Pokud se rostliny cht&ji néjak vyrovnat se suchem, maji v zasad¢ dvé hlavni moznosti:
redukce ztrat vody pomoci snizeni priduchové vodivosti nebo udrzeni dostatecného
ptijmu vody. Prave s tim rostliné pomaha proces zvany osmoticka tprava (OA z an-
glického osmotic adjustement), diky némuz se rostlina snazi vyrovnat s podmin-

kami sucha nebo se salinitou (Sanders a Arndt, 2012). Termin osmoticka uprava je
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definovan jako akumulace nebo de novo syntéza rozpusténych latek v burice, ktera
zpusobi zménu osmotického potencialu buriky (Boyer et al., 2008). Pii OA dochazi ke
zvySeni osmoticky aktivnich latek uvnitt buiiky. Tim vznika negativnéjsi osmoticky
potencial, ktery dovoluje udrzovat turgor v metabolicky aktivnich buiikach, potazmo
v tkani listi a zlepSuje se tak hydratace bunék. Napéti v burice totiz musi byt takové,
aby bylo schopno odolavat vnéj§imu napéti, které se vysychanim pady zvysuje. OA
tedy vytvari dostate¢né napéti, které je schopno udrzovat turgor buriky. Znamena to
tedy, ze pokud u rostlin dojde k tomuto procesu, mohou 1épe a déle prezivat v nepfiz-
nivych podminkach sucha. OA se vyskytuje u riznych druht rostlin, nejvice vSak byla
studovana na zemeédélskych plodinach. K OA pfiispiva spousta organickych i anorga-
nickych latek. Organické rozpusténé latky mohou byt pro buiiku ptinosné nejen diky
tomu, ze udrzuji jeji turgor, ale mohou ji také chranit pred poSkozenim. Spadaji sem
latky, které obsahuji velké mnozstvi hydroxylovych skupin, diky nimz mohou v cyto-
plazmé vznikat vodikové vazby s molekulami vody. Diky tomu jsou v burice stale udr-
zovany funkcéni makromolekuly. Mezi rozpusténé latky zodpovédné za tuto funkci
patii rizné cukry (napf. fruktoza, sacharoza, glukdza), cukerné alkoholy (napf. glyce-
rol, manitol, sorbitol) nebo aminokyseliny (zejména prolin). Z uvedenych poznatkt
vyplyva, ze na ustaveni OA nema vliv jedna jedina latka, ale ze se spiSe jedna o aku-
mulaci velkého mnozstvi rozpusténych latek, které pak vedou k OA. OA je tedy dule-
zitym mechanismem reakci rostlin na stres suchem a muze hrat roli pfi zlepSené tole-
ranci na stres (Sanders a Arndt, 2012).

Neékdy se objevuje rozdéleni OA na aktivni a pasivni. Jako aktivni OA je oznaco-
van realny narist rozpusSténych latek nebo de novo syntéza rozpusténych latek
v buince. Tento narist vede ke snizeni osmotického potencialu bunky a tim padem i
ke snizeni vodniho potencialu. V tomto piipadé€ se spiSe nez o reakci na sucho jedna
o adaptaci na sucho. Jako pasivni OA je oznacovan ptipad, kdy dochazi k tniku vody
z bunky, tim padem ke sniZeni jejiho objemu a ke zvySené koncentraci rozpusténych
latek. To opét vede ke snizeni vodniho potencialu. Zde se naopak nejedné o adaptaci,
ale o béznou reakci na sucho. (Sanders a Arndt, 2012).

Osmoticka uprava je reakce, ktera se vyskytuje u rostlin stresovanych suchem
i soli (Boyer et al., 2008). Se zménou turgoru souvisi také elasticita tkani. Pletiva
s vys$i elasticitou jsou schopny udrzet turgor déle nez malo pruzna pletiva. Tato vlast-
nost maze byt uzitecna u rostlin, které nevyuzivaji reakci OA (Kozlowski a Pallardy,

2002).
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ROS vedou k poSkozeni bunéénych soucasti, ptipadné k jejich zaniku. Butiky
proto musi ovladat néjaky mechanismus, ktery jim pomuze vyrovnat se s nadbytecnou
produkci ROS pfi pasobeni sucha. Rostliny disponuji fadou antioxidacnich mecha-
nismu, které jim napomahaji udrzovat hladiny ROS v piijatelné mife (Hernandez et
al., 2012). Jako antioxidanty byly u rostlin definovany molekuly, které mohou darovat
elektrony nebo atomy vodiku, poskytuji radikal odvozeny od antioxidantu, ktery je
potom ucinné zhasen jinymi zdroji elektronu nebo vodiku z diivodu zabranéni posko-
zeni buiky a jejichz vlastnosti prostorove a ¢asoveé vzajemne souvisi s oxidacnim stre-
sem (Hernandez et al., 2009). U rostlin se nachazi jak enzymatické, tak neenzymatické
antioxidanty. Neenzymatické antioxidanty poskytuji elektrony enzymatickym oxidan-
tam, které diky nim potom katalyzuji vychytavani prooxidantd. Dalsi rozdéleni muaze
byt na primarni a sekundarni antioxidanty. Primarni antioxidanty vychytavaji pro-
oxidanty a sekundarni recykluji primarni antioxidanty (Hernandez et al., 2012). Nej-
Castéjsimi cili, které ROS napadaji, jsou membranové polynenasycené mastné kyse-
liny (PUFA) a proteiny. Jako vysledek peroxidace lipidi vznikaji lipidové peroxidy.
Ty mohou oxidovat sousedni PUFA, ¢imz se tato reakce muze Sifit po celé membrané
a vést v dasledku k jejimu poskozeni a nefunkcnosti. Dal§imi slozkami nachylnymi
k oxidaci jsou aminokyseliny, zejména ty, které obsahuji siru (Hernandez et al., 2012).

Pfi nedostatku vody nastava u rostlin mnoho zmeén, at’ uz se jedna o fyziologické
nebo vyvojové. Odpoveéd rostlin na tento stav také zavisi na Case, mizeme rozliSovat
kratkodobé a dlouhodobé reakce. Mezi kratkodobé reakce patii uzavirani praduchd,
rolovani listd nebo vadnuti. Dlouhodobé reakce naopak zahrnuji naptiklad zmény
v kofenové architektuie nebo zvysené ukladani listovych voskt. Pro vSechny odpovédi
je ovSem dulezita molekularni uroven reakci. Jedna se o nejriznéjsi kombinace regu-
laci gent, kdy u nékterych dochazi ke zvySeni nebo snizeni jejich exprese. Spravné
vyvazena regulace té€chto gena reagujicich na sucho ma za nasledek spravny rast rost-
liny i v nepfiznivém prostfedi, pfipadné i zvySenou toleranci vuc¢i suchu (Chen
a Xiong, 2012). Prikladem je indukce exprese mnoha gent reagujicich na sucho po-
moci transkripéniho faktoru. Tyto geny pak mohou zptisobit zvySenou toleranci vuci
suchu. Mohou mit ov§em také nezadouci vedlejsi ucinky jako je naptiklad zpomaleni
rastu (Kasuga et al., 1999).

Aby bylo mozné zbavit se téchto nezadoucich ucinkd, je potieba co nejvice poro-

zumét molekularni podstaté regulace gent pii pasobeni sucha. V soucasnosti existuje
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nekolik metod, diky kterym jsme schopni odhalovat fungovani transktiptomu pfi ne-
dostatku vody. Ukazuje se, ze koordinace regulace smérem doli nebo nahoru
ve spousté gend je pomérné dynamicka, je Casove a prostoroveé specificka a Ze souvisi
se signalnimi cestami fytohormont (Chen a Xiong, 2012).

Pro ziskani hlubSich znalosti 0 molekularnich reakcich, které reaguji na stres ze
sucha a na adaptaci na sucho, je potieba studovat bud’ jiz vytipované geny, u kterych
je znamo, ze na stres suchem reaguji nebo sledovat celkové transkripéni pfeprogramo-
vani genomu (Chen a Xiong, 2012). V soucasné dob¢€ se pouziva porovnani exprese
vSech gent v transkriptomu pfi realném nebo simulovaném stresu suchem. Srovnani
muze vychazet bud z porovnani rostlin se stejnym nebo velmi podobnym genomem
(odrtda, inbredni linie, dihaploid), kdy ¢ast rostlin je péstovana v normalnich podmin-
kach a druha ¢ast je stresovana na nedostatek vody (Samarah, 2005). Druhou hojné
vyuzivanou moznosti je srovnani dvou odli§nych odrad, které charakterizuje rozdilna
reakce na stres suchem (Kundratova et al., 2021). V soucasnosti existuji dvé hlavni
kategorie metod, kterymi jsou metody zalozené na hybridizaci a pfimé sekvenovani.
Typem metod zalozenych na hybridizaci je naptiklad analyza mikroCipt. Pro vytvo-
feni mikro¢ipu musime znat sekvence sledovanych gent, mizeme ji tedy pouzivat pro
druhy s vice ¢i méné znamymi genomy. Vzhledem k nakladim se jedna o relativné
efektivni metodu. Naopak u metod typu pifimého sekvenovani pomoci technologii
nové generace neni nutna predchozi znalost genomu daného druhu. Mohou tedy byt
detekovany neznamé geny. Analyzy pomoci sekvenovani nové generace jsou pomérné
drahé, ale jelikoz dochazi k jejich neustalému vyvoji a zlepSovani, stavaji se vyuziva-
n¢jSimi, a tudiz 1 cenové dostupnéj§imi (Chen a Xiong, 2012).

Nékteré geny aktivované stresem ze sucha mohou byt u riznych rostlinnych druht
regulovany podobnych zpisobem. Diky rozsahlym studiim profilovani genové ex-
prese se ukazuje, ze existuji velké rozdily v expresich mnoha gent u riznych druht
rostlin, ale v nékterych pripadech 1 rozdily v ramci stejného druhu. Toto transkripcni
preprogramovani celého genomu zptisobené stresem ze sucha je pravdépodobné velmi
plastické. Obecné se ukazalo, ze mezi riznymi druhy nebo mezi riznymi experimenty
na stejnych druzich najdeme pomérmé malou shodu v genové expresi. OvSem tyto roz-
dily mohou byt také zpusobené rozdilnym typem zvoleného experimentalniho po-
stupu, odliSnym vyvojovym stadiem zvolenych rostlin nebo zvolenym typem tkané. Je

tedy videét, Ze u rostlin je za reakce na sucho zodpovédna koordinace v expresich gent
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reagujicich na sucho. Existuje tedy vice cest, které reaguji na sucho a propujcuji rost-
linam toleranci vici suchu a které mohou fungovat bud’ samostatn€, nebo spolu riiz-
nymi zpisoby komunikovat (Chen a Xiong, 2012). Pfikladem mohou byt vyznamné
rozdily jak mezi transkriptomy Arabidopsis a ryze pro sucho tak mezi jejich regula-
cemi, coz dokazuje, ze rizné rostlinné druhy vyuzivaji rizné kombinace v expresich
genu reagujicich na sucho (Narsai et al., 2010).

Hazen et al. (2005) provadéli jednu z nékolika transkriptomovych analyz, kdy
meéfili profil exprese fenotypovée odlisnych prirtstkt ryze a jejich transgresivnich se-
gregantt u odrad s nizsi a vyssi toleranci sucha (Hazen et al., 2005). Diky této a po-
dobnym studiim byly odhaleny dva bézné scénare, které se vykytuji u rostlin s rozdil-
nou odolnosti vici stresu. Prvnim scénafem je, ze odriidy s nizsi toleranci sucha maji
pomalejsi reakce na stres a je u nich indukovano mén¢ gent (Hazen et al., 2005; Chen
a Xiong, 2012). Druhym scénafem je, ze odliSna genova exprese pod vodnim stresem
vykazuje opacné profily genové exprese u rostlin tolerujicich sucho oproti rostlinam
citivym. Zda se, ze tento rozdil je spojen spiSe s kvalitativnimi zménami exprese
mRNA nez s kvantitativnimi zmeénami (Roche et al., 2007).

Diky vSem provedenym transkriptomickym analyzam je mozné geny reagujici
na stres ze sucha rozde¢lit podle jejich biologickych funkcei do tfi funkénich kategorii.
Prvni skupina obsahuje geny, které koduji slozky zapojené do prenosu signalu pfi
stresu ze sucha. Do druhé skupiny spadaji geny, které koduji latky zmiriujici posko-
zeni zpusobené stresem. Treti skupina pak obsahuje geny kodujici proteiny souvisejici
s rustem a vyvojem (Chen a Xiong, 2012).

Do prvni skupiny gend, tedy mezi slozky zapojené do signalni transdukce pfi
stresu ze sucha, patfi rizné transkripcni faktory (napi. AP2/EREBP, MYB, NAC,
WRKY, zinkové prsty, bHLH, DREB/ CBF a bZIP/AREB/ABF). Tyto transkrip¢ni
faktory Casto reguluji geny hojné se vyskytujici po proudu smérem ke 3 konci, rizné
slozky fosfoproteinovych kaskad, kde hraje roli vapnik, enzymy, které metabolizuji
fosfolipidy, protein kindzy a protein fosfatazy. Déle sem patii geny, které koduji pro-
teiny, které pak reguluji metabolismus a stabilitu RNA, translaci i degradaci proteint
(napf. ubiquitin ligazy, proteazy nebo jejich inhibitory). Jedna se o slozky, které by
malymi zménami mohly vylepsit signalni vystup (Chen a Xiong, 2012).

Mezi latky zmiriujici poSkozeni zpiisobené stresem patii proteiny tepelného Soku,

proteiny pozdni embryogeneze nebo chladem indukovatelné proteiny. Dale sem patii
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enzymy, které se ucastni syntézy latek pomahajicich udrzovat objem bunék pti hype-
rosmolalité. Radi se sem napiiklad prolin, spermidin, rafindza, trehaloza, mannitol
nebo inositol. DalSimi enzymy jsou enzymy spojené s detoxikaci (napt. aldehydde-
hydrogenaza, aminotransferazy i enzymy tokoferolu) nebo enzymy vystupujici v me-
tabolismu ABA. Nemén¢ vyznamné jsou enzymy zapojené do procesu vzniku a zba-
vovani se ROS. VSechny tyto proteiny mohou mit ve vysledku pozitivni vliv na tole-
ranci rostlin vici suchu (Chen a Xiong, 2012).

Do tfeti kategorie genu reagujicich se sucho, tedy gena souvisejicich s ristem
a vyvojem, patii geny, které koduji proteiny podilejici se na bunééném déleni — cyklin-
dependentni kinazy. Dale se sem fadi cytoskeletalni slozky aktin a tubulin, proteiny
svételné faze fotosyntézy. Spadaji sem také nékteré enzymy, jako jsou enzymy pro
metabolismus pigmentt, enzymy spojené se vznikem bunééné membrany a upravami
bunécné stény (napf. proteiny a expansiny bohaté na prolin nebo glycin) a enzymy
spojené s anabolismem ligninu. Rizné kombinace v expresich téchto gentt mohou mit
opét pozitivni vliv na toleranci rostlin vici suchu, pfipadné snizovat §kody jim zpiso-
bené (Chen a Xiong, 2012).

Pfi stresu ze sucha muZze byt rozdil v zapinani a vypinani genti v riznych typech
tkani, bunék nebo v riznych stadiich pisobeni stresu. Existuji geny, které mohou mit
v ruznych tkanich opacnou regulaci. Napiiklad u pSenice pfi pouziti sond dostupnych
pro homology prolinoxidazy/dehydrogenazy se ukazalo, ze v pletivech listi byly vét-
§inou regulovany smérem doll, zatimco v kofenové tkani dochazelo vétsinou k regu-
laci smérem ke zvySeni (Ergen et al., 2009). Také u ryze se nachazeji stresem ze sucha
regulované geny, které jsou tkanové specifické. Podle vyzkumu v listech pfevazovaly
geny spojené s fotosyntézou a v kotenech a mladych latach prevazovaly geny ucastnici
se vzniku bunéné membrany a Uprav bunéénych stén. Také byly objeveny nékteré
geny, které jsou ve stejném vyvojovém stadiu ve dvou riznych tkanich (listech a ko-
fenech) regulovany reciprocné. Jedna se o geny GA20x, SAP15 a chitinaza III (Wang
etal., 2011a).

Preprogramovani genové exprese vyvolané stresem ze sucha je také rozdilné
v ruznych vyvojovych stadiich. U ryZe bylo zjisténo 5 284 genu s rozdilnou expresi
pii stresu ze sucha. Vysledky naznacuji, ze reakce gent na sucho u ryze jsou velmi
zavislé na vyvojovém stadiu rostliny a na konkrétnim pletivu. Je tedy pravdépodobné,
Ze existuje spojitost mezi vn&jSimi signaly z prostfedi a podnéty vyvojovymi, které

spolu komunikuji a mohou se vzajemné ovliviiovat (Wang et al., 2011a).
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Ze soucasnych znalosti vime, ze nékteré geny z transkriptomu jsou regulovany
i jinymi typy stresu a drahy jejich aktivace se prekryvaji s dal§imi abiotickymi stresy
a také s drahami rostlinnych hormond. Jedna se o geny, které mizeme zaradit do vSech
tfi kategorii popsanych vyse. To znamena, Ze jsou tyto geny aktivovany vice stresy,
kterymi jsou naptiklad kromé sucha jeste salinita nebo chlad. Miizeme z toho odvozo-
vat, ze tyto stresy maji nejspis spolecné slozky v pribéhu celé reakce na stres od jeho
zaznamenani, pfedani informace v rostliné a nasledné spusténi odpovédi (Chen
a Xiong, 2012). Proteiny vznikajici pii ptsobeni strest jsou pravdépodobné spolecné
zodpoveédné za detoxifikaci rostlin, protoze odstranuji ROS, které by jinak poskozo-
valy butiky (Zhu, 2001).

Molekularni uroveni procesu, které reguluji transkripcni preprogramovani v reakci
na stres ze sucha, je stale malo prozkoumanou oblasti. Z novych studii se ovSem dozvi-
dame nové mechanismy, které v téchto reakcich funguji (Chen a Xiong, 2012). Pii
celogenomové studii ryze bylo zjisténo, Ze zmény methylace DNA zpusobené suchem
predstavovaly priblizneé 12,1 % celkovych mistné specifickych methylacnich rozdilt
v genomu ryze. Je navic zajimavé, ze vétSina téchto metylacnich nebo demetylacnich
mist indukovanych suchem se da rozdé¢lit do dvou kategorii podle reverzibility. Mista
methylace nebo demetylace DNA vyvolana suchem byla v 70 procentech piipada
po zotaveni vracena do puvodniho stavu a ve 29 procentech zistaly zmény i po zota-
veni. Zaroven se tato methylace DNA jevila jako vyvojové a tkafiove specificka. Je
pravdépodobné, ze tyto zmény jsou dulezitym mechanismem, ktery ma velky vliv
na reakci ryze na sucho a pripadné i na jeji adaptaci (Wang et al., 2011b).

V nedavnych studiich se objevuji dalsi poznatky, které odhaluji proteiny podobné
peptidim. Ty reaguji na stres ze sucha a spousti signalizaci podobnou rostlinnym hor-
monum. Opétovna analyza genomu Arabidopsis ukazala vice nez 7000 novych gena.
Nékteré z nich pravdépodobné koduji tyto proteiny podobné hormonim. Ukazalo se,
Ze vétSina téchto peptidl je vysoce konzervovana u suchozemskych rostlin. Hraji také
dilezitou roli v meziorganové komunikaci béhem morfogeneze (Takahashi et al.,

2019).
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1.3 Rezistence

Pro vySslechténi novych odrid odolngjsich vici suchu je potieba co nejvice pochopit
interakce mezi pasobenim podminek okolniho prostfedi a genetickym zalozenim rost-
liny. Tomu nejvice pomaha porozuméni molekularnim mechanismtim rezistence. Uka-
zuje se, ze reakce na sucho mohou byt rizného charakteru. Muze se jednat o morfolo-
gické nebo fyziologické zmény. Z vyzkumu vyplyva, ze nejCastéji jsou za tyto zmény
zodpovédné stovky gent a spousta lokust malych a¢inkt (Hu a Xiong, 2014).

Casto se jako kritérium pro hodnoceni miry odolnosti plodin vyuZivaji znaky
na listech. S témi je totiz spojeno nékolik mechanismi rezistence na sucho. Pro objas-
néni genetického zalozeni mechanismi védci vyuzivaji toho, ze existuje velka gene-
ticka variabilita ve vlastnostech listi souvisejicich s rezistenci. Vyuziva se mapovani
lokust kvantitativnich vlastnosti (QTL) (Hu a Xiong, 2014). Ishimaru et al. (2001) se
ve své praci zaméftili na identifikaci stomatalni frekvence, ktera je jednim z hlavnich
faktort urcujici fotosyntetickou schopnost a stomatalni vodivost. U ryZe identifikovali
¢tyfi QTL fidici adaxialni a abaxialni stomatalni frekvence. Jejich vysledky naznacuji,
Ze stejny gen muze pleiotropné urCovat stomatalni frekvenci na obou povrsich listu.
Dale také mapovali lokusy souvisejici s rolovanim list, které nastava pii ptusobeni
osmotického stresu. Zjistili, ze QTL pro rolovani listi a QTL pro stomatalni frekvenci
se neprekryvaly. Z toho vyplyva, ze osmoticka tolerance je alesponl ¢astecné samo-
statnd a nezavisi na stomatalni frekvenci (Ishimaru et al., 2001).

Pfi screeningu mutantd a profilovani genové exprese bylo odvozeno nékolik kan-
didatnich gena, které se uCastni reakce na sucho. Ukazalo se, Ze v téchto reakcich hraji
kli¢ovou roli regulacni proteiny. Jednémi ze zakladnich mechanismi vyvolanych stre-
sovymi podminkami sucha jsou fosforylace a defosforylace protein. Téchto reakci,
a tudiz1 reakci na sucho, se u€astni nékolik typu kinaz, jako jsou proteinkinazy zavislé
na vapniku (CDPK), proteinkinazy interagujici s CBL (calcineurin B - like) (CIPK)
a mitogenem aktivované proteinkinazy (MAPK) (Fang a Xiong, 2015). U Arabidopsis
byl popsan jeden z genil protein kinaz zavislych na vapniku CPK10. Linie, které nad-
mérné exprimuji CPK10, vykazuji zvySenou toleranci vici stresu ze sucha. Dle vy-
sledka studie se také ukazalo, ze CPK10 je dulezity pfi regulaci stomatalnich pohybu
zprostiedkovanych v zavislosti na ABA a Ca?" (Zou et al., 2010). Dalsi objevenou
proteinkinazou u Arabidopsis je proteinkinaza 2 souvisejici s SNF1 (SnRK2) -

SRK2C. Je aktivovana osmotickym stresem a muze hrat vyznamnou roli pfi toleranci
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sucha u rostlin Arabidopsis. SRK2C je pozitivnim regulatorem tolerance sucha u ko-
fend Arabidopsis a je schopna zprostfedkovat signaly iniciované béhem stresu ze su-
cha, coz ma za nasledek vhodnou genovou expresi. Analyza mikrocipt transgennich
rostlin pro tento gen odhalila, ze diky zvySené toleranci doSlo k regulaci smérem
ke zvySeni v mnoha genech reagujicich na stres. Jednalo se naptiklad o geny RD29A,
CORI15A a DREB1A/CBF3 (Umezawa et al., 2004).

Dalsi dulezitou skupinou regulacnich proteint jsou transkripcni faktory. Ty jsou
zodpoveédné za zmeénénou genovou expresi a pomahaji tak rostlindm reagovat na stre-
sové podminky na transkripCni urovni. Téchto reakci na sucho se ucastni mnoho tran-
skripénich faktort, které spadaji do riznych rodin. Piikladem jsou AP2/EREBP (APE-
TALAZ2/Ethylen-responsive element binding protein), bazicky leucinovy zip (bZIP),
MYB, NAM-ATAF1/2-CUC2 (NAC) a zinkovy prst (Fang a Xiong, 2015). Konkrét-
nim piikladem je studie provedena na Arabidopsis thaliana s genem shn, ktery spada
do rodiny transkripéni faktori AP2/EREBP. Tento gen je zodpovédny za zvySené
mnozstvi kutikularniho vosku na listech. Voskova vrstva na povrchu rostlin se nazyva
kutikula a slouzi jako ochranna vrstva pred vlivy prostedi, a tudiz ma svij vyznam
i pfi pusobeni sucha. Nadmeérna exprese vsech tii gent kladu SHN vykazovala az Ses-
tinasobné zvysené hladiny kutikularniho vosku a vyznamnou toleranci vii¢i suchu
a zotaveni, coz pravdépodobné souvisi se snizenou hustotou pruduchi (Aharoni et al.,
2004).

V promotorovych oblastech gent reagujicich na sucho se vyskytuji cis-elementy
oznacované ABRE (ABA responzivni elementy). Jedna se o promotory genu reaguji-
cich na stres ze sucha, které ale pro svou aktivaci potiebuji ABA. Tyto promotory fidi
genovou expresi prostfednictvim AREB/ABF transkripénich faktort, které spadaji
do podrodiny transkripénich faktord bZIP. Mezi Cleny této podrodiny patii tran-
skripcni faktory AREB1, AREB2 a ABF3. Jejich uplna aktivace je zavisla na ABA.
Trojity mutant areb1-areb2-abf3 ma snizenou toleranci viici suchu. Z téchto vysledkt
vyplyva, ze transkripéni faktory AREB1, AREB2 a ABF3 jsou kli¢ovymi slozkami
pro regulaci genové exprese zavislou na ABRE pii vystaveni rostlin stresu suchem
(Yoshida et al., 2010). Do rodiny zakladnich transkripcnich faktort leucinového zipu
patii také faktor OsbZIP23. Ten byl studovan u ryze, kde jeho nadmérna exprese vy-
kazovala vyrazné€ zlepSenou toleranci vuci suchu. Z vysledki studie vyplyva, zZe

OsbZIP23 je dalSim regulatorem transkripce, ktery mize pusobit na expresi velkého
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mnozstvi genti v odpovédi na stres ze sucha v regulacni draze zavislé na ABA. (Xiang
et al., 2008).

Pfi reakci na sucho je také dulezity pohyb stomatalnich bunék. Pfi téchto pohy-
bech se u Arabidopsis jako dllezity ukazal dalsi transkripcni faktor. Je jim transkripcni
faktor AtMYB60. Je exprimovan ve vétsin€ rostlinnych organti kromé kofent a spe-
cificky exprimovan v ochrannych burikach. Jeho exprese je rychle regulovana smérem
dolt pii pusobeni sucha. Nulova mutace v AtIMYB60 zptiisobovala podstatné snizeni
pruducht a snizené vadnuti pii pasobeni sucha (Cominelli et al., 2005). V ochrannych
burikach je také suchem indukovan gen SNACI, ktery koduje dalsi dualezité tran-
skripéni faktory. Jsou jimi NAM, ATAF a CUC, které spadaji do NAC rodiny tran-
skripénich faktori. Nadméma exprese SNAC1 genu (stress-responsive NAC 1)
u transgenni ryze vyznamné zvySuje odolnost vii¢i suchu. Tato ryze vykazovala odol-
nost za podminek zadvazného sucha v reprodukénim stadiu a zaroveri nedochazelo
k zadnym fenotypovym zménam. Vyznamné zlepsSeni odolnosti vii¢i suchu prokazo-
vala 1 ve vegetativnim stadiu. Ve srovnani s divokym typem ztracela transgenni ryze
diky uzavirani vice stomatalnich poérd mnohem pomaleji vodu. Tato studie tedy uka-
zuje, ze SNAC1 ma velky potencial pfi zlepSovani tolerance rostlin ryze vici suchu
(Hu et al., 2000).

Jednou z vlastnosti, které se rostlinam mohou pfi ptisobeni sucha hodit, je zvétseni
korenti. Za vylepseni reakci v podminkach sucha je zodpovédny gen OsNACI10, ktery
spada do domény NAC genu. Jedna se opét o gen, jehoz exprese je vyvolana suchem.
K jeho expresi dochazi predevs§im v kvétech a kofenech. Tento gen ma dva promotory,
jeden zakladni GOS2 a druhy RCc3 je specificky pro kotenové casti. Gen OsNAC10
byl studovan v ryzi v polnich podminkéch sucha a jeho nadmérna exprese jak s kon-
stitutivnim, tak s kofenové specifickym promotorem vedla ke zvySeni tolerance vici
suchu béhem vegetativniho rustu diky tomu, Ze byly v riznych tkanich aktivovany
razné skupiny genu. U rostlin s kofenové specifickym promotorem RCc3 byl vyrazné
zvySen vynos zrna za sucha i za normalnich podminek oproti rostlinam s konstitucnim
promotorem GOS2. Tyto transgenni rostliny s kofenoveé specifickym promotorem také
mely 1,25krat vétsi prumér kofent, diky ¢emuz mohou 1épe odolavat podminkam su-
cha a zaroven maji i vyssi produkci (Jeong et al., 2010). Do transkripcni faktort také
spadaji faktory zinkovych prsti. Protein zinkového prstu typu Cys2/His2 je kodovan
genem ZPT2-3. Ukazalo se, zZe je také zodpovédny za toleranci vici suchu. Jeho nad-

meérna exprese u transgennich rostlin petunie méla za nasledek zvysSenou toleranci vici
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suchu (Sugano et al., 2003). DalSim objevenym transkripnim faktorem spadajicim
opét do tiidy zinkovych prsti typu Cys2/His2 je DST (tolerance vuci suchu a soli, z
anglického drought and salt tolerance). Bylo zjisténo, Ze se jedna o negativni regulator
tolerance sucha. Mutantni rostliny dst jsou totiz schopny 1épe udrzovat vodu a méné ji
ztracet pii vystaveni suchu oproti rostlinam divokého typu. Za stresovych podminek
ma tento mutant také vyrazné€ nizsi priduchovou vodivost nez rostliny divokého typu,
coz ma za nasledek jeji vyssi toleranci vici stresu ze sucha (Huang et al., 2009).

Dalsimi slozkami, které hraji dulezitou roli pfi toleranci rostlin vuci suchu a které
zabranuji vysychani, jsou LEA (z anglického late embryogenesis abundant) proteiny.
Jedna se o proteiny, které se v hojném mnozstvi tvoii v pozdni fazi vyvoje semen pii
dehydrataci. U vysSich rostlin obsahuji hydrofilni aminokyseliny (napf. glycin a lysin),
které jsou usporadané v opakujici se sekvenci. Diky tomu proptjcuji proteinim vlast-
nosti jako je hyperhydrofilnost a teplotni stabilita. Zachycuji tak vodu a chrani bunécné
soucasti pfed poskozenim stresem ze sucha. Hraji tedy roli pfi toleranci sucha nejen
pii skladovani semen, ale pro celou rostlinu. Expresi gent, které koduji LEA proteiny,
muze ovliviiovat fada faktorti, podminek nebo procest (Hong-Bo et al., 2005). Jeden
z genu, které koduji LEA proteiny, byl studovan u ryze. Jednalo se o gen OsLEA3-1,
ktery je indukovan suchem. Nadmérna exprese tohoto genu u transgennich rostlin vy-
kazuje zvySenou toleranci vici stresu. Navic pii pouziti vhodnych promotora byl pro-
kazan znateln€ vétsi vynos zrna (Xiao et al., 2007).

Dal§imi hraci, ktefi mohou ovliviiovat rezistenci rostlin na sucho, jsou transporté-
rové proteiny. Pro spravnou reakci rostlin na podminky sucha jsou dilezité stomatalni
pohyby. Ty mohou byt regulovany nékolika signalnimi drahami a jsou za né zodpo-
veédné predevsim strazné buriky, které obsahuji transportni kanaly regulujici vstup la-
tek do bunék a ven. Jedna se o ABC (ATP-binding cassette) kanaly. Jeden z téchto
transportéri AtMRP5 byl zkouman u Arabidopsis. Nékteré signalni drahy, které jsou
zodpovédné za otevirani praduchd, jsou pravé ovliviitovany mutaci v tomto genu. Mu-
tantni rostliny mrp5-1 mély za svétla snizenou rychlost transpirace, snizené ztraty
i spotiebu vody a na nezavlaZzovanych pudach prezily mnohem déle. Také byly zkou-
many rozdily v otevirani priducht za tmy a za svétla mezi mutantnimi rostlinami
a rostlinami divokého typu. Za tmy nebyly pozorovany vétsi rozdily mezi mutantnimi
a divokymi rostlinami, naopak za svétla bylo otevirani priduch u mutantnich rostlin
znacné snizeno (Klein et al., 2003). Dal§im zkoumanym genem podilejicim se na re-

gulaci praducha byl gen AtMRP4. Po fluorescenénim oznaceni byl protein viditelny
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zejména v okrajovych castech bun€k, z ¢ehoz vyplyva, ze se nachazi na plazmatické
membrané. Stejné tak bylo detekovano, ze dochazi k jeho silné expresi v pruduchach.
Mutantni rostliny atmrp4 vykazuji zvySenou transpiraci a kvuli tomu jsou citlivejsi
na stres ze sucha oproti divokym rostlinam. Pravdépodobnym divodem bude to, ze
maji oproti mutantnim rostlinam vétsi pory. ZvySena transpirace u mutanti ov§em ne-
zavisi jen na velikosti poru, ale takeé na kinetice jejich otvirani. Po ptsobeni svétla totiz
u mutantnich rostlin dochazi k rychlejsimu otevirani priiduchi oproti divokym rostli-
nam (Klein et al., 2004).

U ryze byl studovan aquaporinovy gen RWC3, ktery je zapojen do mechanismu
vyhybani se suchu. U transgennich rostlin, které nadmérné exprimovaly tento gen
a obsahovaly stresem ze sucha indukovany promotor, byl zjistén vyssi vodni potencial
v listech a vySsi relativni kumulativni rychlost transpirace oproti rostlinam divokého
typu. Vysledky ukazuji, ze transgenni rostliny jsou schopny Iépe hospodafit s vodou
za podminek dehydratace a gen RWC3 hraje roli pfi mechanismu vyhybani se suchu
(Lian et al., 2004). Dalsi aquaporinovy gen byl sledovan u Arabidopsis. Jednalo se
o gen PgTIP1 kodujici vnitini protein tonoplastu u zenSenu (Panax ginseng). Studie
dokazuje, ze hraje roli pfi reakcich rostlin na stres ze sucha, jelikoz je zapojen do pro-
cesu spojenych s transportem vody pies tonoplast prostiednictvim aquaporind. Nad-
meérna exprese tohoto genu v transgennich rostlinach Arabidopsis zvySovala za ptizni-
vych podminek rust rostlin. Byly také sledovany rozdily mezi transgennimi rostlinami
a rostlinami divokého typu za podminek dehydratace. Zde podle vysledkt zaviselo
také na podminkach péstovani, zejména na hloubce dostupné pudy. Pii péstovani
na mélkych miskach hlubokych 10 cm uvadaly transgenni rostliny mnohem diive nez
rostliny divokého typu. Naopak pii pé€stovani v hlubokych miskach dosahujicich
hloubky 45 cm neuvadal ani jeden typ rostlin. Transgenni rostliny ov§em vykazovaly
mnohem lepsi stav ristu, zejména mély podstatné delsi koreny. Tyto vysledky budou
déany nejspiSe tim, ze hluboké misky lépe navozuji piirozené podminky pro rostliny
(Peng et al., 2007).

Dalsim typem procesu, ktery mlze pfispivat k rezistenci rostlin, je akumulace os-
moprotektivnich latek neboli osmoprotektorti, jinak také nazyvanych jako kompati-
bilni soluty. Jedna se o velmi dobfe rozpustné slouceniny, které i pii vysokych kon-
centracich nejsou toxické. Najdeme je u rostlin i u Zivocichu. Podle chemického slo-
zeni je mazeme rozdélit do tii skupin na betainy a pfibuzné slouceniny, polyoly a cukry

(napf. mannitol a trehal6za) a aminokyseliny (napf. prolin). Béhem pusobeni stresu,
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jako je napfiklad sucho, dochazi k indukci biosyntetickych enzymi a osmoprotektivni
latky jsou syntetizovany ve vys$§im mnozstvi. Kompatibilni soluty za nepfiznivych
podminek zvySuji osmoticky tlak v burice a stabilizuji proteiny a membrany. Nacha-
zeji se zejmeéna v cytoplazmé (McNeil et al., 1999). Pro zvySeni tolerance nékterych
plodin se rostliny upravuji tak, aby nadmémeé exprimovaly enzymy zodpovédné za
syntézu kompatibilnich soluti. Jednim z pfikladi takto geneticky upravenych rostlin
byly rostliny bramboru. Studie byla provedena na odrtidé bramboru Gannongshu 2, do
které byl vpraven gen BADH (betain aldehyddehydrogenaza). Ten jesté obsahoval
promotor rd29A z Arabidopsis thaliana, k jehoz indukci dochazi pfi pisobeni stresu.
Gen se povedlo integrovat do genomu bramboru a analyzy potvrdily, ze u kontrolnich
rostlin k jeho expresi viibec nedochazelo, zatimco u transgennich rostlin jeho exprese
stoupala se zvySujicim se pusobenim stresu. Také se ukazalo, ze BADH pozitivné
ovliviluje permeabilitu membrany pii pusobeni stresu, jelikoz bunécné membrany
transgennich rostlin byly pfi ptsobeni stresu poskozeny méné neZ membrany kontrol-
nich rostlin. Obecné vykazovaly transgenni rostliny normalni a lepsi rist oproti kon-
trolnim rostlinam. Gen BADH tedy zlepsil u rostlin schopnost tolerance stresu. Potvr-
dilo to tedy mysSlenku, ze geny zapojené do drah syntézy rozpusténych latek 1ze vyu-
zivat pti tvorbé transgennich plodin, které tyto geny neobsahuji, a zvySovat tak jejich
odolnost vuci stresim (Zhang et al., 2011). V dal§im vyzkumu bylo testovano, zda
zvySené mnozstvi aminokyseliny prolinu mé& vliv na zvySenou toleranci rostlin.
Do rostlin tabaku byl opét zaveden gen P5CS se specifickym promotorem a u rostlin
tak byla nadmérné exprimovana Al-pyrrolin-5-karboxylat syntetdza. Jedna se o en-
zym, ktery katalyzuje reakce, kde kone¢nym produktem je prolin. Transgenni rostliny
produkovaly vyznamné vétsi mnozstvi prolinu oproti kontrolnim rostlinam a rostliny,
které exprimovaly vyssi hladiny P5CS, obsahovaly vice prolinu. Z vysledki vyplyva,
ze akumulace prolinu v buiikach transgennich rostlin jim poméaha udrzet osmoticky
potencial a tim Iépe tolerovat stresové podminky sucha. Prolin tedy pasobi jako osmo-
protektivni latka (Kishor et al., 1995).

Do posledni skupiny latek, které se u rostlin podileji na toleranci sucha, by se daly
zaradit nejriznéjsi proteiny, které jsou spojené s metabolismem rostlin. Jak jiz bylo
zminéno vysSe, pii pusobeni sucha hraje dilezitou roli také kutikularni vosk na listech
rostlin, ktery mize pomahat zamezovat ztratam vody. U ryZze byl objeven gen pro su-

chem indukovanou akumulaci vosku (DWA1), ktery koduje velmi velky protein. Bylo
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pozorovano, ze u mutantnich rostlin dwal se ztratou funkce dochazi pfi ptsobeni su-
cha k rychlejsimu vadnuti, k rolovani listd a po opétovné zavlaze nejsou schopny pie-
zivat na rozdil od rostlin divokého typu. Zaroven bylo u mutantnich rostlin pozorovano
vyrazné snizené mnozstvi biomasy a plodnost klaski. Bylo zjisténo, ze homolog
DWAI1 se vyskytuje u vétSiny druht vyssich rostlin. K expresi DWA1 dochazi
zejména ve vaskularnich tkanich a ve vrstvach epidermalnich bunék. Oproti repro-
dukénim stadiim, kdy je exprese pomérné vysoka, nedochazi ve vegetativnich stadiich
témer vibec k jeho expresi. U dwal mutant bylo po pusobeni sucha vyrazné snizené
usazovani voskovych krystala na kutikule, v nékterych mistech lista se dokonce nena-
chazely zadné. Kvuli snizenému mnozstvi vosku muiize rostlina ztracet vodu a tim pa-
dem ma zvySenou citlivost na stres ze sucha. Potvrdilo se, ze nadmeérna exprese DWA1
hraje roli pfi toleranci stresu ze sucha diky regulaci ukladani kutikularniho vosku, pro-
toze pfi pusobeni sucha rostliny nadmérné exprimujici DWA1 produkovaly zvysené
hodnoty mastnych kyselin pro kutikularniho vosku (Zhu a Xiong, 2013). DilezZitou
roli pfi toleranci hraje 1 gen OsOAT, ktery koduje ornitin d-aminotransferazu. Jeho
regulace smérem ke zvySeni byla zaznamenana v rostlinach, které nadmérné exprimo-
valy NAC transkrip¢ni faktor SNAC2. Tento transkripcni faktor se vaze na protomor
genu OsOAT. Pii pusobeni sucha dochazelo k transkripci genu OsOAT. Pro otestovani
tolerance byly vytvofeny transgenni rostliny ryze nadmérné exprimujici gen OsOAT
a byly pozorovany rozdily mezi nimi a rostlinami divokého typu. Nejprve probéhlo
testovani v laboratornich podminkach. Tam transgenni rostliny po pusobeni stresu
uvadaly pomaleji nez kontrolni rostliny a zarovei se po opétovné zavlaze byly schopny
1épe zotavit. Pti testovani v polnich podminkéach vykazovaly transgenni rostliny také
lepsi vysledky. Pii pasobeni sucha oproti kontrolnim rostlinam vadly pomaleji, a navic
prokazovaly znatelné vyssi rychlost vzchazeni semen, coz je dilezity znak pii hodno-
ceni tolerance. Potvrdilo se tim, ze nadmérna exprese genu OsOAT muze hrat u ryze

dilezitou roli pfi rezistenci vii¢i suchu (You et al., 2012).
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2 Miak

Mak je pro stiedni Evropu a Ceskou republiku tradiéni rostlina. Péstovani rostlin maku
a jejich vyuziti zde méa dlouhou historii, o ¢emz svéd¢i naptiklad jeho Casty vyskyt
v lidovém uméni nebo ve spousté nazvi a vlastnich jménech. Rostliny maku jsou uz
od stfedoveéku pestovany jako okrasné rostliny, ale také pro pouziti semen v potravi-
narstvi diky své vyjimecné chuti. Rostliny ovSem obsahuji alkaloidy, které maji nar-
kotické uginky, coz by mohli zneuzivat drogové zavisli. V Ceské republice je z tohoto
divodu stanoven mozny obsah opiovych alkaloidia v tobolkach. Ze zakona je dan ma-
ximalni limit, kdy obsah opiovych alkaloidil v suchych tobolkach se stopkou nejvyse
15 cm pod tobolkou nesmi piekrogit 0,8 %. Vétsina odriid maku, které se v Ceské re-
publice péstuji, maji semena s typicky modrou barvou. Maji pfijemnou vuni a sladkou
chut’. Tento mak nese oznageni Cesky modry mak. V Ceské republice se v malé mife,
ktera predstavuje 3 % plochy oseté touto plodinou, péstuji i odriady majici bila semena.
Jejich chut’ uz je ovsem jina (Miksik a Lohr, 2020).

Mk péstovany v Ceské republice mizeme podle riznych parametra rozdélovat
do nékolika skupin. Podle doby vysevu rozliSujeme dvé hlavni skupiny, coz jsou mak
jarni a méak ozimy. Mak jarni se v zavislosti na konkrétnim roce péstuje na 90 — 100 %
plochy oseté touto plodinou. Zbytek plochy zaujima mak ozimy, ktery je charakteris-
ticky intenzivné chlupatymi mladymi listy s mléénymi skvrnami (MiksSik a Lohr,
2020).

Jiz od pogatku tohoto stoleti péstuje Ceska republika nejvétsi objem potravinai-
ského maku na svété a produkuje az jednu tfetinu veskerého maku uvedeného na sveé-
tovy trh. 85 % z celkového objemu maku vyprodukovaného v Ceské republice se vy-
vazi. Tuzemska spotieba vychazi piiblizné na 400 gramti maku na obyvatele za rok
(Miksik a Lohr, 2020).

Prestoze se u nas mak péstoval i v minulosti, jeho produkce se zvysila az ke konci
20. stoleti, kdy se zvedala poptavka po kvalitnim maku i ze zahranici. Dnesni plochy
oseté makem jsou 5x vétsi oproti plocham ve 20. a 30. letech 20. stoleti. Mak se na na-
Sem Uzemi péstuje témer ve vSech oblastech kromé vys§ich nadmotskych vysek nad
700 m n. m. a velmi suchych oblasti, kde maze byt vynos vyrazné zmensen suchem
(Miksik a Lohr, 2020).

Diky mnohaletému $lechténi se v Ceské republice produkuje kvalitni mak, ktery

ma velmi nizky obsah alkaloidd. Diky tomu neni tak nahoikly, ale ma pfijemnou chut’.
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Jsme vyznamnym producentem maku, ktery je kvalitni a ur¢en vyhradné pro potravi-
natské udely. Diky jeho kvalité patii Ceska republika k t8m nejvyznamnéjdim zemim
na svété, kde se péstuje mak pro potravinaiské ucely. Vysévaji se u nas hlavné odridy,
které byly dlouhodobé slechtény. Mezi nejcastéjsi v soucasnosti patii naptiklad Major,
Aplaus, Marathon, Opal, Onyx nebo Opex. Diky své kvalité a specifickym vlastnos-
tem pozadala Ceska republika o registraci nazvu Cesky modry mak jako chranéného
zemépisného oznaceni v EU (MikSik a Lohr, 2020). Velikost osevnich ploch maku se
podle Ceského statistického utadu v jednotlivych letech méni. V roce 2009 byla na-
priklad osevni plocha maku 53 623 ha, v roce 2012 to bylo 18 363 ha, v roce 2016
35 543 ha a v roce 2021 43 867 ha (Cesky statisticky ufad, online).

Vliv stresu suchem byl u maku v nékolika pfipadech studovan. Prvni studie se
zaméfovala na transkriptomickou a proteomickou analyzu pii ptsobeni sucha. Kun-
dratova et al. (2021) porovnavali transkriptomicky a proteomicky profil u dvou odrad
maku Papaver somniferum, kdy jedna byla citliva na sucho (Prevalskij 133) a druha
tolerantni (Extaz). Nejprve se zaméfili na analyzu dehydrint, které by mély reagovat
na sucho. U odrudy Extaz nedoslo k vyraznym rozdilim v expresi dehydrind mezi
rostlinami vystavenymi suchu a kontrolnimi rostlinami. U odridy Prevalskij 133 byly
vidét rozdily v expresi dehydrinti, ov§em nebyly tak vyrazné, jak se ocekavalo. Sou-
stredili se tedy na jiné geny a proteiny. Déle byly sledovany rozdily mezi diferencialné
exprimovanymi geny (DEG). U odridy Extaz bylo pfi porovnavani kontrolniho stavu
a pusobeni sucha analyzovano 233 DEG, kdy 122 z nich mélo zvy$ené hladiny pfi
pusobeni sucha. U odrady Prevalskij 133 doslo ke zméné v 1259 DEG, z nichz 576
bylo zvySeno za sucha. Ukazaly se jasné rozdily v reakcich na stres ze sucha mezi
jednotlivymi odridami. Byly sledovany také diferencialné exprimované proteiny
(DEP). Zde nebyl zadny vyznamny rozdil u odrudy Extaz mezi kontrolnim stavem
a pusobenim sucha. U odridy Prevalskij 133 doslo ke zméné v 11 DEP, z nichz 6 bylo
vyrazné zvyseno pii pusobeni sucha. Pfi oSetfeni suchem byl vyznamny rozdil mezi
odridami v 52 DEP. Ve vysledku se ukazalo, ze pii analyze DEG se odrudy lisi
zejména v transkriptomickych reakcich na stres suchem. Naopak diky analyze DEP se
ukazalo, ze jsou vétsi rozdily mezi odridami nez mezi oSetfenimi v ramci kazdé od-
rady (Kundratova et al., 2021).

Dalsi studie se zaméfovala na akumulaci prolinu v rostlinach pfi pasobeni sucha.
Patel a Vora (1985) se ve své studii zaméfili na porovnani akumulace prolinu u riiz-

nych druhti, ¢imz chtéli zjistit, zda prolin mize byt indikatorem odolnosti vii¢i suchu.
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Podle pozorovani, pii jak velkém vodnim deficitu rostliny zacinaji akumulovat prolin,
mohli rostliny rozdélit do dvou skupin na rostliny s nizkou a vysokou akumulaci pro-
linu. Z jejich analyz vyplynulo, Ze rostlinami odolnymi vici suchu jsou mak, jitrocel
a pSenice. Mak zacal akumulovat prolin pfi 13% vodnim deficitu a s rostoucim stresem
ze sucha se jeho hladina zvySovala. Naopak jako rostlina citliva na sucho se ukéazala

hoi¢ice (Patel a Vora, 1985).
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3 Cil a metodika prace

Prakticka cast diplomové prace obsahuje dvé Casti. Prvni Cast se zaméfuje na optima-
lizaci metody pro laboratorni testovani stresu sucha u méaku a néasledné ovéteni této
metody na variabilni kolekci genovych zdroju. Druha polovina prace vyuziva optima-
lizovanou metodiku k analyze exprese vytipovanych gend potencialné zapojenych do

reakce na stres suchem pomoci metody real-time PCR.

3.1 Optimalizace metody a testovani vybranych genovych zdroju
Prvnim ukolem mé praktické prace bylo optimalizovat metodu pro laboratorni testo-
vani stresu sucha u maku.

Pokus byl proveden na semenech maku, ktera byla pro navozeni podminek sucha
oSetfena PEGem. PEG neboli polyethylenglykol je latka rozpustna ve vode i v orga-
nickych rozpoustédlech. Z chemického hlediska se jedna o polymer, kde jsou jednot-
livé uhlovodikové jednotky spojeny etherovymi vazbami. Jedna se o pomérné hojné
pouzivanou latku v riznych oborech jako je chemie, zdravotnictvi, kosmetika nebo
farmacie (Velky lékatsky slovnik, online). Ve vyzkumu uz byl v minulosti pouzit na
navozeni podminek sucha naptiklad u kukufice (Khodarahmpour, 2011) nebo u sgji
(Basal et al., 2020).

Semena po samotném pusobeni PEGu plesnivéla, proto bylo potieba je nejdiive
oSetfit desinfekci. Jako nejlepsi se ukazalo oSetfeni Chloraminem T 5%. Kazdych 25
semen bylo po dobu 30 min nechdno namoc¢enych v 500 pl Chloraminu T 5%. Po uply-
nuti této doby byla semena 3x proplachnuta destilovanou vodou o objemu 1000 pl.
Timto zpisobem byla osetfena vSechna semena, ktera byla urCena k naslednému kli-
Ceni v riznych koncentracich PEGu. Dale bylo kazdych 25 semen pieneseno do jedné
Petriho misky. K pfeneseni byla pouzita sterilni pinzeta, aby se zamezilo nezadouci
kontaminaci z okoli a nedoslo ke znehodnoceni vzorka pfipadnymi bakteriemi nebo
houbami. Kazda miska byla opatiena sterilnim filtracnim papirem a kazda miska ob-
sahovala rizné koncentrace PEGu. Vzhled Petriho misek s nakliCenymi seminky je
vidét na obrazcich v pfiloze €. 1 a 2.

Bylo pouzito osm koncentraci PEGu. Néasledujici tabulka 3.1 zobrazuje koncen-
trace PEGu a jim odpovidajici hodnoty osmotického potencialu, které byly pouzity pfi

pokusu.
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Tabulka 3.1: PEG Kkoncentrace

Osmoticky potencial

Koncentrace

[g PEG/kg H20] P
[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 kazdou koncentraci PEGu (-0,2 mPa, -0,3 mPa, -0,4 mPa, -0,5 mPa, -0,6 mPa,
- 0,7 mPa a -0,8 mPa) bylo vytvoteno 6 Petriho misek a pro dalSich 6 Petriho misek
byla pouzita jen sterilizovana destilovana voda jako kontrola. Tato kombinace byla
otestovana na semenech laboratorné stresované odridy Onyx.

V dalsim kroku uz byla testovana odriadova odlisnost. Ten samy postup byl zopa-
kovan u nasledujicich odrad, jen zde uz vzdy po tfech Petriho miskach u kazdé kon-
centrace u kazdé odrady. Dalsi testovanou odridou byl opét Onyx, kdy byly labora-
torn€ stresované uz i rodicovské rostliny. Nasledn€ byla testovana odriida Zavolzskij,
kde ziskana semena byla z rostlin stresovanych na poli. Jednalo se o porovnani nor-
malnich (zalévanych) semen této odridy se semeny stresovanymi suchem. Poté byly
postupné stejnym zpusobem testovany dalsi odrady. Jednalo se o odridy: Onyx, Stu-
picky bélosemenny, Zavolzskij, Ferrara 2, Amarin, Florian, Malsar, Opava - Komarov,
R7, Papaver 41, R2, Papaver 7, Chlumecky 1/45, R3, S 188, Erbachshofsky, Pulawski
bialy, Boehmuv belosemenny, Prevalskij 133 a Slechtitelské materialy ¢. 1500800168
a & 365 (1500800172).

Vsechny Petriho misky byly uzavieny parafilmem a postaveny vzdy na stejné
misto, aby mély vSechny odrady stejné podminky. Seminka byla ponechana tyden kli-
¢it a poté bylo zhodnoceno mnozstvi vyklicenych a nevykli¢enych semen jak u jed-

notlivych odriid, tak také v zavislosti na koncentraci PEGu.
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Posledni tfi odridy nevykliCily, jelikoz byly napadeny plisni. Proto byl PEG
znovu sterilizovan, aby se zabranilo dal§imu plesnivéni a pokus mohl byt spravné vy-
hodnocen. Bohuzel sterilizace nejspise PEG rozlozila a ten pak zpusobil, Zze v ném
nevyklicila téméf zadna semena v zadné koncentraci. Proto byl u odridy Prevalskij
133 a u Slechtitelského materialu ¢. 1500800168 a ¢. 365 (1500800172) proveden
pokus znovu a jeho vysledky jsou zaznamenany nize v tabulce. Tentokrat byly pouzity
uz jen Petriho misky s vodou a s koncentracemi -0,2; -0,3; -0,4; -0,5 a -0,6 mPa. U
kazdé koncentrace byly vytvoreny opét tii Petriho misky. U odridy Boehmuv belose-
menny uz bohuzel na zopakovani pokusu nezbyl material.

Dale byla porovnavana semena z odridy Onyx péstované v laboratofi, kdy jednou
rostliny rostly v hydroponickém roztoku a jednou byly stresované PEGem uz pii ristu.
V obou pfipadech bylo vytvoreno 5 Petriho misek s vodou a poté se vSemi koncentra-

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

3.2 Analyza relativni exprese genu potencialné zapojenych do reakce na
stres suchem

V laboratofi byla testovana relativni exprese tii gent, které byly na zakladé dostupné
literatury vytipovany jako potencialné zapojené do reakce na stres suchem. V experi-
mentu byla pouZzita odrida maku Onyx. Semena (25 ks) byla nakli¢ovana v Petriho
miskach s filtraénim papirem ve tfech variantach — s vodou (kontrolni varianta), s PE-
Gem o koncentraci odpovidajici zméné osmotického potencialu -0,2 mPa a s PEGem
o koncentraci odpovidajici zméné osmotického potencialu -0,4 mPa. Kazda varianta
byla provedena ve tfech opakovanich.

Seminka byla v souladu s pfedchozim experimentem ponechana klicit tyden. Poté
byly délozni rostliny otrhany sterilni pinzetou, vlozeny do sterilni mikrozkumavky a
ihned nasledovala izolace RNA pomoci TRI Reagentu podle zavedeného protokolu.

V mikrozkumavkach byly vzorky nejprve homogenizovany v 1 ml roztoku TRI
Reagent piedehtfatém na 60 °C. Poté byly vzorky ponechany stat 5 minut pii pokojové
teploté. Nasledné byly centrifugovany po dobu 20 minut pfi 3000 otackach za minutu
a poté byl tekuty supernatant pfenesen do novych mikrozkumavek. Nasledujici kroky
byly provedeny dvakrat za sebou. Do zkumavek bylo pfidano 0,2 ml chloroformu, po
dobu 15 sekund byly protfepany a nasledn€ nechany stat po dobu 10 min pfi pokojové

teploté. Vznikla smés byla poté centrifugovana pii 10 500 otackach za minutu pfi 4 °C
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faze byla prenesena do novych mikrozkumavek a bylo k ni pfidano 0,5 objemu 2-pro-
panolu a 0,5 objemu 1,2 M NaCl. Vse bylo promichano a ponechano stat po dobu
10 minut pii pokojové teplot€. Smeés byla centrifugovana pii 10 500 otackach za mi-
nutu po dobu 10 minut pfi teploté 4 °C. Nasledujici krok byl opét proveden dvakrat.
Supernatant byl odstranén a RNA pelet byl promyt pfidanim 1 ml 75procentniho etha-
nolu. Vzorky byly protfepany a centrifugovany pii 8 500 otackach za minutu pii 4 °C
po dobu 5 minut. Tento krok byl opét zopakovan. Vzorky s RNA peletem byly poté
kratce vysuSeny na vzduchu po dobu 10 minut. Poté bylo k RNA peletu piidano 20 pl
DEPC-MQ vody a 1 pl inhibitoru RNazy. Opakovanym pipetovanim s mikropipetou
byly vzorky promichany, aby se 1épe rozpustily, a poté byly inkubovany pii 37 °C po
dobu 15 minut. Vzorky byly centrifugovany a vlozeny do spektrofotometru pro stano-
veni koncentrace a kvality RNA. Vzorky byly po izolaci ulozeny do mraziciho boxu
s teplotou -80 °C.

U vsech vzorku byla v pfistroji NanoDrop zméfena koncentrace a vzorky byly
nafedény na stejnou koncentraci pro dalsi potieby k detekci pomoci real-time PCR.
Dale bylo potieba vSechny RNA vzorky precistit pomoci DNA-free Kit (Invitrogen):

Bylo pouzito vzdy 10 pl roztoku RNA. K nému byl pfidan 1 pl 10x DNase pufru
a 1 ul rDNazy I. VSe bylo promichano a ponechano inkubovat pii 37 °C po dobu
20 minut. Nasledné byla pfidana 1/10 objemu cinidla pro inaktivaci DNazy a vSe pro-
michéano. Vzorky byly inkubovany 2 minuty pfi pokojové teploté za obcasného pro-
michani. Poté byly centrifugovany pii 10 000 otaCkach za minutu po dobu 1 minuty
a 30 s. RNA byla poté pienesena do nové mikrozkumavky.

Nasledovala vlastni syntéza cDNA pomoci Reverse transcription systém (Pro-
mega):

Ke 3 ul RNA byl pfidan vzdy 1 pl vody a 1 pl oligo (dT)15 primer. Smés byla
inkubovana pii 70 °C po dobu 5 minut. Dale byl vytvoren master mix, ktery obsahoval
6,6 ul vody, 1 ul ANTP, 4 pul pufru, 2,4 ul MgClz a 1 ul reverzni transkriptazy. Master
mix byl pfidan ke vzorkiim a ty byly nasledné inkubovany. Nejprve byly inkubovany
pii 25 °C po dobu 5 minut, nasledné€ 1 hodinu pfi teploté¢ 42 °C a na nasledujicich
15 min byla zvysena teplota na 70 °C. Celou dobu bylo se vzorky a ¢inidly pracovano
na ledu.

Pro analyzu genové exprese byly vytipovany geny: lactoylglutathione lyase

GLX1-like (GLX), phospholipase D alphal-like (PLD) a 1-Cys peroxiredoxin-like
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(PER). Piesné sekvence kodujicich gent byly ziskany z analyzy transkriptomu maku
(Kundratova et al., 2021) a byly vytvoreny pomoci nastroje Primer3 (Whitehead Insti-
tute for Biomedical Research) a dale testovany pomoci BLAST (NCBI). Pro kazdy
gen byly objednany dva pary primera, které byly nasledn€ testovany na smeésném
vzorku a pro vlastni expresni analyzu byl pouzit primerovy par vybrany podle analyzy
kiivky tani a u€innosti PCR reakce.

Real-time PCR byla provedena s pouzitim Power SYBR® Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems) na piistroji QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR System
(Applied Biosystems) v 96jamkové desticce za podminek doporuc¢enych vyrobcem a
to ve tfech technickych opakovanich pro kazdy vzorek. Stanoveni relativni exprese
genu bylo provedeno podle metody AACT (Livak a Schmittgen, 2001). Nasledovalo
ovéteni specifity reakce pomoci analyzy kiivky tani. Kazda analyzovana sada vzorka
obsahovala i negativni kontrolu, kterd neobsahovala templatovou cDNA. Jako refe-

rencni gen byl pouzit gen pro aktin.
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4 Vysledky

V praktické Casti této prace bylo mym ukolem sledovat klic¢ivost jednotlivych odrad
maku pfi riznych urovnich sucha a nasledné zjistit, zda se v rostlinach nachazeji geny
aktivované stresem ze sucha. Nasledujici tabulky a grafy shrnuji vysledky prvni ¢asti
mé praktické prace.

Tabulka 4.1 zobrazuje vysledek kliGeni semen odrady Onyx. Radek
Onyx - S znaci semena rostlin, které byly stresované uz pfi rastu, a fadek Onyx - H
predstavuje rostliny, které byly péstovany v hydroponickém roztoku. Mizeme vidét
vyrazny negativni vliv stresu ze sucha. Pii puisobeni sucha na semena stresovanych
rostlin nebyla tato semena schopna vyklicit témet zadna. Jen 10 % semen vyklicilo bez
pusobeni dalsiho sucha. Semena rostlin, které rostly v zavlazovanych podminkach, vy-
kazovala lepsi kli¢ivost. OvSem klicila jen pfi pisobeni slabsiho sucha, pii zavaznéj-
S$im stresu, ktery odpovidal zméné osmotického potencialu -0,4 mPa a vys§s§im hodno-

tam, uz také zadna nevyklicila.
Tabulka 4.1: Odruda Onyx

Osmoticky potencial ys [mPa]

Odrada | dH20 -02 -03  -04 -0,5 -06 -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 A 0/122 | 0/125 | 0/124

V nasledujici tabulce 4.2 jsem shrnula klic¢ivost vSech odrid ve vSech koncentracich.
U vsech odrid vidime viceméné podobné vysledky. Pii niz§ich koncentracich PEGu,
tzn. pii mensi zat€zi suchem, vykazuji odridy lepsi klicivost oproti vy$sim koncentra-
cim. U vétSiny odrad se ukazala jako hrani¢ni zména osmotického potencialu s hod-
notou -0,6 mPa, kde uz vétsinou semena nevyklicila. Nékteré odridy se ovSem ukazaly
jako odolngjsi a vyklicily i ve stresu vyS$im nez tato hodnota. Jednalo se o odrudy
Onyx, Stupicky bélosemenny, Zavolzskij, Opava - Komarov, R7 a Papaver 41.

Pro lepsi prehlednost jsem vytvorila graf 4.1, ktery ukazuje v procentech klici-

vost jednotlivych odrud v jednotlivych koncentracich.
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Odrada

Onyx

Stupicky bélosemenny
Zavolzskij

Onyx - PEG stress
Zavolzskij - normal
Zavolzskij - stres
Ferrara 2

Amarin

Florian

Malsar

Opava - Komarov

R7

Papaver 41

R2

Papaver 7

Chlumecky 1/45

R3

S 188

Erbachshofsky
Pulawski bialy
Boehmuv belosemenny
Prevalskij 133
Slechtitelsky material &.
1500800168
Slechtitelsky material &. 365
(1500800172)

Tabulka 4.2: Kli¢ivost jednotlivych odrad

dH20
83/ 122
1/75
23/75
29/48
27173
18/50
54/71
11/73
48/72
64/71
68/74
37/67
54/74
54/68
54/64
55/75
36/73
65/72
43/73
37/50
57/75
63/74
54/72

56/75

Zména osmotického potencialu ys [mPa]

-0,2
103/146
13/75
18/75
21/50
29/74
25/71
63/73
54/75
56/75
64/75
70/75
39/68
61/75
61/76
61/74
54/75
38/75
57/71
35/75
44/74
3/75
66/75
64/73

64/75

-0,3
88/124
22/72
21/49
15/50
27/70
30/74
67/73
56/75
53/75
59/74
56/75
48/73
59/75
55/74
55/74
61/75
46/76
54/69
39/75
31/74
10/73
57/75
65/74

56/74

-0,4
83/126
16/73
31/75
0/50
9/50
15/71
52/75
46/75
44/73
55/75
24/75
50/75
54/78
23/75
48/75
40/75
33/74
28/71
10/73
10/75
0/75
58/73
54/76

36/74

-0,5
65/150
10/75
28/76
0/49
4/75
7/75
29/71
30/75
17/75
34/74
11/73
37/74
48/74
16/75
40/75
14/74
16/74
0/74
10/74
4/74
1/73
35/87
42/100

16/92

-0,6
69/148
0/75
26/74
0/46
0/75
1/76
14/74
20/87
9/74
3/72
1/73
22/74
15/75
2/75
5/75
0/75
0/75
0/73
0/74
0/75
0/74
11/89
0/87

1/89

0,7
44/150
1/72
9/74
0/49
0/74
0/72
0/74
0/77
0/75
0/75
1/72
1/75
4/72
0/75
0/75
0/74
0/74
0/84
0/74
0/74
0/74

-0,8
1/139
0/74
0/74
0/49
0/75
0/74
0/73
0/87
0/75
0/75
0/75
1174
1/75
0/75
0/75
0/75
0/75
0/85
0/83
0/74
0/73
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Graf 4.1: Kli¢ivost jednotlivych odriud
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Na tfi vytipované geny jsem pomoci programu Primer 3 (Primer3web, online) navrhla
primery. Jejich pozadované vlastnosti byly: délka 18 — 24 nukleotidi, teplota tani
55-75°C a obsah G a C v primerech 45 — 75 %. Specifita navrzenych primerovych
part byla ovéfena pomoci nastroje BLAST a genomové sekvence maku (NCBI, on-
line). Dale jsem prostiednictvim néstroje OligoAnalyzer™ Tool (Integrated DNA
technologies, online) ovéfila, zda primery netvoii sekundarni struktury a zda u prime-
rového paru nedochazi k vzajemné interakci. Od kazdého genu jsem navrhla dva

forward (F) a dva reverse (R) primery. Navrzené primery shrnuje tabulka 4.3.

Tabulka 4.3: Navrzené primery

Nazev Sekvence primert (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

Vsechny primery jsem vyzkousSela na smésném vzorku nasyntetizované cDNA. Pro-
vedla jsem PCR reakci a nasledné elektroforézu pro ovéfeni spravného nasedani pri-
merd. Vysledek elektroforézy je znazornén na obrazku 4.1. Pro kazdy gen byl poté
vybran nejvhodnéjsi par primert, ktery byl nasledné pouzit na vlastni real-time PCR

detekei.
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Obraizek 4.1: Vysledek elektroforézy s navrzenymi primery. Neg. kontrola = negativni kontrola.

Vysledky reakce real-time PCR pro tfi vytipované geny shrnuji nasledujici grafy. Graf
4.2 zobrazuje relativni expresi genu GLX, graf 4.3 relativni expresi genu PER a graf
4 .4 relativni expresi genu PLD. Jednotlivé sloupce vzdy predstavuji prumémé hodnoty
z rostlin péstovanych ve stejnych podminkach. To znamen4, ze prvni sloupce v gra-
fech predstavuji priméry z rostlin rostoucich jen ve vod¢ a slouzicich jako kontrola,
druhé sloupce ptedstavuji rostliny rostouci pii pusobeni PEGu o zméné osmotického
potencialu -0,2 mPa a tieti sloupce predstavuji rostliny rostouci pii zmén¢ osmotického
potencialu -0,4 mPa. U vSech rostlin byl také detekovan gen pro aktin jako referencni
gen a jelikoz se jedna o zobrazeni relativni exprese, jako referencni rostlina s hodnotou

1 byla vybrana rostlina rostouci ve vod¢ a se sledovanym genem PER. Je vidét, ze
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exprese gentt GLX a PLD se zvySujicim se stresem klesala, naopak exprese genu PER

stoupala pfi zvySujicim se stresu.

Graf 4.2: Relativni exprese genu GLX. Jednotlivé sloupce vyjadiuji primérné hodnoty z rostlin pés-
tovanych ve stejnych podminkach, usecky pfedstavuji smérodatné odchylky vybérového souboru.
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Graf 4.3: Relativni exprese genu PER. Jednotlivé sloupce vyjadiuji pramérné hodnoty z rostlin pés-
tovanych ve stejnych podminkach, usecky pfedstavuji smérodatné odchylky vybérového souboru.
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Graf 4.4: Relativni exprese genu PLD. Jednotlivé sloupce vyjadiuji primérné hodnoty z rostlin pés-
tovanych ve stejnych podminkach, usecky pfedstavuji smérodatné odchylky vybérového souboru.
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5 Diskuse

Vysledkem mé prace bylo potvrzeni, ze jednotlivé odridy se chovaji odli$né v reakci
na sucho. Byl pozorovan rozdil jak mezi jednotlivymi odridami, tak také mezi jednot-
livymi urovnémi sucha. Podle mého pozorovani se k tolerantnéj$im odridam zaradila
napfiklad odrida Onyx. Tento vysledek jsem oCekavala, protoze Onyx patii mezi kva-
litni Ceské odridy. Také jsem oCekavala Spatny vysledek u kliCeni semen z rostlin stre-
sovanych suchem uz pii rustu. Tato semena nemé¢la témét Zadnou klicivost. Podle mé
se v tomto piipade jedna o moc vysoky stres, ktery semena nejsou schopna piekonat,
aby se mohla spravné vyvijet ve zdravé rostliny. Pfi sledovani relativni exprese vyti-
povanych gent jsem Cekala rozdilné vysledky, jelikoz u nékterych geni muze vlivem
sucha dochézet ke zvySeni exprese a u nekterych ke snizeni exprese v zavislosti na
jejich funkci. Podle o¢ekavani doslo pii zvySujicim se suchu ke zvySeni relativni ex-
prese genu 1-Cys peroxiredoxin-like. Vysledek tedy podpofil myslenku, ze se jedna
o gen, ktery ma ochrannou funkci za stresovych podminek. Naopak opacného vy-
sledku jsem dosahla u genu lactoylglutathione lyase GLX1-like, kde jsem také oceka-
vala zvySeni, protoze by mél opét spadat do kategorie genti zodpovédnych za obranné
reakce. Predpokladam proto, ze se muze jednat o gen, ktery je odlisné€ exprimovan u
raznych plodin.

Sucho je v sou€asné dob€ vyznamnym faktorem, ktery je zodpoveédny za snizeny
vynos plodin. Nejriznéjsi studie se proto snazi porozumét mechanismim odolnosti
rostlin viiéi suchu, aby se mohla zlepSovat produktivita plodin i ve stresovych podmin-
kach (Singh a Laxmi, 2015). Ve studii Kundratové et al. (2021) byly rostliny méaku pro
zjisténi vlivu sucha vystaveny v prvnich fazich kliceni také sedmidennimu stresu pro
provedeni nasledné transkriptomické a proteomické analyzy. V této studii byly sledo-
vany dvé odli§né odrady, které mély raznou klicivost pii pusobeni sucha. U odriady
Extaz, ktera byla urCena jako odolna odrida, byla primérna klic¢ivost 88 %. Naopak
odrada Prevalskij 133 definovana jako citliva na sucho méla primérnou kli¢ivost 12 %
(Kundratova et al., 2021). V mém ptipade jsem pii pozorovani rozdilné klic¢ivosti vli-
vem sucha nechala rostliny klicit také sedm dni. Rozdil byl ov§em v navozeni stresu
suchem, kdy jsem nepouzivala snizenou zalivku, ale ménila jsem osmoticky potencial
oSetfenim semen PEGem. Nemuzeme tedy pfesné porovnat uroven stresu. Pracovala
jsem také s odridou Prevalskij 133, ktera se ov§em v mém piipad€ v porovnani s ostat-

nimi odridami fadila k t€ém odolnéj§im. Odrida méla oproti ostatnim vyssi kli¢ivost
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pii zméné osmotického potencialu -0,6 mPa a jeji primérna klicivost pii pasobeni péti
urovni stresu byla 59 %. Vysledky bohuzel nemtzu porovnat s odridou Extaz, kterou
jsem neméla k dispozici.

Ve studii (Vallejo et al., 2010) provadéné na Arabidopsis thaliana byl k navozeni
podminek sucha pouzit také PEG. Vysledky kli¢eni byly podobné jako v mém pokusu
s makem. Pti oSetfeni vodou dosahovala kli¢ivost témet 100 % a pii vyssich urovnich
stresu méne nez 25 %. K nejvétsi variabilité v kli€eni mezi genotypy dochazelo pfi
zmeéné osmotického na -0,6 mPa (Vallejo et al., 2010). S timto zavérem se shoduji
1 vysledky mych pozorovani. Mak dosahoval nejvétsi kliCivosti pii oSetfeni vodou, se
zvySujici se urovni stresu suchem se klicivost snizovala. Nejvétsi variace v kliceni byla
pozorovana za podminek zmén osmotickych potencialii -0,5 mPa a -0,6 mPa. Podobné
vysledky vykazoval i experiment provedeny na rostlinach kukufice (Khodarahmpour,
2011). PEGem navozeny stres suchem mél negativni vliv na kli¢ivost u vsech pozoro-
vanych hybrida ve vSech trovnich sucha. Jednotlivé hybridy vSak i pfes to mezi sebou
vykazovaly vyznamné rozdily v kli¢ivosti pfi vysokych trovnich sucha (Khodarahm-
pour, 2011), coz opét koresponduje s vysledky mého pokusu provedeném na maku.
Pti zavazné&jsim suchu se objevovala vétsi variabilita mezi odridami.

Rychlost vzchazeni je dulezitym faktorem pro vybér vhodnych rostlin pro dalsi
Slechténi na rezistenci vici suchu. Rostliny schopné vzchazet rychleji maji vétsi Sanci
na preziti, protoze si mohou zabrat vice mista, tim padem maji vétSi moznost ptisunu
zivin a dostatek svétla. Lépe a rychleji tedy prospivaji a diky tomu maji i vétsi vynosy.
Tyto rychle vzchazejici genotypy je tedy zadouci vybirat pro dalsi Slechténi rostlin
vuci rezistenci (Khodarahmpour, 2011).

V druhé ¢asti mého experimentu jsem sledovala expresi tfi vybranych gend v re-
akci na stres suchem. Prvnim genem byl gen lactoylglutathione lyase GLX1-like
(GLX). Tento gen byl sledovan v ramci proteomické analyzy kli¢icich semen u ryze.
Zde dochazelo k jeho nahromadéni a byl zafazen do kategorie gend, které jsou zodpo-
védné za obranné reakce rostlin (Xu et al., 2008). Pti vystaveni rostlin maku suchu se
také ukazaly diferencialné exprimované proteiny spadajici do kategorie obrannych re-
akci, konkrétné odstrafiovani superoxidovych radikala (Kundratova et al., 2021). Po-
dobnych vysledkt bylo dosazeno i u semen Arabidopsis. Ta pii oSetfeni PEGem také
vykazovala zvySené transkripty gent souvisejicich s antioxidacni aktivitou (Maia et
al., 2011). Vzhledem k témto pfedchozim analyzam a znalostem jsem ve svém expe-

rimentu o¢ekavala podobné vysledky, tedy zvySenou expresi pii zvySujicim se stresu
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suchem. Vysledek byl ovSem v mém piipadé opacny. Exprese genu GLX s vyssi
urovni stresu klesala. Pti slabém stresu suchem byla jeho relativni exprese jen o trochu
mensi oproti kontrolnim rostlinam, naopak pfi zavaznéjsi urovni stresu klesla relativni
exprese témef 2,7nasobné.

Dalsim sledovanym genem byl v mém ptipadé gen phospholipase D alphal-like
(PLD). Jeho exprese je aktivovana pusobenim ABA. Fan et al. (1997) ve své studii
sledovali funkci tohoto genu na listech Arabidopsis. Byla zkoumana reakce na potla-
Ceni exprese PLDa u list oddélenych od rostlin. Listy oddélené od kontrolnich rostlin
zacCaly zloutnout uz za jeden den po oSetfeni ABA a po tfech dnech byly zluté témer
upln€. Naopak vétsina Casti listi s potlacenou PLDa byla po tfech dnech od oSetfeni
ABA stale zelena. Nez listy dosahly do stejného stavu jako kontrolni rostliny, ubéhlo
témer deset dni. Ukazalo se, ze u téchto genotypt dochazi k pomalejsi degradaci fos-
folipidt a tim pomalejSimu poskozovani membrany. Gen pro PLDa. tedy ptimo nepod-
poruje senescenci, ale je dalezitym hra¢em v draze podporujici senescenci prostied-
nictvim fytohormont (Fan et al., 1997). Jelikoz pfi podminkach sucha dochazi v rost-
linach k akumulaci ABA, muze tedy dochazet k expresi PLD. V pfipadé mého pokusu
na maku ovSem exprese tohoto genu se zvySujici se mirou sucha vyrazné klesala.
Oproti kontrolni rostling pfi nejvyssi zatézi suchem klesla relativni exprese genu PLD
o vice nez polovinu. Ve studii Distéfano et al. (2015) provedené s PLDS na Arabi-
dopsis bylo zjisténo, ze mutantni rostliny v tomto genu jsou oproti rostlinam divokého
typu tolerantnéjsi k silné urovni sucha. Po vystaveni silnému suchu byly kontrolni rost-
liny zcela zvadlé, zatimco mutantni rostliny pldd byly zelené (Distéfano et al., 2015).
Vysledky této studie mizeme dat do souvislosti se zavéry z mych pozorovani. V mém
experimentu byla pouzita odrida Onyx, ktera se fadi mezi odolnéjsi odridy maku. Aby
mohla pfezivat 1 vysoké urovné sucha, musi byt schopna se néjak adaptovat. Jednim
z mechanismt by mohla byt pravé snizena exprese genu PLD, diky ¢emuz dochazi
k pomalejsi degradaci fosfolipid a tim padem k pomalej§imu poskozeni membran.
Rostliny diky tomu tedy mohou tolerovat vyssi arovné sucha. Tento fakt podporuje
také pokus, ktery provedli Distéfano et al. (2015). V ramci tohoto pokusu nechali
v rostlinach Nicotiana benthamiana piechodné exprimovat gen z Arabidopsis At-
PLD6. Tyto transgenni rostliny exprimujici gen AtPLDG byly vystaveny suchu a uz po
Ctyfech dnech vykazovaly vyrazné znamky vadnuti. Autofi se také domnivaji, ze zvy-
Sena odolnost mutantnich fenotypt by mohla byt zptisobena zvySenou stabilitou mem-

brany a predpokladaji také dalsi PLD gen PLDal jako dalsi majici vliv na tvarovani
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membran a metabolismus lipidd (Distéfano et al., 2015). U kukufice navodilo oSetfeni
PEGem zvyseni PLD a vysledky naznacuji, ze PLD zde hraje dulezitou roli pfi zavi-
rani praduchi, coz je jedna z adaptivnich reakci na sucho (An et al., 2012).

Posledni mnou sledovany gen byl 1-Cys peroxiredoxin-like (PER). V ramci mého
pokusu se jedna o jediny gen, jehoz relativni exprese se zvySujici se urovni stresu stou-
pala. Pfi nejzavaznéjsi urovni sucha se relativni exprese zvysila 86krat oproti kontrol-
nim rostlinam. Pro zjisténi biologickych funkci tohoto genu byl ve studii provedené
Kim et al. (2011) klonovan v rostlinach ¢inského zeli a oznacen jako C1C-Prx. Uka-
zalo se, ze ma nizkou peroxidazovou aktivitu, ktera je ovSem dualezita za normalnich
podminek pro regulaci genové exprese spravného vyvoje a kliceni semen. Mize ale
také mit chaperonovou aktivitu, ktera je dulezita za stresovych podminek, kdy ma
ochranou funkci, jelikoz je schopna ochranit velké spektrum proteinti pred denaturaci
(Kim et al., 2011). Funkce genu byla zkoumana také na rostlinach Arabidopsis, kdy
byly vytvoteny rostliny, které nadmérn€ exprimovaly gen 1-Cys Prx PER1 z je€mene,
a zaroven také rostliny se snizenou expresi tohoto genu. Ukazalo se, ze za neptiznivych
podminek gen pfispiva k inhibici kliceni. Z vyzkumu také vyplynulo, ze neni pravdé-
podobné, Ze by gen piispival k udrzeni dormance (Haslekas et al., 2003). Gen byl také
identifikovan u rostliny Xerophyta viscosa, kde byl oznaCen jako XvPerl. Ukazalo se,
Ze se jedna o stresem indukovany gen, jelikoz pfi pasobeni abiotickych strest vCetné
sucha dochéazelo k vyraznému zvysSeni hladiny transkriptu tohoto genu. Jeho lokalizace
byla detekovana zejména v jadie bunék dehydratovanych listi, kde mize fungovat
jako ochrana nukleovych kyselin pfed pusobenim stresi (Mowla et al., 2002). Tyto
vysledky odpovidaji mym pozorovanim, kdy se zvySenou urovni sucha také dochazelo
ke zvySeni relativni exprese genu PER. Diky studii Lee et al. (2000) se také ukazalo,
ze gen 1 Cys-peroxiredoxin muze mit také antioxidacni aktivitu. Lee et al. (2000) vy-
tvorili transgenni rostliny tabaku, které nadmérné exprimovaly gen R1C-Prx z ryze.
Jasn€ se potvrdilo, ze transgenni rostliny mély zvysSenou odolnost viiéi oxidativnimu
stresu oproti divokym rostlinam. Divokeé rostliny totiz vykazovaly vazné léze na lis-
tech, zatimco transgenni rostliny meély poskozeny vyrazné mensi poCet listi. Také se
ukazalo, ze gen R1C-Prx nejspise nema vliv na dormanci (Lee et al., 2000).

Tyto viceméné jednoznacné vysledky, viditelné rozdily a zmény v relativnich ex-
presich genti mohou byt dany také tim, Ze jsem pracovala na odradé maku Onyx. Jedna

se totiz o kvalitni odridu maku (Papaver somniferum L.), ktera byla ocenéna Zlatym
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klasem. A&koli se jedna o pomémé novou odriidu, ktera byla v Ceské republice regis-
trovana v roce 2016, dosahuje skvélych vysledki. Ma vybornou odolnost vici polé-
hani, vysoky vynos a maly sklon k tvorbé otevienych tobolek, coz neni zadouci vlast-
nost (Proseeds, online). Navic z pozorovani v ramci mého experimentu vyplyva, ze

tato odrida ma vyznamny potencial i v odolnosti na sucho.

49



Zavér

V ramci této diplomové prace byla optimalizovana metoda pro laboratorni testovani
stresu sucha u maku. Pomoci ni poté byla testovana odriadova odlisnost v reakci na
stres suchem. Vytipovani vhodnych genotypu s vétsi odolnosti vii¢i suchu ma vyznam
pro dal§i vyzkum. Slechténi odolnych plodin bude piinosné zejména pro oblasti, ve
kterych jsou Casta obdobi sucha. Stres suchem se muze objevit v jakékoli fazi vyvoje
rostliny a podle rizné doby trvani a intenzity muze ovliviiovat produktivitu rostlin.
Jelikoz se jedna o aktualni téma, byl v posledni dobé ucinén velky pokrok v objevo-
vani novych gent souvisejicich se stresem ze sucha. V souladu s pfedchozimi studiemi
(Vallgjo et al., 2010) i mij experiment potvrzuje, Ze se zvySujici se urovni sucha, klesa
schopnost rostlin vyklicit.

Pokud je rostlina ovlivnéna pasobenim sucha a chce prezit, snazi se proti nému
né&jak branit. U vétsiny rostlin dochazi pfi pusobeni sucha k vyraznym fenotypovym
zménam. Dochazi vSak také ke zménam ve fyziologii a metabolismu. Na molekularni
urovni se jedna o pomeérné slozité reakce. Proto se v souCasné dobé ¢im dal Castéji
objevuji nejruzn€jsi studie (Kundratova et al., 2021) analyzujici proteomy a transkrip-
tomy pii pasobeni sucha. Dochazi k odhalovani nejriznéjsich gend a proteint, u kte-
rych dochézi k odlisné expresi za stresovych podminek. Ve své praci jsem se také za-
meéfila na zmeény nekterych gend v reakci na sucho. Ukazalo se, Ze pfi plisobeni zvy-
Sujici se urovné sucha muze dochazet bud’ ke zvyseni, nebo snizeni jejich relativni

exprese v zavislosti na jejich funkci.
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Seznam pouzitych zkratek

ABA - kyselina abscisova

APX - askorbat peroxidaza

DEG - diferencialné exprimované geny

DEP - diferencialné exprimované proteiny

GB - glycin betain

GLO - glykolat oxidaza

IWMI - International Water Management Institute

OA - osmoticka uprava (z anglického asmotic adjustement)

OSN - Organizace spojenych narodt

PEG - polyethylenglykol

PUFA - polynenasycené mastné kyseliny (z anglického polyunsaturated fatty acids)
QTL - lokusy kvantitativnich vlastnosti (z anglického quantitative trait loci)
ROS - reaktivni formy kysliku (z anglického reactive oxygen species)

RWC - relativni obsah vody (z anglického relative water content)




Piilohy

Priloha 1: Semena odrudy Onyx péstovana na Petriho miskach.

Priloha 2: Vykli¢ena semena po sedmi dnech kultivace.




