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1 UVOD

Celovegetacni sucho, stfidavé sucho a sucho doprovéazené nizkou a vysokou teplotou
Rostouci lidska populace zacina pocitovat nedostatek pitné a uzitkové vody a vody pro
primyslové potieby. Zasoby povrchové a podzemni vody se zmensSuji. Odhaduje se, ze asi
80 % vody, kterd je pro tyto Ucely potencialné dostupnd se spotiebuje na zavlazovani
zemédélskych plodin, jejichz produkce musi v budoucnu riist spolu s rostouci pocetnosti
lidstva (Morison et al., 2009) V soucasné dob¢ je ve svété vice jak 40 % potravin
produkovano ze zavlazovanych ploch. Z kongresi ESA (European Society Agronomy)
v Bologni v roce 2008 a v Montpellieru pofadaného v roce 2010 vyplynulo, ze v Evropské
unii je v oblasti Stiedozemniho mote vice jak 70 % vodnich zdroju vyuzito pro zavlahy a
pozadavky dale porostou, protoze trend vyvoje pocasi v této oblasti je alarmujici. Je to
postupny konstantni riist primérnych teplot a postupny pokles primérmych srazek v prubéhu
poslednich nékolika desitek let. V centralnim Spanélsku vznika poust. V jizni Evropé od
Recka po Portugalsko je patrny pokles podzemni vody, ubyva srazek a ty jsou navic
nerovnomérné rozdélené, primérna teplota v dobé vegetace stoupa, mnozstvi srazek klesa
(Blaha, 2011).

Na fadé tzemi Ceské republiky dochazi k poklesu hladiny spodni vody, na mnohych
mistech se spotfebuje vice vody, nezli se obnovi z pfirozenych zdroji (Blaha et Hnilicka
2008). V Ceské republice jsou zemé&délstvi a sektor vodniho hospodafstvi v souéasné dobé
velmi nachylné k suchu. Podle prace Potop et al. (2009) je uzemi Ceské republiky 28 % ¢asu
V mirném stresu suchem, 14,2 % casu ve stiednim stresu suchem, 10,4 % Casu ve vazném
suchu a 4,8 % ¢asu v extra suchu.

Vodni deficit je jednim z nejdilezitéjSich faktort, které limituji rast a nasledné vyvoj
rostlin ve spojitosti s jejich produktivitou (Malatrasi et al., 2002), piiCemz existuje
celosvétova snaha §lechtit odriidy kulturnich rostlin tolerantnich k ptsobeni abiotickych stresti
jako je sucho, chlad, vysoké teploty, nutrini nedostatky a salinita (Gaspar et al., 2002).
Odrudy kulturnich rostlin se v mnoha piipadech vyrazné 1isi svoji adaptabilitou. Adaptabilitu
je mozné charakterizovat jako schopnost ur¢it¢ho genotypu pozitivné reagovat na meénici se
agroekologické podminky (Chloupek et Hrstkova, 2005). Po vystaveni rostlin stresovym
podminkdm u nich dochézi k indukci celé fady biochemickych a fyziologickych zmén, které

smétfuji k vytvofeni ochrannych mechanismli zaméfenych na ucinné vyuzivani dostupné
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vody, pficemz nejodolnéjsi genotypy byvaji ty, které vykazuji toleranci na vice Urovnich
soucasn¢.

Adaptacni mechanismy zvysSujici odolnost rostlin vii¢i stresovym podminkam
vyvolanych suchem jsou zalozeny na ruznych morfologicko-fyziologicko-biochemickych
vlastnostech a faktorech jako jsou velikost kofenového systému, tloustka kutikuly nebo
velikost priuduchii, které se odrazi na molekularni Grovni v rizné expresi stresovych gent.
Odpoved rostlin vici stresu je regulovana vétSim poctem signdlnich drah, které aktivuji
transkripci a translaci gent. Rostliny obsahuji velké mnozstvi transkripénich faktora, které Ize
definovat jako jakékoli proteiny, které maji schopnost spoustét ¢i jinak regulovat transkripci
DNA, a tim nasledné ovliviiovat expresi genti. Kuptikladu genom Arabidopsis koduje vice

nez 1 500 transkrip¢nich faktort (Riechmann et al., 2000).

1.1 Rostliny a voda

Problematika vody je soucasné dob¢ jednim z nejdiskutovanéjSich témat jak na poli
védeckém, spolecenském tak 1 politickém. V podstaté nejde ani tak o celkové zasoby vody,
které jsou na nasi planeté prakticky nevycerpatelné, ale hlavné o distribuci vody v jednotivych
oblastech zemského povrchu a vramci vegetatniho obdobi jednotlivych druhii rostlin,
rostlinnych populaci, fytocen6z a ekosystémut. Svétova spotieba vody se kazdych 20 let
zdvojnésobuje, coZz je vic jak dvojnasobek v porovnanim s rustem lidské populace. Nové
zdroje vody jsou z hlediska jejiho ¢isténi stale vzacnéjsi a drazsi. Nelze se proto divit, Ze se
Vv soucasné dob¢ voda povazuje za modré zlato (blue gold) (Barlow et Clarke, 2002).

Tendence klimaticky zmén za poslednich sto rokii signalizuje staly pokles sumy
ro¢nich atmosférickych srazek a pokles ro¢nich primért relativni vlhkosti vzduchu. Soucasné
se zvySuji praimérné ro¢ni teploty vzduchu, ¢imz nartstaji evaporaéni pozadavky rostlin na
vodu. Obdobi sucha mezi atmosférickymi srazkami se prodluzuji, takze rostliny jsou Casto
vystaveny vodnimu deficitu. Takové nepfiznivé klimatické podminky prostfedi se nasledné
projevuji ve snizeni rychlosti rastu i niz8i produkci. Na postupné prodluZovani obdobi sucha,
pfi postupném poklesu zdsoby vyuzitelné pldni vody k bodu vadnuti, rostliny vétSinou
reaguji naruSenim poméru fotosyntézy a respirace, poklesem tvorby biomasy, poklesem
turgoru, vadnutim az odumiranim. Sucho jako pfirodni fenomén se svymi dasledky fadi mezi
pfirodni katastrofy. Podle udajii Evropské komise se za poslednich 30 let zvySila primérna
plocha uzemi EU postihnutych suchem ze 6 % na 18 %, za coz ekonomika EU zaplatila 100
miliard EUR (Cimo et al, 2008).
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Neexistuje zivotni proces, ktery by suchem nebyl postihnuty. Vzhledem k tomu, Ze u
homoiohydrickych rostlin se vodni deficit vyviji postupné, jednotlivé funkce jsou postizeny
v urcité relativné ustalené sekvenci. Prvotni odpovédi rostlin na vodni deficit je pokles
turgoru a zpomaleni prodluzovaciho rGstu. Velmi zahy nastupuji poruchy proteinového
metabolismu, ¢imz klesd mitotickd aktivita, pficemz S faze je postizend nejvice. DalSim
prohlubovanim vodniho deficitu je spusténa syntéza kyseliny abscisové, kterd jako
zprostiedkovatel informace o stresu indukuje zavirani praduchii, méni schéma alokace
asimilatd (upfednostiiuje rist kofent) a urychluje reprodukéni proces (Larcher, 2003).

Vseobecné rostliny reaguji na dlouhodoby vodni stres vicero aklimatizaénimi a
adaptacnimi mechanismy (Bresti¢ et OlSovskd, 2001), jako jsou omezeni ristu a velikost
listové plochy, zavirani priduchii a nasledné snizeni jejich vodivosti, osmotické ptizpiisobeni
bunck pletiv, stimulace starnuti a opad listii, zména disipace tepelné energie a energie zareni
z listli, vytvareni siln€j$i vrstvy vosku na povrchu listl, zvySeni transpira¢niho odporu,
rychlejsi rst kofentt do vétSich hloubek pudy, vytvareni kompenza¢nich kofenti, zména
poméru hmotnosti nadzemni a podzemni Ccasti rostliny, zvySena produkce rtiznych
chemickych latek (Slovakova et Mistrik, 2007).

Reakce rostlin na nedostatek vody v prostiedi do zna¢né miry zavisi na evoluéné
daném zpusobu hospodaieni s vodou. V této souvislosti rozliSuje Ferus (2011) dv¢ strategie:

1. homoiohydrismus, ktery charakterizuje snahu rostliny udrzet vysoky vodni potencial

pletiv 1 po dobu sucha (vyraz neni chépan doslova, nebot rostliny se stabilnim

obsahem vody neexistuji),

2. poikilohydrismus definovany jako neschopnost kontrolovat ztratu vody do okolniho

prostiedi.

VSechny druhy, se kterymi se setkavame v zemédélstvi, patii do prvni skupiny.
Prostfednictvim riiznych mechanism se snazi minimalizovat vykyvy obsahu vody ve svych
pletivech a zabezpecit relativné stabilni vodni bilanci. Masarovi¢ova et al. (2011) v této
souvislosti uvadi, ze v pfirozenych podminkach se na urovni porostu vyvinuli tii zakladni
Zivotni strategie, které rostlindm pomahaji ptezit v neptiznivych podminkach snizené zasoby
vody v pudé. Jedna se o:

1. predchézeni suchu (drought escape),

2. toleranci k suchu (drought tolerance),

3. vyhnuti se suchu (drought avoidance).
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Redukce ztrat vody uvedenymi mechanizmy se dosahuje hlavné v nadzemnich ¢astech
rostlin, které jsou v bezprostfednim kontaktu s atmosférou. Reakce rostlin zavisi na povaze
nedostatku vody, na zaklad¢ ¢ehoz je mozné je rozd¢lit na:

1. fyziologické reakce na kratkodobé zmény,

2. aklimatizaci na urcitou hladinu dostupné vody,

3. adaptaci na sucho.

Kratkodobé zmény na vodni stres se aktivuji za nékolik sekund po vystaveni rostlin stresu,
primarné jsou vazané na pruduchovou regulaci vodni pary, ¢imz se redukuje ztrata vody
transpiraci a maximalizuje se pfijem CO,. Na rozdil od aklimatizace (fenotypové, nikoli
geneticky determinované odolnosti rostlin) v ptipadé adaptace jde o dlouhodobou, geneticky

fixovanou adaptaci rostlin na sucho (Slovakova et Mistrik, 2007).

1.2 Morfogeneze rostlin jako diisledek sucha
Pti suchu klesa obsah vody v rostling, protoplasty bunék se smrst'uji a jejich turgor se

snizuje. Vzhledem k citlivosti prodluzovaciho rlstu na zménu vnitiniho tlaku, kratce po
zacatku dehydratace se zastavuje expanze listd a prodluzovani kofent (Tiaz et Zeiger, 2002).

Mensi listova plocha transpiruje mén¢ vody a v pudé se uchovava zasoba vody na
dalsi obdobi. Vodni stres vSak nelimituje jen velikost listl, ale i jejich pocet, protoze snizuje
pocet a rychlost riistu vrstev bunck riistového vrcholu. Inhibici ristu se nahromadéné
substraty stavaji ptistupné pro vyuziti ve stresové ekonomice rostlin (Neumann, 2008).
Stavaji se materidlovou bazi pro syntézu antioxidantil, jako jsou cukry, organické kyseliny,
aminokyseliny a kvartérni amoniové baze (Morgan, 1984).

Na druhé strané, prodluZovaci riist kofene je nizkym vodnim potencidlem pldy limitovany
jen mirné, a v tzv. distalni elongacni z6n¢ (2-3 mm od apexu) pokracuje bez zmény, coZ se
povazuje za vyznamnou adaptaci rostlin suchych stanovist. Udrzovani rdstu pfitom puisobi
spiS se zménou fyzikalné-chemickych vlastnosti bunéénych stén, jak se stabilizaci turgoru
(Wu et Cosgrove, 2000).

Rozhodujici tlohu ve zprostfedkovani informace o suchu a regulaci ristu nadzemni Casti
rostliny na zacatku pusobeni stresu mé kyselina abscisova, ktera stoji i za kratkodobou
stimulaci rastu hlavniho kofené (Davies et Bacon, 2003) a podle nedavnych vysledku se také
uplatituje i pfi jeho vétveni (Signora et al., 2001). Uvolnéni dormance lateralnich kotfent
zprostiedkované ABA spusti antiklindlni a asymetrické déleni bun¢k pericyklu, coz sméiuje
k formovani primordia, které se souCasnou aktivaci apikalniho meristému piertsta vrstvami

pokozkovych bunék do pidy, kde dospiva.
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V otazce kontroly morfogeneze vznikly tfi paralelni myslenkové proudy. Prvni z nich
zdaraziuje, ze morfogeneze je pod kontrolou gradientd signdlnich latek (morfogentl) na
urovni pletiva, organu a organismu. Tyto urCuji ristova specifika jednotlivych bunék.
Environmentalni stres zasahuje podle této teorie do distribuce morfogent a zpuisobuje zmény
v regulaci jejich rastu (Prusinkiewicz et Rolland-Lagan, 2006). Alternativou k této skole je
nazor, ze morfogeneze je vyhradné bunéénym procesem kontrolovanym rychlosti déleni
anebo expanzi individualnich bun¢k (Lindsey et Topping, 1998). Beemster et al., (2003) jsou
zastanci integrované vize morfogeneze s kontrolou na bunécné urovni jako 1 Urovni
organismu.

Pokud se vodni deficit jako i1 dalsi typy stresit vyvijeji relativné pomalu a maji tedy
chronicky prubéh, vykazuji rostliny vSeobecnou morfologickou reakci v podobé tzv. stresem
vyvolané morfogenni odpovédi (SIMR — stress-induced morphogenic response). SIMR dle
Feruse (2011) a Potterse et al. (2007) zahrnuje:

1. inhibici elongace bun¢k,
2. lokalizovanou stimulaci déleni bunék,
3. alternaci v diferencia¢nim stavu bunék.

V poslednim obdobi se vénuje zvysend pozornost Slechténi na suchovzdornost a toleranci
rostlin na sucho. Vybér genotypt s vyssim stupném suchovzdornosti je nejcastéji zalozeny na
parametrech zakladnich fyziologickych procest. Sleduji se naptiklad rozdily mezi genotypy
V porovnani stupiiii dehydratace pfi stejné dlouhém plsobeni sucha. V disledku akumulace a
redistribuce kyseliny abscisové v listech, ¢innosti priduchti, efektivni osmoregulaci a
udrZovani objemu bunéénych kompartmentt, zistava fotosyntéza relativné neporusena az do
stfednich trovni deficitu vody v listech. Pfi hodnoceni suchovzdornosti genotypu se také
vyuziva efektivnost vyuziti vody (WUE) — viz dalsi kapitoly. Velmi intenzivné se pracuje na
vyuzivani transgennich rostlin (GMO - genetically modified organism, LMO - living

modified organism, GEO — genetically engineered organism).

1.3 Sucho a jeho definovatelnost
Koznarova et Klabzuba, 2010 uvadéji, Ze definovat pojem ,,sucho* je ukol pomérné

slozity navzdory obecné predstave, ze se jednd o pojem se zcela jednoznacnym vykladem. V
odborné literatufe se lze setkat s pomérné rozsahlym a velmi rtiznorodym souborem definic,
které se snaz uvedeny jev popsat. Jako piiklad poslouzi definice uvedené v Meteorologickém
slovniku vykladovém a terminologickém: Sucho je velmi neurcity, avSak v meteorologie

Casto pouzivany pojem, znamenajici v zasad¢ nedostatek vody v pud¢, rostlindich nebo v



Studium proteinovych markeri suchovzdornosti jeémene pomoci souc¢asnych metod proteomiky

atmosféte. Jednotliva kritéria pro kvantitativni vymezeni neexistuji s ohledem na rozmanita
hlediska meteorologicka, hydrologicka, zemédélska, bioklimatologickd a celou fadu
zaméienych na Skody v raznych oblastech ndrodniho hospodaistvi. Sucho meteorologické je
nejcastéji definovano Casovymi a prostorovymi srazkovymi pomeéry, napt. vyskytem suchého
a vyprahlého obdobi. Kromé& mnozstvi a intenzity srazek vztazenych k srdzkovému normalu
pro dané misto a ro¢ni dobu, stanovili mnozi autofi rtizné definice v zavislosti na dalSich
meteorologickych prvcich, a to hlavné na vyparu, teplot€¢ vzduchu, rychlosti vétru, vlhkosti
vzduchu aj. Sucho agronomické vyjadiuje nedostatek vody v puade€ ovlivnény piedchozim
nebo jesté nadéle trvajicim vyskytem meteorologického sucha. Z dalSich vlivli maji znacny
vyznam vlastnosti pidy, uroven zemédélské techniky a celd fada dalSich faktord. Definice je
velmi obSirn€ diskutovanym problémem, ktery piedpokladd podrobné znalosti
Z hydrobiologie, rostlinné fyziologie, zemédélské ekonomiky atd. Sucho nahodilé je
nepravidelné se vyskytujici obdobi podnormalnich srazek, trvajici nékolik tydnl, mésict i
rokli. Ve vegetaénim obdobi byva srazkovy deficit doprovdzen casto i nadnormalnimi
teplotami, niz§i pomérnou vlhkosti vzduchu, zmensenou oblac¢nosti a vétsSim poctem hodin
slune¢niho svitu. Tyto meteorologické faktory maji pak za nésledek vétSi evapotranspiraci,
¢imz se nedostatek vody (vlahy) dale zvySuje. Sucho nahodilé je velmi nebezpecné prave
svym neocekavanym a nepravidelnym vyskytem. Ve stfedni Evropé vznika v dusledku
nadnormalné ¢etného vyskytu anticyklonélnich typt povétrnostnich situaci, pfi nichz se nad
evropskou pevninou casto uplatiuji blokujici anticyklony. Také intenzita srazek
vypadavajicich pfi relativné mensSim poctu predchazejicich atmosférickych front je
Vv oblastech anticyklon podstatné zeslabovana. Pfi¢iny téchto dlouhodob¢jSich povétrnostnich
anomalii nebyly dosud uspokojivé objasnény, a proto je velice obtizné tato nahodila sucha
predpovidat.

Kvantitativni vymezeni stupné abnormality daného sucha pomoci riznych
klimatologickych indext a jeho srovnani s pfedchazejicimi piipady se pravdépodobné nikdy
objektivné nepodafi zajistit pro slozitost vzajemného pilsobeni meteorologickych,
hydropedologickych, agrotechnickych a dalSich faktord. Navic je z praxe zndmo, ze ,,stejné*
sucho na pocatku vegetace je mnohem Skodliv§jsi nez vyskyt téhoZ suchého obdobi
V pozdnim 1éte. Efekt sucha neni odvisly pouze od jeho pribehu, intensity, postizené oblasti a
na druhé stran¢ zasobenosti této oblasti vodou, ale také na stupni ekonomické rozvinutosti
dané¢ zem¢. Z tohoto diivodu mohou byt nésledky stejné¢ intenzivniho sucha rGzné

Vv rozdilnych regionech (Potop et al., 2009).
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Kvantitativni popis sucha jako agrometeorologického jevu je velice slozité a pfii
pouzivani popisnych charakteristik je nutno mit na pameéti, Zze sucho je komplexni jev, u
kterého se neda v podstaté objektivné urcit pocatek ani jeho intenzita.

Rozhodujicim kritériem hodnoceni nedostatku atmosférickych srazek pro rozvoj urcité

rostliny nebo spolecenstva rostlin je zpravidla hranice sucha, které definovali rlizni autofi
odlisné. Podle Pencka je to hranice mezi oblasti humidni a aridni. Lang ji urcil podle Langova
destového faktoru (primérny uthrn srdzek a ro¢ni teplota vzduchu), Georg pomoci rovnice
vyjadiujici ro¢ni Ghrn srazek a primérnou teplotou vzduchu. Podle hydrotermického
koeficientu Seljaninova HTK, je to tehdy, kdyz thrn srazek je shodny s mnozstvim odpaiené
vody. Minat ji vymezil kladnou vldhovou jistotou, ktera charakterizuje vlahové poméry mista.
Ukazatel sucha podle de Martona zahrnuje primérny ro¢ni Ghrn sraZzek v mm, primérnou
ro¢ni teplotu vzduchu, pocet dni se srazZkami v daném misté a primérny pocet srazkovych dni
v okolnich lokalitach. Rovnici zlepsil Reichel do podoby vhodné pro stfedni Evropu, kde
pramérny pocet srazkovych dnii ve stfedni Evropé je 180. Budyko navrhl pouzit index sucha
uréeny z poméru celkové radiacni bilance a mnozstvi tepla potiebného k vypareni srazek.
V roce 1968 vznikl Palmertim index suchosti (Palmer Drought Severity Index — PDSI), ktery
je vhodny ke klasifikaci vodniho rezimu pudy, specidlné pro pouziti pro delsi obdobi jako rok
nebo dlouhodoby primér (nehodi se pro denni, nékdy ani pro mésicni udaje). Je zalozen na
hodnoceni rozdilu mezi redlnymi thrny srazek a srdZkami potfebnymi pro evapotranspiraci a
je vhodny k posuzovani déletrvajiciho obdobi sucha nebo destivého pocasi.

Ponékud odlisny index sucha — Si vychazi z kombinace srazek, teploty vzduchu a
vlhkosti pidy, kdy umoziuje charakterizovat zeméd¢lské sucho nebo v jednodussim piipadé
— bez pudni vlhkosti — meteorologické sucho. Podle Potop et al. (2009) v sobé tento index
integruje vyhody oproti PDSI indexu, nebot’ je jednodussi pro vypocet, neobsahuje konstanty
a miZe byt spocitan pro jakoukoli ¢asovou periodu a misto, které nas zajima. Nevyhodou je
naopak jeho zavislost na dostupnosti a kvalit¢ dlouhé fady dat vlhkosti pidy a nedostatecny
pocet pozorovacich stanic. Si index povazuje Potop et al. (2009) za nejvhodnéjsi index pro
méfeni agronomického sucha v Ceské republice, nebot’ v sob& zahrnuje nejen srazkova data,
ale také teplotni udaje a je proto vhodny pro determinaci suchych epizod. Tato prace dale
uvadi, ze dle modelu zalozeného na vypoctech indexu sucha Si, respektive jeho modifikaci Si-
m (meteorologického ¢i atmosférického sucha), 1ze z vice nez 45 % vysvétlit variabilitu
vynosu obilnin pii suchu. Vysledek vicenasobné regresni analyzy ukézal, Ze sucho bylo
pti¢inou velké neurody obilnin v Ceské republice v letech 1964, 1976, 2000, 2002, 2003 a
2006.
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Problematiku sucha lze fesit i pomoci indexi pouzivanych pro hodnoceni pfili§
vlhkych podminek, resp. nadbytku srazek, kdy pojem ,,vlaha* (obdobné jako termin sucho)
predstavuje v meteorologii neurcity pojem, jimz se zpravidla rozumi vlhkostni poméry v pudé
a nekdy 1 spadlé atmosférické srazky. Ve vztahu k zeméd€lstvi se Casto hovoii o nadbytku
nebo nedostatku vlahy, ktery ma uzky vztah k zavlaham a zavlazovani (vlahovy deficit,
vlahové podminky, vlahova bilance). V zemédélské meteorologii se zpravidla pouziva pojem
produktivni vldha vyjadfujici ptdni vldhu vyuzitelnou rostlinami. Také pro hodnoceni
vlahovych poméru se pouziva fada indext. Napiiklad ukazatel zavlazeni neboli koeficient
zavlazeni K vyjadfujici bilanci ptdni vody v méfitelnych jednotkdch. Tento ukazatel
zavlazeni (vypocteny za obdobi od ¢ervna do srpna) se pouzival v agroklimatické rajonizaci
Ceskoslovenska zpracované vroce 1975 jako hlavni kritérium vlahovych podminek.
Zakladem stanoveni je potencialni vypar a hrn sraZek za urcité obdobi. Water Satisfaction
Index — WSI definovali Frere a Popov specialné pro studia zajisténi minimalni potteby vody
rostlinami pro dosazeni urcit¢ého vynosu. Pro hodnoceni potencialni zemédélské produkce
jako vhodny mezi¢lanek mezi ,,suchem a ptebytkem vody* a ,,socioekonomickym dopadem*

doporucili Gomes a Petrasi Rain Anomaly Index — RAI (Koznarova et Klabzuba, 2010).

1.4 Proteomické kompendium
Slovo proteom (proteome; protein complement of the genome) pouzil poprvé

australsky doktorand Mark Wilkins v roce 1994 na konferenci v Siené (Kovafova, 2005)
k vyjadieni proteinového ekvivalentu genomu (Collinsova et Jiracek, 2004). Proteomika se
zabyva systematickou analyzou proteint z hlediska jejich identity a mnozstvi (Chmelik, 2005)
za jasn¢ definovanych podminek. Rozsifime-li tuto definici, nejednd jen o identifikaci vSech
proteint, ale 1 0 objasnéni jejich struktury, lokalizace, role a dynamiky v ramci buiiky, tkané a
organismu.

Termin ,,genom* je soubor genetick¢ informace ulozené v nukleovych kyselinach
konkrétniho organismu a pfedstavuje relativné konstantni celek k zajisténi bunééné dédi¢nosti
a zaroven determinuje strukturu i funkéni projevy buiky. Analogicky ,,proteom* zahrnuje
vSechny bilkoviny (proteiny), které tvofi prevazujici soucast bunéénych struktur a vykonavaji
prakticky vSechny bunécné funkce, tj. prevadéji a zpracovavaji biologickou informaci,
uskutecnuji vymeénu latek a energie (metabolismus) (Kovarova, 2005). Mizeme tedy fici, Ze
geneticka informace je v organismu vyjadiena ve form¢ proteini a jsou tedy skute¢nymi
funkénimi molekulami. Proteom je oproti genomu povazovan za velice dynamicky celek,

ktery odrazi zmény organismu a okoli. Proteiny jsou tedy stale pozménovany.
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poc¢tu gend vznika daleko vétsi mnozstvi proteintl. Z desitek tisice genli mohou vzniknout
stovky tisic proteini a to hlavné diky alternativnimu sestiihu mRNA, preferencni a
alternativni translaci, posttransla¢nim modifikacim (napt. fosforylace, glykosylace, sulfonace,
ubiquitinace, aj.) a nejriznéjsSim interakcim proteinti spojujicich se do vétsich molekularnich
celku. Pro zajisténi aktivity a funkce proteint jsou dualezité nejen jejich modifikace, ale i
jejich lokalizace v ramci buiky. Navic se proteom v ur¢itém ¢asovém okamziku (tj. proteom
v uzsim slova smyslu) vyrazn¢ 1i$i v riznych ¢astech rostlin, v riznych fazich vyvoje a za
riznych podminek prostiedi. Proteom tak odrazi aktualni metabolicky stav dané ¢asti rostliny
a tim umoznuje 1épe zkoumat konkrétni mechanismy odpoveédné za preziti a rezistenci rostlin
vici stresim (Vitamvas et al., 2007) a hloubgji tak proniknout do podstaty fungovani Zivych
organismu. Proteomika se zaméfuje na genové produkty, a proto mohou byt zjistény i
modifikace proteind, které nejsou ziejmé ze sekvence nukleotidi DNA (isoformy,
posttranlaéni modifikace atd.) (Collinsova et Jiracek, 2004). Navic mezi hladinou DNA,
mRNA a proteinli zpravidla neni vzajemna korelace, coz ukazuje na specificnost proteomu
jako dtlezitého meziclanku mezi genomem a fenotypovym projevem (znakem). Proteom
predstavuje klicové propojeni mezi transkriptomem a metabolomem. Spole¢né tak tyto
ptistupy funkéni genomiky rostlin umoznuji detailni a zaroven komplexni pohled na
biochemické procesy, nebot’ poskytuji informace o aktualnich proteinech s enzymatickou,
regulacni a strukturni funkci, které maji zasadni roli v metabolismu rostlin pfi adaptaci na
ménici se podminky prostiedi.

Studium odezvy rostlin na stres na proteinové urovni je dulezité v fadé ohledd —
proteiny jsou hlavnimi efektory fady fyziologickych procesi v bunice, maji rozhodujici vliv
jak na slozeni metabolomu (proteinové enzymy jako katalyzatory metabolickych procest), tak
1 jakozto slozky transkripéniho a translaéniho aparatu (transkripéni faktory, soucést
spliceosomu — sestiihového aparatu regulujiciho tvorbu zralych mRNA, soucast ribosomu a
transla¢niho aparatu regulujiciho proteosyntézu) maji zasadni vliv na slozeni transkriptomu i

proteomu samotného (Kosova et al., 2011a).
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Obrazek ¢. 1: Faktory ovliviiujici proteom
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I Vyvojové stadium a fyziologicky

Typickéd rostlinna bunka obsahuje od 5 tis. do 10 tis. riznych polypeptidovych

stav rostliny

sekvenci a miliardy individualnich proteinovych molekul. Jestlize ma takova buiika pracovat
a fungovat, musi tyto proteiny spravné syntetizovat, sbalovat, lokalizovat do metabolickych
kompartmentti, cytoplasmatickych struktur a membranovych systémil a v neposledni fad¢ je

také degradovat.

1.5 Proteosyntéza proteinu
Proteiny pfedstavuji velkou ¢ast obsahu rostlinnych bun€k a odpovidaji za rozlicné

bunééné funkce. Neni proto piekvapujici, ze syntéza proteinli tzv. proteosyntéza, Ccili
translace, ma centralni postaveni v tak vyznamnych fyziologicko-biochemicko-genetickych
procesech jako je buné¢ny rist, diferenciace ¢i reprodukce. Syntéze proteinti piedchazi
transkripce  neboli piepis nukleotidové sekvence nesené vldknem DNA do
polynukleotidového fetézce mediatorové RNA, znamé jaké mRNA (messenger RNA).
Translace predstavuje mechanismus, kterym specializované riboproteinové komplexy ,,ctou
informace obsazené v sekvenci mRNA a piekladaji je do korespondujici sekvence
aminokyselin, které jsou mezi sebou spojeny peptidovou vazbou. Cela fada proteini musi byt
dale sestavena do vyssich supramolekularnich komplexi, které se nazyvaji kvartérni struktury
(fotosyntetické komplexy piredstavuji pravé takové multisubjednotkové struktury). Aby buiika
spravné fungovala, musi regulovat syntézu bilkovin na jedné strané a jejich odbourdvani na
strané druhé, to vSe na zékladé vnitinich ¢i vnéjSich signala regulovanych fadou specifickych

proteind.
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Proteiny se v rostlinach syntetizuji ve tfech subcelularnich kompartmentech. Jsou to
cytoplasma a semiautonomni organely plastidy a mitochondrie, které nesou mimojadernou
genetickou informaci. Kazdy tento bunécény oddil vlastni svlij odlisny proteosynteticky aparat.
Proteiny syntetizované v cytoplasmé predstavuji asi 75 % vSech bunéénych bilkovinnych
individui. Tyto bilkoviny jsou translatovany podle mRNA, kterd je transkribovana
z jaderného genomu. U fotosynteticky aktivnich bun¢k je zhruba 20 % vsech bunéénych
bilkovinnych molekul syntetizovano v chloroplastech, kde mRNA templat je transkribovan
podle chloroplastové cpDNA matrice. Jedna se tedy o obrovské mnoZzstvi kopii ve srovnani
s faktem, ze cpDNA koduje jen od 50 do 100 proteint, tRNA a rRNA (Sharma et Dubey,
2010). Naproti tomu proteiny syntetizované podle chondriomalni mtDNA (mitochondrialni
DNA) ptedstavuji jen velmi malou ¢ast celkového proteomu buriky, zhruba od 2 do 5 %
(Spremulli, 2000).

Syntéza bilkovin probihd na specializovanych makromolekularnich komplexech
znamych jako ribozomy, které se skladaji z proteinti a ribozomalni RNA (rRNA). Jak uz bylo
zminéno, syntéza bilkovin probiha v rostlinné butice na tfech mistech a neni proto ptekvapeni,
Ze buiiky obsahuji 1 tfi rizné typy ribozomt (cytoplasmatické, plastidové a mitochondridlni),
skladajici se z malych a velkych podjednotek, které spolu reverzibiln¢ asociuji a disociuji.

Nasledujici detailni popis proteosyntézy bilkovin u rostlin je kompilacnim ptehledem
tohoto nesmirné komplikovaného a komplexniho dé&je. Jako hlavni zdroje informaci byly
pouzity nasledujici literarni prameny: Alberts et al. (1998); Bray et al. (2000); Horak et
Staszkova (2002); Kodi¢ek (2007); Lam (1997); Raikhel et Chrispeels (2000), Rosypal et al.
(2001); Sharma et Dubey (2010); Snustad et Simmons (2009); Spremulli (2000). V téchto
publikacich je mozné nalézt i doprovodna obrazova schémata, kterd napomohou ctenafi

pochopit pribéh popisovanych procest.

1.5.1 Iniciace translace
Jako mnoho dalSich polymerizacnich reakci, 1 syntéza bilkovin je tfistupfiovym

procesem, zahrnujici faze iniciace, elongace a terminace.
Iniciace proteosyntézy v cytosolu je komplexni udalost, ktera vyzaduje skupinu
(elFs), které jsou rozdéleny do Sesti tfid podle roli, kterou vykonavaji v iniciaci translace.
Iniciace proteosyntézy je zapocata tzv. terndrnim komplexem, ktery se sklada z

faktoru elF2, hrajici Glohu pii (na) GTP dependentnim rozpozndvani Met-tRNA a vymeéné

..........
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uvniti peptidového fetézce je methionin pfenasen jinou tRNA) v pfitomnosti zdroje energie
GTP (guanosintrifosfat). Jakmile je ternarni komplex zformovéan, vaze volné malé
vazat Met-tRNA k 40S podjednotce) a elF1A, které se podileji na utvareni komplexu. Tento
komplex (mald podjednotka navdzana na ternarni komplex) dale interaguje s ¢epickovou
strukturou na 5 konci mRNA. Cepi¢ka piedstavuje atypicky nukleotid 7-metylguanosin,
pfipojeny na 5° konec mRNA trifosfatovym miistkem a slouzi jako rozpoznavaci misto pro
elF4B, eIF4E a elF4G), které tuto Cepicku na mRNA rozpoznavaji, usnadiuji interakci s
40S podjednotkou na mRNA a rozvijeji sekundarni strukturu mRNA. Malé podjednotka poté
a od kterého zacina byt mMRNA ¢tena. Tento proces je oznaCovan jako skenovani, nebot
40S podjednotka s navazanou Met-tRNA migruje od ¢epicky na 5” konci smérem ke 3" konci
mRNA a hleda start kodon AUG. Proces skenovani vyzaduje energii, kterd se uvoliuje
5" konci molekuly mRNA, i kdyz u¢innost s jakou se dany kodon AUG pro iniciaci translace
vyuziva, zéavisi na pfiléhajici nukleotidové sekvenci. Purin (A ¢i G) umistény tii baze proti

sméru translace od start kodonu AUG a G, ktery za nim bezprostiedné nésleduje, jsou

vvvvvv

.....

v mensi mife. Tyto pozadavky na sekvenci se oznacuji jako pravidla Kozakové, podle
Marilyn Kozakové, ktera je navrhla jako prvni. V dalsim kroku je velka podjednotka
60S ribozomu pfipojena k malé podjednotce, ktera ,,drzi“ mRNA a Met-tRNA ve spravné
orientaci. Béhem této faze je GTP hydrolyzovano a elF2 uvolnén jako komplex elF2:GDP (v

Mechanismus biosyntézy proteinti v cytoplasmé se jevi u rostlin a ostatnich
eukaryotnich organismti velmi podobny. Jednim z rozdild se zda byt piitomnost dvou riznych
elF4F faktort (tfida elF4), které se podileji na rozpoznavani 5 cepicky pred interakci mRNA
jsou rozliSovany jako elF4F a elF(iso)4F. Zda se, ze elF(iso)4F je schopen interagovat
S cytoskeletem a zaroven miize napomahat pii lokalizaci translace urcitych mMRNA na
specifickd mista bunky, nebot” podstatna ¢ast syntézy bilkovin se pravdépodobné odviji

Vv definovanych ¢astech cytoplasmy, kde mRNA a ribozomy interaguji s cytoskeletarnimi
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elementy. Tato asociace mlize mit za nasledek pfemisténi a lokalizaci specifickych mRNA do
uréitych mist v buice béhem diference a vyvoje.

Iniciace biosyntézy bilkovin je pfesn¢ regulovana jako odpovéd’ na celou fadu
environmentalnich a fyziologickych zmén. Stresy jako anaerobiosa, teplotni Sok nebo virové
infekce snizuji cytoplasmatickou syntézu proteinl. V savéich, kvasinkovych a s nejvétsi
pravdépodobnosti 1 v rostlinnych buiikach je iniciace proteosyntézy regulovana v nékolika
zminéno vyse, uvolnovan pii iniciaci jako elF2:GDP komplex. Pokud se ma tento faktor
ucastnit dalsi iniciace, je nutnd jeho regenerace, kterd spociva ve vyméné¢ GDP za GTP. Tato
nukleotidovd vyména je dilezitym regulacnim krokem v translaci. Faktor elF2 vaze GDP a
K jeho vyméné za GTP, uskute¢néné vyménnou guanin nukleotidovou reakci, je nezbytny
dalsi pomocny proteinovy faktor eIF2B. Jestlize k této vyméné GDP za GTP nedojde, elF2
neni regenerovan a nemize nasledn¢ dochazet k iniciaci translace a syntéza proteinl je poté
brzy zastavena. Zda se, ze buiky reguluji vyménu nukleotidd a tim naslednou dostupnost
elF2B:elF2 komplexu zamezenim disociace tohoto komplexu fosforylaci elF2 faktoru protein
kindzou, ¢imz je zabranéno disociaci elF2 od elF2B a proto je redukovano mnoZstvi
dostupného elF2 pro iniciaci proteosyntézy. Neni dosud pfesné znamo, zda je fosforylace
elF2 kli¢ovou udalosti pfi regulaci iniciace translace u rostlin, tento model je vSak uplatiiovan
u savcu a kvasinek. Nékteré diikkazy ovSem nasvédcuji o funkéni podobnosti tohoto systému.
Sekvence ESTs (expressed sequence tags) ziskané zryZe a husenicku naznaluji, Ze tyto
rostliny obsahuji ve svych genomech sav¢i a kvasinkové homology subjednotek elF2B. Navic
byla u rostlin potvrzena pfitomnost proteinovych kinaz fosforylujicich elF2.

Rostliny trpici deficitem kysliku, tzv. hypoxii, jako disledku zaplaveni, reaguji na
tento stres zménou Kkvality a kvantity transkripce a translace a biosyntéza cytoplasmatickych
proteind je poté znacné redukovana sniZenim pomeéru iniciace translace. Ackoli neni pfesné

znam podrobny mechanismus této regulace, zdd se, ze dulezitym faktorem mize byt

.....

rrrrrrr

oxidativni fosforylace poskytovat buiice dostatek energie, a proto u ni zacne dominovat
fermentacni metabolismus. Jako duasledek je snizena hladina syntézy vétSiny béznych
metabolickych bilkovin, zatimco syntéza enzymt glykolyzy a etanolového kvaseni je zvySena
(proto je typické, Ze v ranych fazich anaerobiosy je acidifikovan cytosol syntézou laktatu).

Nacasovani el4FA fosforylace ptiblizné koresponduje s poklesem intracelularniho pH. Toto
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snizeni pH muize slouzit jako druhy posel regulace aktivity proteinovych kindz a fosfataz,

které determinuji fosforylaci eIF4A.

1.5.2 Elongace proteinového retézce
Elongace neboli prodluzovani peptidového fetézce je zalozeno na postupném

pridavani aminokyselin a tvorbé peptidové vazby mezi nimi. K tomuto procesu je zapotiebi
funk¢ni ribozom (80S), na jehoZ povrchu jsou tii dilezita mista — P, A a E. V prvnim kroku
elongace translace je v P misté (peptidyl-tRNA vazajici misto) rostouci polypeptidovy fetézec
kovalentné piipoutan k tRNA. V tuto chvili je A misto (aminoacyl-tRNA vazajici misto)
prazdné a je uvolnéné ke Cteni dalSiho kodonu na mRNA, zatimco E misto (exitové misto) je
obsazeno tRNA z ptedeslého cyklu, ktera uvoliiuje nesenou aminokyselinu jesté pied tim, nez
opusti ribozom. V dal$im kroku elongace pfistupuje do A mista ribozomu piislusna aa-tRNA
(aminoacyl-tRNA), ktera vytvaii spolu s elonga¢nim faktorem eEF1 a s GTP ternarni
komplex, ktery napomaha vazbé aa-tRNA do A mista funkéniho ribozomu. GTP je nezbytny
praveé pro vazbu aminoacyl tRNA do mista A, ale nedochazi k jeho Stépeni, dokud nedojde
k vytvoteni peptidové vazby. Nasledné enzym peptidyltransferasa katalyzuje na tkor energie
uvolnéné hydrolyzou esterové vazby aa-tRNA vznik peptidové vazby mezi peptidovym
fetézcem a novou aminokyselinou. Aktivita tohoto klicového enzymu je soustfedéna spise do
molekuly 23S rRNA 50S podjednotky ribozomu a nové vyzkumy ukazuji, ze vtomto
katalytickém kroku hraji tedy vyznamnou tlohu rRNA jako ribozymy. Po rozstépeni GTP se
eEF1:GDP z ribozomu uvolni. Vysledkem tohoto kroku tedy je, ze pravé syntetizujici se
(nascentni) polypeptid je prodlouzen o jeden aminokyselinovy zbytek a je vazan na tRNA v A
misté, zatimco tRNA v P misté v tomto Case nevaze Zadnou aminokyselinu, hovofime o tzv.
deacylované tRNA. Déle je cely komplex translokovan (katalyzovano enzymem
peptidyltransferasou), coz zahrnuje pfesun deacylované tRNA z P do E mista, peptidyl-tRNA
V A misté je pfesunuta do P mista a ribozom je posunut relativné K mRNA piesné o tfi
nukleotidy a tim se dal§i kodon mRNA dostane do pozice schopné ¢teni novou molekulou aa-
tRNA, ktera vstoupi na uvolnéné A misto. Ribozom b&hem translokace prochazi
konforma¢nimi zménami, a proto se mize pohybovat po molekule mMRNA. Energie pro pohyb
ribozomu vznikd hydrolyzou GTP. Posun o méné nebo vice nez tii nukleotidy by zptisobil
posun ¢teciho ramce, ktery je definovan jako sled nukleotidovych tripleti, které jsou postupné
umistovany do mista A ribozomu béhem translace mRNA a pravdépodobné by tato zména
vyustila v syntézu inaktivniho proteinu. Cely vySe popsany proces trva méné nez 0,05

vtefiny.
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Na jedné mRNA miZze byt pfipojeno mnoho ribozomt a dochazi tak k simultanni
translaci mRNA. Tento proteiny syntetizujici komplex se nazyva polyzom. Zda se, ze
mnozstvi polyzomti je v rostlinach pii stresu suchem snizovano tim vice, ¢im je sucho
intenzivnéj$i. Rostlinné druhy, které mohou za sucha ptezit, vykazuji vyssi schopnost

produkce polyzomi ve svych pletivech.

1.5.3 Terminace translace
Elongace polypeptidového fetézce je ukoncena ve chvili, kdy je v misté A rozpoznan

jeden ze tfi terminacnich neboli stop kodonli nazyvanych amber (UAG), ochre (UAA) a opal
(UGA). Komplex specifickych rozpustnych proteinti znamych jako uvolnovaci faktory eRF1
a eRF3 se za ucasti GTP vazou na stop kodon v misté¢ A. Ve stejny Cas, 1 kdyz to neni dosud
jasné potvrzeno, dochazi k uvolnéni deacylované tRNA v E misté. Funkci uvoliiovaciho
faktoru je vnést do P mista vodu, kterou vaze ve své struktuie a tim dochazi k hydrolyze
esterové vazby mezi vznikajicim polypeptidovym fetézcem a posledni tRNA. Tato reakce je
katalyzovana peptidyltransferasou umisténou na ribozomu. Nakonec je funkéni ribozom
disociovan od mRNA, podjednotky se od sebe odd¢li a mohou participovat v dalsich cyklech

translace.

1.6 Biosyntéza proteini v chloroplastech jako specifikum rostlin
Chloroplasty jakozto semiautonomni organely obsahuji nezavislou genetickou

informaci v podob¢ kruhové cpDNA, ktera koduje od 50 do 100 proteinti a tRNA a rRNA.
Cela tada proteini kodovanych cpDNA funguje v oligomernich proteinovych komplexech
spolu s proteiny kodovanymi jadernou DNA. Prikladem mutze byt pravdépodobné
nejrozsifenéjsi protein na planeté ribuloza-1,5bisfosfat karboxylasa/oxygenasa (Rubisco),
ktery je slozen z 16 proteinovych subjednotek — 8 kopii malych podjednotek (SSU) a 8 kopii
velkych podjednotek (LSU). Gen rbcS, ktery koduje SSU je kodovan nuklearni DNA,
zatimco gen rbcL kodujici LSU je nesen cpDNA. Pro syntézu tohoto enzymu je tedy nezbytna
exprese obou téchto genomi a koordinace tii kompartmentti — jadra, cytosolu a chloroplastu,
pricemz ribozomy, mRNA a auxilarni faktory jsou pro kazdy kompartment specificke.

Diky endosymbiotickému plvodu sdili plastidy mnoho podobnosti s translaci u
bakterii. Inicia¢ni tRNA je proto v ptipadé chloroplastii N-formylovany methionin (N-formyl
je pridavan formyltransferasou) a byva casto posttranslacné odStépen. Pravdépodobné

nejvyznamnéjsi rozdil mezi translaénim systémem v cytosolu a v chloroplastech tkvi

.....
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transkribovana jako polycistronickdh mRNA, ktera obsahuje nékolik ctecich ramci.
V bakterialnich systémech se 16S rRNA, ktera je soucasti malé 30S podjednotky ribozomu
vyhledavajici inicia¢ni kodon, mlze parovat s bazemi na kratkém useku mRNA umisténém
Dalgarnova polypurinova sekvence (AGGAGG) se vaze vodikovymi mustky na
komplementarni polypyrimidinovou sekvenci blizko 3" konce 16S rRNA malé podjednotky
struktura mRNA plni dtlezitou ulohu v determinaci efektivnosti iniciace translace.

Zda se, ze chloroplastovou mRNA rostlin Ize pravdépodobné rozdélit podle vzoru
organismu Euglena gracilis (krasnooc¢ko $tihl¢), které je modelovym organismem
ribozomy v chloroplastech, na dvé skupiny. Prvni skupina mRNA neobsahuje Zadné
konzervované signalni sekvence na 5” konci netranslatovaného regionu mRNA, tzv. 5" UTR
(s 5" UTR sekvenci mohou zifejmé interagovat nékteré jaderné proteiny, které mohou pusobit
jako regulatory translace chloroplastovych proteintll). Start translace u prvniho typu mRNA je
sekundarn¢ strukturovaném) useku mRNA a také v tomto piipad¢ neni pifitomna Shine-
Dalgarnova sekvence. U druhého typu chloroplastové mRNA je Shine-Dalgarnova sekvence
pfitomna, a to pfed start kodonem, ktery je umistén v regionu siln¢ sekundarné strukturované

MRNA.

1.7 Degradace proteint a odpovéd’ rostliny na stresy
Odbouravani proteinit je neustadly proces, kterym bunika odstrafiuje poSkozené

proteiny, recykluje aminokyseliny a reguluje aktivitu proteinti, které jiZ nepotiebuje.
Abnormalni proteiny vznikaji v bunikach jako vysledek mutace, chyb v proteosyntéze nebo
nasledného skladani bilkovin, spontanni denaturace, chorob, stresu ¢i oxidacniho poskozeni.
Pokud by tyto chybné proteiny nebyly buitkou odstranény, hrozilo by realné nebezpeci jejiho
poskozeni v disledku utvafeni velkych nerozpustnych agregati téchto bilkovin. Neméné
dulezitou roli degradace bilkovin je umoznéni akumulace subjednotek oligomerickych
proteinovych komplexti ve spravnych stechiometrickych pomérech a udrzovani vhodného
vztahu mezi enzymy a jejich kofaktory.

Proteolyza bilkovin také zajisStuje aminokyseliny nezbytné pro udrzeni homeostaze a

pro rust buiiky a celé rostliny. Ptiblizné polovina vSech proteint v rostling je nahrazena kazdy

18



Studium proteinovych markeri suchovzdornosti jeémene pomoci souc¢asnych metod proteomiky

ctvrty az sedmy den a v mnoha piipadech jsou nové proteiny syntetizovany z recyklovanych
aminokyselin (pii kli¢eni je vétSina aminokyselin potfebnych k ristu doddvana odbourdvanim
zasobnich proteinti semene).

V neposledni fadé se degradace proteinli velkou mérou podili na regulaci celé tfady
biologickych procest, nebot’ enzymy katalyzujici prvni krok ur¢ité biochemické reakce c¢i
enzymy limitujici jeji rychlost jsou Casto bilkoviny s ,kratkym zivotem* a to zejména kvuli
jejich proteolytické degradaci. Rostliny tak mohou regulovat aktivitu urcitych metabolickych
drah jednoduchou redukci syntetizovanych proteint. Cela fada klicovych regulacnich proteinii
je proteolyticky regulovana, vcetné¢ efektord bunééného cyklu, vyvoje ¢i diferenciace
(prikladem je degradace aktivni formy Pfr fytochromu A, ktery je biologicky aktivni a pisobi
jako fotoreceptor K iniciaci celé fady svétlem regulovanych vyvojovych procest).

K tomu, aby nebyly v buiice degradovany vSechny proteiny bez rozdilu, musi byt tento
proces odbouravani dimysiné regulovan a kontrolovan. Proteolyza v rostlinich ve vétsing
pripadt vyzaduje ATP, nebot’ hydrolyza peptidové vazby je energeticky vyhodna a tak ATP
hydrolyza pisobi jako regulator proteolytické aktivity, zejména ptes pomocné proteiny, které
rozpoznavaji polypeptidy urcené k degradaci.

Odbouravani proteini je u rostlin zajistovano V riznych kompartmentech
specifickymi  proteolytickymi  drahami, které reflektuji evoluéni plivod kazdého
kompartmentu. Proto je proteolyticky mechanismus v semiautonomnich organelach vice
podobny bakterialnimu systému nez tomu, ktery se uplatiiuje v cytosolu bunky. Jednou
z proteaz pusobicich v chloroplastech je homolog CIpAP proteasy Escherichia coli. CIpAP
proteasovy systém je sloZen ze dvou podjednotek, ClpP serinové proteasy (21 kDa) a CIpA
ATPasy (81 kDa), ktera souzi jako aktivator proteasové aktivity ClpP a proteinti uréenych
k degradaci. Aktivita tohoto multimerniho enzymového komplexu pasobiciho ve formé dvou
heptamernich prstenci ClpP proteaz spolu s pravdépodobné jednim heptamernim prstencem
ClIpA, je dilezitd hlavné pfi zamezeni akumulace poSkozenych proteinii napf. béhem
senescence listi.

Cytoplasmatické proteiny s kratkou dobou zivota jsou oznaceny na N konci kratkou
polypeptidovou sekvenci, bohatou na prolin (P), kys. glutamovou (E), serin (S) a threonin (T).
Tento usek je nazyvan PEST sekvence a zda se, Ze proteiny s touto sekvenci jsou mnohem
vice proteolyticky Stépeny a ta tedy ptisobi jako proteolyticky signal.

V mnoha piipadech jsou proteolytické drdhy aktivovany pii podminkach, které
zpusobuji denaturaci proteind (teplota, dehydratace, t€zké kovy atd.), a tim jejich poskozeni

nebo nespravné slozeni. To zpisobuje zvySené mnozstvi hydrofobnich zbytkt na povrchu
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proteinu, nebot’ tato hydrofobni mista jsou zpravidla ukryta uvnité polypeptidového fetézce,
aby tak bylo zabranéno jejich interakci s molekulami vody. Poskozené proteiny na svém
povrchu nesou tato hydrofobni rezidua, a ta pravdépodobné poskytuji vazebna mista pro
bilkoviny, které¢ reguluji aktivitu riznych proteaz.

Degradace velké vétSiny cytoplasmatickych a jadernych proteinii je realizovano
proteazomem, komplexem proteinti, jehoz molekulovd hmotnost je vyssi nez 1,5 mDa. Cela
biochemicka kaskada katalyzovand proteazomem vyzaduje ucast produktii vice nez sta gend.
Proteiny, které jsou urceny k odbourdni, musi byt nejprve modifikovany kovalentni vazbou
s malym proteinem ubikvitinem, ktery predstavuje vysoce konzervovany protein s identickou
aminokyselinovou sekvenci u vSech rostlin. Ubikvitin je bilkovina obsahujici ve svém fetézci
76 aminokyselinovych zbytkl. Ubikvitinaéni enzymovy komplex uskutecniyjici sérii slozitych
reakci, vedoucich k oznaceni proteint, které jsou chybné poskladany nebo neuplné
sestavenych supramolekuldrnich proteinovych struktur, se skladd z ubikvitin aktiva¢niho
enzymu (UAE), ubikvitin konjuga¢niho enzymu (UCE) a ubikvitin ligasy (ULE). Cela
ubikvitinacni reakce je odstartovana kovalentni vazbou karboxylové skupiny na C konci
ubikvitinu s thiolovou SH skupinou cysteinu na UAE a vznika tak thioesterova vazba. Tato
reakce vyzaduje hydrolyzu ATP na AMP a pyrofosfat. V dal$im kroku je ubikvitin pienesen
na SH skupinu cysteinu v proteinovém fetézci UCE, zatimco protein, ktery je urCeny
Kk degradaci (nese degradacni signal), je rozpoznan ULE, ktery s nim utvaii nekovalentni
komplex. Ubikvitin je dale ptenesen z UCE na cilovy protein, se kterym je kovalentné spojen
isopeptidovou vazbou mezi karboxylovou skupinou glycinu na C konci ubikvitinu (v pozici
76) a e-amino skupinou lyzinu na cilovém proteinu. Pfenos ubikvitinu na jiz pfipojeny
ubikvitin je né&kolikrat opakovan a wvznikd tak polyubikvitinovy fetézec (karboxyl
pfipojovaného ubikvitinu je vzdy navazan na lyzinovou aminoskupinu v pozici 29, 48 nebo
63 polyubikvitinového fetézce). VétSinou musi byt pfipojeny minimalné asi Ctyfi, ale az
padesat ubikvitind pfed tim, nez muze byt protein dopraven do proteazomu k odbourani.
V dalsim kroku jsou UCE a ULE disociovany a komplex ubikvitin:protein je transportovan k
proteazomu, uvniti kterého je protein hydrolyticky §tépen na aminokyseliny. V tomto kroku
jsou ubikvitiny z komplexu uvolnény a mohou byt znovu vyuzity. Za objev ubikvitinem
zprostiedkovaného odbouravani proteinti ziskali vroce 2004 A. Hershko, I. Rose a A.
Ciechanover Nobelovu cenu.

Proteazom 26S je slozen z20S proteazomového jadra a z 19S regulacnich
podjednotek, které se vaZzou na oba konce 20S jadra. Jadro proteazomu ma charakter dutého

valce a je sloZeno ze Ctyt prstenct (o, B, o, B) pfilozenych k sobé, pficemz kazdy z téchto
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prstenci je sestaven ze sedmi polypeptidi. Centralni kanal uprostfed jadra obsahuje aktivni
mista proteolyzy. Umisténi katalyza¢niho centra uvniti kanalu napomaha chranit jiné bunééné
bilkoviny pfed degradaci. Za hydrolyzy ATP jsou na jadro proteazomu navazany 19S
regulacni proteiny (Cepicky), které se skladaji nejméné z deseti riiznych proteinovych
podjednotek a pravdépodobné vazou proteiny urcené k degradaci a vtahuji je dovniti dutiny
proteazomu, kde jsou rozlozeny na kratké peptidy, které jsou nasledné uvolnény do
cytoplasmy. Tento systém odbouravani bilkovin se u rostlin uplatiiuje mimo jiné také

Vv ptipadech poskozeni rostlin teplotnim Sokem nebo chybné syntetizovaného proteinu.

1.8 Modifikace a sbalovani proteinii

1.8.1 Proteolyza jako modifikace bilkovin
Z principu iniciace translace vyplyva, Ze prvni aminokyselinou u vSech polypeptidi je

methionin (u eukaryot), ktery je asi u poloviny vSech proteini odStépen asociovanou
derivat methioninu (téz mitochondrie a plastidy), pficemz formylova skupiny je témeéf vzdy
odstranéna za pomoci asociované ribozomalni deformylasy. O tom, zda bude methionin z N
konce odstranén, rozhoduje z velké ¢asti aminokyselina na druhé pozici, ktera mize byt
prilezitostn¢ také enzymaticky odstépena. Aminokyselinové zbytky na C konci polypeptidi
jsou odstranovany jen ve vzacnych pripadech. Dalsi piiklad uplatnéni proteolytické
modifikace bilkovin je odstranéni signalni sekvence poté, co protein zaujme ptislusné misto
V buiice. Proteolytickd uprava se také uplatiiuje pii generovani aktivnich peptidovych
hormoni po poranéni rostliny, jako je tomu naptiklad u systeminu, ktery wvznikd
proteolytickym $tépenim jeho prekurzoru — prosysteminu, ktery je sloZzen z 200 aminokyselin.
Ke $tépeni prosysteminu dochazi mezi 178-179 a 196-197 aminokyselinovym zbytkem. Tato
aktivni forma hormonu je sekretovdna poranénymi buiikami a transportovdna do ostatnich

¢asti rostliny, kde se podili na indukci syntézy obrannych proteinti.

1.8.2 Svinovani proteini
Proteiny musi zaujmout po ukonceni translace ¢i velmi cCasto jeSte¢ kotranslacné

spravné tiidimensiondlni biologicky aktivni uspofddani. VétSina proteinli (pfedevSim
multidoménovych) je svinovdna v cytoplasmé soucasné pii jejich biosyntéze, tedy
kotransla¢né. Naproti tomu bakteridlni proteiny a nékteré chloroplastové a mitochondridlni
proteiny jsou svinovany teprve po ukonceni jejich proteosyntézy, tedy posttranslacné. Proces

svinovani vedouci ke spravné konformacni struktufe je velmi komplexni a o zékonitostech

21



Studium proteinovych markeri suchovzdornosti jeémene pomoci souc¢asnych metod proteomiky

jeho pribéhu zatim nemdme dostatecné informace. Podle soucasného modelu se zd4, ze nove
syntetizované bilkoviny se nejprve sbaluji do nestabilniho mezistupné. Vzniknou Castecné
zékladni tercidlni strukturu, postranni fetézce (zejména hydrofobni) vsak jesté¢ nejsou zcela
fixovany. Casteéné slozena bilkovina poté podstupuje celou fadu interakci mezi postrannimi
fetézci aminokyselin, dokud neni dosazeno nejstabilnéjsi konformace celého proteinu. Malé
jednotetézcové bilkoviny se obvykle svinuji do své nativni struktury samovoln¢ a zda se tedy,
ze primarni sekvence polypeptidu obsahuje veskeré nezbytné informace potiebné k dosazeni
jejich spravné konformace. Vétsi komplexné€jsi bilkoviny potiebuji ke spravnému svinuti

asistenci jin¢ho proteinu ze skupiny chaperond.

1.8.3 Chaperony
Chaperony jsou proteiny, které se vazou na jiné proteiny a uplatiiuji se pfi svinovani

nové vzniklych proteini a napomahaji nalézt jejich prostorové uspotadani odpovidajici
nativni konformaci. Dale tuto konformaci stabilizuji a také mohou piedchazet inaktivaci
proteini. Chaperony nefidi pfimo specifiku svinovani, ale =zabrafuji spiSe utvafeni
nespravnych interakci v polypeptidech, mezi polypeptidy a mezi polypeptidy a jinymi
makromolekulami, ¢imz zvySuji vytéznost plné¢ funkénich proteint.

Molekularni chaperony se dé€li na dvé hlavni skupiny. Prvni z nich je rodina chaperonii
Hsp70 vyskytujici se v bakteriich i v eukaryotickych bunikach. Tato skupina chaperont se
uplatiiuje na pocatku svinovaciho procesu, nebot’ se vazou spolu s kochaperonem Hsp40,
ktery usnadnuje interakci Hsp70:ATP komplexu s nesvinutym proteinem na hydrofobni mista
na povrchu nascentniho polypeptidu, aby tak zabranily nespravné konformaci nebo agregaci
S ostatnimi proteiny. Tato agregace je vysledkem snahy hydrofobnich aminokyselin o
minimalizaci kontaktu s vodnim prostfedim. Hsp70 ma dvé domény: N konec nese ATP
vazebné misto, zatimco C konec se svinuje do konformace, ktera vaze kratkou peptidovou
sekvenci na cilovém proteinu. Pokud je v ATP vazebném misté vazano ATP, interakce mezi
Hsp70 s cilovym polypeptidem je oslabena a dochdzi k jejich rozvolnéni. Syntéza téchto
proteind je zvySena (up-regulovana) jako odpovéd’ na teplotni stres.

Proteiny teplotniho Soku (heat shock proteins — HSPs) zahrnuji rodinu proteind, které
jsou exprimovany jako odpovéd’ na urité stimuly a akumuluje se v rostlinach pii stresu
suchem (Jiang et Huang, 2002) a zda se, Ze zamezuji denaturaci proteini pii bunécné
dehydrataci a funguji jako molekularni chaperony, uplatiujici se pfi skladani nové vzniklych

proteintl, stabilizaci konformace proteinli, degradace poruSenych proteini a piedchazeni
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inaktivace proteind. Nizkomolekuldrni HSPs (15-30 KDa) jsou nazyvany malé proteiny
teplotniho Soku (small heat shock proteins — sHSP). Rodina sHSP proteint jsou skupinou
molekularnich chaperont (indukovanych za stresovych podminek), které zamezuji
polymerizaci denaturovanych proteinti. Protein Hsp26 z kvasinky Saccharomyces ceravisiae
ma pozoruhodnou schopnost piimé percepce zvysené teploty a ,,prepnuti se“ z neaktivniho
stavu do aktivni chaperonové formy (Xue et al., 2009). Gen HSP26 byl izolovan a pfenesen
do A. thaliana cv. Columbia a modifikované husenicky byly vystaveny mrazu (-10 °C, 2,5
hod). Akumulace malondialdehydu (MDA), Casto vyuzivana jako indikator peroxidace lipidi
(MDA je hlavnim produktem peroxidace lipidl), a relativni elektrickd konduktivita (REC)
demonstrujici stupen poskozeni membran, byly po mrazu u transformantt niz$i, ve srovnani s
netransformovanymi rostlinami. Analogicky s tim byl u transgennich rostlin zjistén vyssi
obsah prolinu, cukrii a dramaticky zesilena exprese COR gent (cold-regulated genes) —
COR15A, RD29A a genl metabolismu prolinu — AtP5CS1, AtP5CS2, AtP5CR a AtProDH.
Vyse uvedené postuluje, ze kvasni¢ni protein Hsp26 by se mohl podilet na ochran¢ integrity
bunéénych membran a zprosttedkované na aktivaci syntézy prolinu a transportnich drah této
iminokyseliny a také hrat dulezitou roli pfi aktivaci genl spojenych se stresem, coz mize
ptispivat ke zvyseni tolerance rostlin pfi mrazovém pusobeni a dehydrataci obecné. Rodina
HSP proteini je skupina molekularnich chaperonti a akumuluje se Vv rostlinach pfi stresu
suchem (Jiang et Huang, 2002) a zda se, ze zamezuji denaturaci proteini pii bunétné
dehydrataci. Sato et Yokoya (2008) publikovali transgenni linie ryZe s overexprimovanym
genem sHSP17.7. Tyto transgenni rostliny vykazovaly zvySenou toleranci k suchu. DalS$im
piikladem akcelerace tolerance k dehydrataci je prace Cho et Choi (2009), v niz je popsana
zvySend tolerance k suchu u transgennich rostlin tabdku s konstitutivni expresi genu
NtHSP70-1.

Prace Tomassini et al. (2008) potvrdila indukci gentt HSPs u jeCmene za sucha, a to
konkrétn¢ gentt GFA2, HSP 70 a HSPI1.

1.8.4 Chaperoniny

Druhou skupinou molekularnich chaperont jsou chaperoniny, které piedstavuji druhy
funk¢ni svinovaci komplex. Chaperoniny piedstavuji rozmanitéjsi a strukturdlné komplexni
skupinu chaperont. Jsou dale rozdéleny na dvé rodiny: skupinu GroEL a skupinu TRIC.
Rodina chaperoninii GroEL se nachazi v bakteriich, mitochondriich a chloroplastech, zatimco
skupina chaperoninii TRiC se nalézd v cytosolu eukaryotnich bunék. Chaperoniny GroEL

maji cylindricky tvar a jsou sestaveny ze dvou na sebe pfiloZzenych prstencu, pficemz kazdy
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Z nich je sloZen ze sedmi podjednotek majici hmotnost 60 kDa. V rostlinach jsou plastidové a
mitochondrialni GroEL kédovany v jadie a do organel jsou nésledn¢ transportovany. GroEL
pracuje Vv kooperaci s chloroplastovym homologem GroES Escherichia coli, nazyvanym
cpnl0 nebo cpn21 (24 kDa). Protein cpnl0 ma neobvyklou strukturu, nebot’ na N konci nese
transitni peptid, specifikujici chloroplastovou lokalizaci a déale pak dvé sekvence slozené
z piiblizn€é 100 aminokyselin, které jsou homologni bakteridlnimu GroES. Obé& tyto repetice
jsou oddéleny kratkym spojovnikem. Cely proces svinovani proteinii v chloroplastech a
mitochondriich za pomoci GroEL a GroES zac¢ind pfipojenim proteinu GroES, majiciho
funkci poklopu, ke spodnimu prstenci komplexu GroEL a vazbou sedmi molekul ADP, tedy
jedné molekuly ADP na kazdou polypeptidovou podjednotku tohoto heptamerniho prstence.
Nesvinuty protein je vazan uvnitf centralni dutiny svrchniho prstence GroEL, ktera je Siroka
asi 50 A (10'10 m). Po vazbé sedmi molekul ATP na horni prstenec (I ATP na kazdou
subjednotku) a jejich nasledné hydrolyzy dochézi k uvolnéni vSech 14 molekul ADP (7
z horniho prstence a 7 z dolniho prstence GroEL) a k disociaci GroES. V dalsim kroku
dochazi k opétovné interakci mezi ndhodné zvolenym prstencem GroEL (hornim ¢i spodnim)
s GroES a vazbé 7 molekul ATP. Vysledkem tohoto procesu je, ze v poloviné pfipadil je
polypeptid zachycen v dutiné komplexu a podstoupi kaskadu reakci vedouci k jeho sbaleni.
Nésledna hydrolyza ATP zesili interakci mezi GroEL a GroES (ADP je stidle vazéno na
subjednotkdch GroEL). Navazani dal§ich sedmi molekul ATP a jejich hydrolyza spousti
disociaci GroES z komplexu a uvolnéni jiz svinutého polypeptidu. Z komplexu se také
uvoliiuje 14 molekul ADP. V ptipad¢, ze je svinuti nekompletni ¢i nespravné, polypeptid je
znovu vazan a cyklus se opakuje.

Sbalovani proteinil v cytosolu rostlin je komplexni jev, a zalezi na tom, zda je protein
syntetizovan na polyzomech pfichycenych na endoplazmatickém retikulu nebo na volnych
polyzomech. Uchyceni ribozomil na endoplazmatické retikulum zavisi na tom, s jakym ze
dvou proteinovych komplexd vznikajici peptid na ribozomu interaguje. Jestlize vznikajici
peptidovy fetézec nese specifickou signalni sekvenci na N konci, je rozezndn cCasticemi
rozpoznavajici signal (SRP), které jsou tvofené bilkovinami a malou molekulou RNA a vazou
se na pravé translatovany protein. Tyto Castice zprostfedkovavaji interakci ribozomu
s membranou endoplazmatického retikula pfes SRP receptor, na ktery se SRP protein vaze a
protein je dale syntetizovan do lumenu endoplazmatického retikula, kde dochdzi k odstépeni
signalni sekvence a naslednému sbaleni proteinu za ucasti endoplazmatickych chaperont.
Jiny pfipad nastava tehdy, neobsahuje-1i syntetizovany protein signalni sekvenci. Vznikajici

protein je potom vazan alternativnim komplexem asociovanym se syntetizujicim se fetézcem

24



Studium proteinovych markeri suchovzdornosti jeémene pomoci souc¢asnych metod proteomiky

(NAC). Zda se, ze NAC zabranuje nespravné lokalizaci proteinu, nebot’ zabratnuje vazbé SRP
a peptid tak nemtze byt translokovan do cisteren retikula. Nascentni polypeptidové fetézce
interaguji se specifickymi chaperony v cytoplasmé, konkrétn¢ s Hsp70 a jeho kochaperonem
Hsp40. Tyto chaperony brani agregaci nesbalenych proteind. Zda se, Ze nékteré proteiny
V cytoplasmé musi interagovat s chaperoninem nazyvanym TRiC, ktery plni ekvivalentni
funkci jako komplex GroES:GroEL v chloroplastech. TRiC se skladd nejméné ze Sesti
raznych polypeptidi a ma obdobnou cylindrickou strukturu s centralni dutinou jako detailné

popsany GroES:GroEL komplex.

1.9 Transport proteini
Nekteré proteiny se vyskytuji jedinecné jen v urcité strukture, kompartmentu nebo

membrang, naproti tomu velmi podobné proteiny se srovnatelnym aminokyselinovym
fetézcem, strukturou a funkci se mohou vyskytovat i ve vice nez jednom kompartmentu.
Ptikladem mohou byt proteiny vodnich kanall, tzv. aquaporiny, které lze nalézt jak
v tonoplastu tak v plasmatické membrané. Z tohoto diivodu buiiky potiebuji nezbytny aparat
slouzici k sortovani kazdého proteinu a moznost adresovat je do ptislusného mista v buiice ¢i
do extracelularniho prostoru. Proto nesou vsSechny proteiny, vyjma téch, které ziistavaji
V mist¢ translace, jednu nebo vice specifickych domén (targeting domains), které maji funkci
adresovych znacek. Cilové domény jsou obvykle kratké peptidové nebo aminokyselinové
motivy, ale mohou to byt také glykany (oligosacharidy) jako v ptipadé¢ sav¢ich lysosomdlnich
hydrolas. Cilové domény jsou lokalizovany piedev§im na N-terminalnim konci proteinu,
ovSem mohou byt pfitomny také na C-termindlnim konci ¢i n¢kde jinde v aminokyselinové
sekvenci. Specificky aparat buiiky pracuje S informacemi, které nesou tyto cilové domény a
translokuji nebo naopak zadrzi protein do/v urcitém kompartmentu. Kazda organela ¢i
membranovy systém je determinovan specifickou cilovou znackou, na které zavisi, kam a zda
bude protein transportovan a lokalizovan. I kdyZ je cilovd doména nezbytna pro transport
proteind, nemusi byt vzdy soucasti aktivniho proteinu. Velmi Casto se protein stava funkéni a
zraly aZ po proteolytickém odstépeni této domény v cilové organele.

K tomu, aby byl protein v buiice spravn¢ lokalizovan, musi ve vétSin¢ pfipadu
piekonat nejméné jednu membranu. OvSem hydrofilita povrchu, kterou vykazuje vétSina
proteinli, nedovoluje bilkovindm projit pfimo skrz hydrofobni jadro lipidové dvouvrstvy.
Takova translokace vyzaduje bilkovinny por nebo kanél, kterym je protein jiz schopen projit,
ovSem nikoli v globularni konformaci, ale v natazeném nebo neslozeném stavu. Jistého druhu

asistenci pii prochazeni polypeptidii skrz péry poskytuji molekuldrni chaperony. Neékteré
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cytosolické chaperony interaguji s nové syntetizovanymi proteiny, udrzuji je nesloZené, a
proto tyto bilkoviny mohou prochdzet ptfes proteinové pory do piislusnych organel ¢i

membran.

1.10 Suchovzdornost rostlin a jeji determinace
Sucho redukuje rast rostlin, ovliviiuje biochemicko-fyziologické a nasledné

morfologické pochody a zplisobuje masivni ztraty na vynosech. Plisobeni sucha se nejcastéji
manifestuje redukci efektivnosti kliGovych procest jako biosyntézy proteint a nukleovych
kyselin, fotosyntézy a respirace.

Suchovzdornost je komplexni vlastnost kontrolovand mnoha kvantitativné vazanymi
znaky (QTLs — quantitative trait loci). Témito znaky jsou napiiklad u¢innost vyuziti vody
(WUE — water use efficiency) nebo osmotické piizpisobeni. Tyto QTLs jsou v genomu
jeémene lokalizovany na nékolika chromosomech shlavnim QTLs klastrem na
chromozomech 2H a 5H (Tommasini et al., 2008).

Ruzné prace uvadéji, ze pii stresu suchem je indukovana syntéza fady proteind, které
maji spojitost s biosyntézou osmoprotektantli, HSPs, LEA proteint, chaperonii, enzymi
asociovanych s detoxikaci bunky, transkripénich faktort, kindz a fosfatdz (tzv. kratkodoba,
biochemicka adaptace), coz vede k modifikaci ultrastruktury pletiva rostlin (Sharma et Dubey
2010), a samoziejmé k morfologickym zménam habitu celé rostliny, tzv. dlouhodoba
adaptace (Beck et al., 2007). Detailni poznani molekularnich mechanismiti podstaty tolerance

ke stresim nam mtize pomoci zlepsit tuto stresovou tolerance u rostlin.

Obrdazek ¢. 2: Faktory stresové tolerance pri adaptivni odpoveédi rostlin na stres suchem
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1.11 Proteiny indukované suchem

1.11.1 Signalni drahy zapojené pii expresi suchem indukovanych proteintu
Ingram et Bartles (1996) popisuji mechanismus vedouci k expresi suchem

indukovanych bilkovin, ktery odpovida obecnému bunéénému modelu. Ten zahrnuje komplex
signalné-transduk¢nich kaskad, které 1ze rozdélit do nékolika krokii. Jako prvni je to percepce
stimulu, nasleduje jeho zpracovani, které zahrnuje amplifikaci a integraci signalu a poslednim
krokem je odpovéd’ buiiky, respektive organismu jako findlni reakce na stimul, vyustujici v
de novo expresi gend.

Zda se, ze stres suchem (vodni stres) je vniman rostlinami na membranach vazanymi
dvou-komponentnimi histidinovymi kinasami, které jsou aktivovany vysokou osmolaritou. Je
tedy pravdépodobné, Ze zvySend bunécénd osmolarita pii ztrat¢ vody béhem sucha spousti
signalni kaskadu vedouci k odpovédi bunky, resp. celé rostliny na nedostatek vody. Signalni
receptor aktivuje fosfolipasu C (PLC), ktera nasledné hydrolyzuje fosfatidylinositol-4,5-
bisfosfat na inositol-1,4,5 trifosfat (IP3) a diacylglycerol, které vykonavaji funkci druhych
poslt (Alberts, 1998). IP3 dale uvolni vapenaté ionty z vnitinich rezerv buiiky a Ca**-senzor
(calcineurin B-like protein, CBL) aktivuje dalsi proteinové kinasy a fosfatasy (Beck et al.
2007).

Obrazek ¢. 3: Schéma kaskady procesu pri adaptacni odpovédi rostliny
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Yamaguchi-Shinozaki et Shinozaki (2006) uvadéji, ze z hlediska nacasovani exprese

stresem indukovatelnych gent rozezndvame nejméné dvé skupiny téchto genti, které vykazuji
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rozdilny expresni profil. Nastup exprese gent fadicich se do prvni skupiny je mozné popsat
jako rychly a kratkodoby s maximem exprese dosahujicim po nékolika hodinach a poté
dochazi k poklesu. Mnoho z téchto gentu koduje regulaéni proteinové faktory jako proteiny
zinkového prstu, SOS2 podobné proteinové kinasy PKSS5, bHLH transkripéni faktor,
DREB2A a dalsi. Exprese genti v druhé skupiné je pozvolna. Tyto geny koduji LEA proteiny,
detoxifika¢ni proteiny a enzymy pro syntézu osmoprotektantt.

Opteme-li se o publikované védecké prace, miizeme jednoznacné fici, ze existuji dvé
cesty regulace exprese dehydrinovych gena Ci stresovych genti obecné — ABA zavisly
(dependentni) a ABA nezavisly (independentni) regulacni systém. Na rozdil od chladové
odpovédi, ve které ABA hraje minoritni ulohu, zda se, ze pfi suchu ABA spousti hlavni
signalni drédhu pro odpovéd. Nasledné popsané principy lze vztahnout obecné na geny
aktivované suchem, respektive osmotickym stresem.

Promotorové regiony stresem indukovanych gent obsahuji cis regulaéni elementy
(cis- regulatory acting elements), které jsou dilezité molekularni spinace pusobici pii regulaci
transkripce dynamické sité aktivit genti, kontrolujici rizné biologické procesy vcetné reakce

na abioticky stres, hormonalni odpovéd’ nebo vyvojové procesy. Rizné transkripéni faktory

........
.....

........

transkribovat geny stresové odpovédi. Pfi tomto procesu dochédzi k riznym interakcim mezi
cis elementy a transkripénimi faktory, coz v disledku pisobi jako molekularni spinac
indukeci jejich gent, aktivaci proteint (napf. fosforylaci) a degradaci proteinii proteazomem
(represivni aspekt) (Yamaguchi-Shinozaki et Shinozaki, 2005).

Vétsina dehydrinovych a stresovych genil obecné jsou citlivé na ABA, nebot’ obsahuji
ve svych promotorech cis elementy znamé jako ABRE (ABA Responsive Elements). Tyto
dehydriny jsou proto nazyvany jako RAB proteiny (Responsive to Abscisic acid). ABRE cis
elementy obsahuji ACGT sekvenci nazyvanou jako G-box (Allagunova et al., 2003).
Pfitomnost jen jedné kopie ABRE neni dostacujici k ABA dependentni expresi gentll. Prvni
ABRE sekvence byla detekovana v pSenicném Em genu, ktery je funkcni pfevazné v obilce
béhem pozdni embryogeneze a v RAB16 genu ryze, ktery je exprimovan jak
v dehydratovaném vegetativnim pletivu, tak ve zrajicim semeni (Yamaguchi-Shinozaki et
Shinozaki, 2005). Bylo prokazano, ze ABRE elementy interaguji s bZIP (basic leucine zipper)
transkripénimi faktory AREBs (ABRE-binding factor) nebo ABFs (ABRE-binding factors).
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Motiv bZIP dava proteinlim schopnost véazat dalsi proteiny. AREB/ABF se vazou na ABRE a
aktivuji tak ABA dependentni expresi genti. Aktivace AREB/ABF proteinii vyzaduje ABA
zprostfedkovany signal, ziejmé ve formé ABA dependentni fosforylace. Tu by mohla
zajistovat typ SnRK2 kinasy. Konstitutivni overexprese ABF3 nebo ABR4/AREB2
v Arabidopsis vyustila v ABA hypersenzitivitu, redukci transpiratniho poméru a zvysSeni
tolerance k suchu (Kang et al., 2002) Prace Kim et al. (2004) ukazala, ze ABF2/AREBI je
nezbytnou soucasti glukosové signalizace a jeho overexprese zvysuje toleranci ne jen k suchu,
ale také k horku a oxidativnimu stresu. Senzitivita k ABA signalu také vyzaduje ABRE
vazebné elementy (ABRE Coupling Elements — CE).

Podle tady praci existuji dal$i cis regulacni elementy v ABA zavislé expresi
stresovych genl. Jednd se o Cis regula¢ni elementy promotort MYCR — myelocytomatosis
(CACATG) a MYBR — myeloblastosis (TGGTTAG) a s nimi interagujici transkripéni faktory
MYC a MYB. Suchem aktivovany gen RD22 u Arabidopsis obsahuje ve svém promotoru
prave tyto Cis elementy. Transkrip¢ni faktor RD22BP1 (AtMYC2) a MYB transkrip¢ni faktor
AtMYB2 vazou cis regulacni element promotorové oblasti genu RD22 a kooperuji pfi
aktivaci tohoto genu. Tyto dva transkripéni faktory jsou syntetizovany po akumulaci
endogenni ABA, coz naznaCuje jejich plisobeni az v pozdni fazi stresové odpovédi.
Transgenni rostliny, které mély zvysenou produkci AtMYC2 a AtMYB2, byly senzitivnéjsi
k ABA a zaroven vykazovaly vyssi toleranci k osmotickému stresu. V nedavné dobé bylo
prokdzano, ze AtMYC2 je transkripni faktor hrajici Glohu také v obranné odpovédi
regulované kyselinou jasmonovou (Abe et al., 2003).

ABRE je nejdulezitéjsim cis regulacnim elementem, ovSem existuje mnoho dal§ich
typt cis elementt, které funguji v ABA dependentni genové expresi.

Prace Tommasini et al. (2008) studovala aktivaci genl je¢mene po stresu suchem a
chladem. V této praci byly mimo jiné identifikovany geny indukované suchem, které se
ucastni transkripcnich regulaci. Jeden z téchto genti koduje bazické proteiny se strukturou
leucinového zipu — bZIP, které jsou, jak bylo popsano vyse, ABA senzitivnimi transkripénimi
faktory aktivovanymi za osmotického stresu (obecné sucho, chlad, mraz a salinita). Dal§imi
geny hrajici ulohu pfi transkripéni kontrole byly HD-ZIP a rodina MYB, které jsou
upregulovany v Arabidopsis pii dehydrataci (HD-ZIP) a dehydrataci a chladu (MYB).

Piikladem provazanych spojitosti mezi dehydriny a ABA mohou byt prace Wise et
Tunnacliffe (2004) a Bonetta et Mc Court (2002), kteti po diferenciaci embrya prokazali
syntézu dehydrini ve vztahu k ABA. Byla popsana korelace mezi transkriptem genu

dehydrinu a obsahem endogenni ABA u kukufice.
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ABA nezavisla draha regulace exprese stresovych geni je realizovana specifickymi Cis
regulaénimi sekvencemi DRE — dehydration responsive element (TACCGACAT). Na rozdil
od ABRE, jedna kopie DRE je dostacujici pro ABA nezavislou genovou expresi, DRE tedy
nevyzaduje zadné jiné elementy. Piikladem muze byt gen RD29A, ktery ma v promotorové
oblasti DRE cis element a je indukovatelny suchem a chladem (Yamaguchi-Shinozaki et
Shinozaki, 1994). Podobné cis regulacni elementy nazyvané CRT (C-repeat) a LTRE (low
temperature responsive element) s konzervovanou sekvenci A/GCCGAC byly publikovany
jako chladem indukované promotorové sekvence. CRT/DRE/LTRE elementy byly nalezeny
v promotorech genl indukovanych dehydrataci, salinitou a chladem. Exprese DREB1/CBF
genu je indukovana chladem, zatimco exprese DREB2 genii je indukovana suchem a salinitou.
DREB1/CBF i DREB2 proteiny vazou DRE, ovSem DREBI1/CBF plsobi v chladové
odpovédi, zatimco DREB2 hraje roli pii expresi genll za sucha, coz naznacuje spole¢nou
dréahu exprese gend mezi chladovou odpovédi a reakci na sucho. DREB2A protein obsahuje
DNA vazebnou konzervovanou doménu ERF/AP2 a rozeznava DRE sekvence, stejné jako
napt. DREB1A. Sakuma et al. (2002) publikovali tii dalsi DREB1/CBF podobné geny a Sest
novych DREB2 podobnych gent, jejichz exprese byla za piisobeni riznych stresii nizka.
Overexprese DREB2A vV transgennich rostlinach nevedla ani k retardaci ristu, ani k zesileni
tolerance, coz naznacuje, ze DREB2A protein vyzaduje k jeho aktivaci posttranslacni
modifikaci, ziejmé& fosforylaci, ovSem mechanismus této aktivace nebyl do této doby
objasnén. Bylo zjiSténo, ze DREB2A bilkovina obsahuje ve své centralni oblasti negativné
Overexprese této ,konstitutivni aktivni“ formy DREB2A zpisobila retardaci rastu
Arabidopsis a zaroven vyznamné akcelerovanou toleranci k suchu, ovSem jen velmi mirné
zvySenou chladovou toleranci. Microarray analyza téchto transgennich rostlin ukdzala, Ze
DREB2A reguluje expresi mnoha dehydrataci indukovatelnych genli. Nicménég, nékteré
z téchto podfizenych geni DREB2A, nejsou soucasné¢ podiizeny DREBI, ktery také
rozeznava a vaze se na DRE/CRT sekvence, ovSem je funkéni pii chladové odpovédi. Geny
podiizené DREB2A hraji dilezitou roli ve stresové toleranci pii suchu, ovSem zdé se, ze
samotné nejsou schopny udélit chladovou toleranci (Yamaguchi-Shinozaki et Shinozaki,
2006).

Recentni prace naznacuji (Yamaguchi-Shinozaki et Shinozaki, 2005; Yamaguchi-
Shinozaki et Shinozaki, 2006), Ze existuje dal$i na ABA nezavisla signalni draha v reakci na
sucho. Ptikladem genu, ktery neni aktivovan ani chladem ani po aplikaci ABA, je ERD1
(early response to dehydrationl), ktery koduje Clp proteasovou regulacni subjednotku ClpD.
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ERD1 neni indukovan jen suchem, ale je upregulovan také béhem pfirozené senescence a
tmou indukovaného starnuti. Analyza promotoru ERD1 naznacuje, Ze Cis regulacni elementy
zodpovidajici za expresi genu béhem dehydratace a etiolizace jsou v promotorové oblasti
lokalizovéany zvlast’ ve dvou samostatnych regionech.

V promotorech dehydrinovych genti je¢mene Ize nalézt od 1 do 3 opakujicich se DRE-
elementd. CBF/DREB (CRT-Binding Factor/DRE-Binding Factor) transkripéni faktory
interaguji s CRT/DRE elementy a tim reguluji transkripéni aktivitu dehydrinovych gent.
V piipadé suchem indukovanych dehydrini se na tyto sekvence véazou homology
transkripénich faktort A. thaliana DREB2A A DREB2B, které jsou povaZovany za
Pii chladu jsou to potom DREBI1/CBF (DREBI/CBF1, DREBIA/CBF3, DREBIC/CBF2
leZici v tandemu na 4. chromozomu huseni¢ku).

Jak jiz bylo uvedeno vyse, CBF geny (C-repeat binding factor), kodujici transkripéni
aktivatory, jsou syntetizovany jako odpovéd’ na nizkou teplotu a sucho a vazou se na CRT/DRE
regulacni elementy promotorovych oblasti genti, ¢imz tyto geny aktivuji. Transkripéni aktivatory
CBF/DREB1 (CBF1, CBF2, CBF3) jsou syntetizovany jako odpovéd na nizkou teplotu. Do
genomu papaji melounové (Carica papaya) a ji ptibuzného druhu Vasconcella cundinamarcensis
byly vneseny geny CBF1 a CBF3 z A. thaliana (Dhekney et al., 2007). Vysledky této prace
ukazuji, ze funk¢énost CBF genl v transgenni papdje je podminéna piitomnosti mechanismil
signalizace chladové aklimatizace a genli zapojenych v této signalni draze, které jsou aktivovany
jako odezva na CBF proteiny. C. papaya na rozdil od chladové tolerantni V. cundinamarcensis
postradd ve svém genomu CBF ortology. Tato odliSnost by mohla byt pfipisovan rozdilnému
puvodu a regionu rastu téchto dvou ptibuznych rodi. Zatimco aredl ptivodu a vyvoje C. papaya
jsou niziny centralni Ameriky od Mexika po Panamu, rod Vasconcella ma areal puvodu a
roz§ifeni v subtropickych Andéach Jizni Ameriky. Rostlinné druhy z mirného pasu prochdzeji
procesem chladové aklimatizace jako reakce na nizké teploty. Tento fenomén u tropickych rostlin
chybi, proto genom C. papaya neobsahuje zadné transkripéni aktivatory odpoveédné za chladovou
aklimatizaci (CBF).

Ptikladem ptenosu CBF genu je Osmyb4, ktery je indukovany chladem a byl izolovan
z ryze (Oryza sativa). Gen Osmyb4 koduje transkripéni faktor Myb4. Exprese Osmyb4 je v
ryzi indukovana pouze chladem, nikoli jinymi abiotickymi stresory, a ani kyselinou
abscisovou (ABA), coZ naznacuje, Ze jeho funkce je specificky spojend s ABA-independentni
chladovou odpovédi. Overexprese genu Osmyb4 pod transkripéni kontrolou promotoru CaMV

35S v A. thaliana silné zvySovala chladovou a mrazovou toleranci rostlin. U Osmyb4
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transformantt byla ovlivnéna exprese genti, které se u€astni v riiznych chladem indukovanych
drahach, coz naznacuje, ze Myb4 funguje jako dulezity spina¢ v chladové toleranci rostlin
(Vannini et al., 2004). V jiné praci (Mattana et al., 2005) je popisovana akumulace volnych
cukru ve form¢ glukosy a sacharosy (ty mohou byt nasledné vyuzity jako rychly zdroj energie
pfi respiraci), glycin betainu (vysledkem i pomérné nizké akumulace tohoto kompatibilniho
solutu je indukce chladové a mrazové tolerance a tolerance k suchu) a prolinu. Microarray
analyza transformovanych a netransformovanych husenickii prokazala, Ze overexprese
Osmyb4 pozitivné ovlivnila expresi vice nez 250 gent, z nichz velka vétSina kodovala
transkripéni faktory. Na 60 % promotort téchto transkripCnich faktorti se nemlize Myb4
vazat, coz indikuje fakt, ze n¢které geny mize Myb4 ovliviiovat neptimo. In silico analyza
promotort jinych genil v§ak naznacuje moznost ptimé aktivace téchto gent, napt. gen P5CS1
kédujici enzym katalyzujici biosyntézu prolinu obsahuje v promotorové oblasti vice
vazebnych mist pro Myb4.

Cheng et al. (2009) izolovali a nasledné charakterizovali gen GMCHI ze so6je (Glycine
max). Analyzou nukleotidové sekvence, ktera piedchazi TA-boxu, byly nalezeny MYB a
MYC vazebné elementy a tfi boxy, které sdileji vysokou sekvencni homologii s
konzervovanymi boxy DREB1 rodiny. Je znamo, ze tyto specialni konzervované boxy v
promotorech obsahuje jen rodina DREB1. GMCHI je tedy pravdépodobné ¢lenem DREB1
rodiny a mohl by fungovat jako regulator genli indukovanych abiotickymi stresy. Gen
GMCHI byl pienesen do A. thaliana (35S::GMCHI) a bylo hodnoceno procento pieziti WT
(wild type) a 35S::GMCHI rostlin po jejich vystaveni nizkym teplotam (4 °C, 2 dny a
nasledné -18 °C, 14 hod). Overexprese GMCHI v A. thaliana jednozna¢né zvysila procento
pteziti rostlin, nicméné nebyly zaznamenany diference mezi mrazovou toleranci u WT a
35S::GMCHI rostlin, které nepfedchazela chladova aklimatizace. To nasvédcuje tomu, Ze gen
GMCHI neni pravdépodobné sam o sobé dostacujicim faktorem k udéleni mrazové tolerance
a zfejmé tedy spolupracuje s jinymi faktory béhem chladové aklimatizace.

Proteiny typu C2H2 s motivem zinkového prstu byly identifikovany v fad¢ rostlinnych
druhti. Naptiklad protein SCOF-1 (SCOF-1 byl izolovany ze sdje) je pozitivni regulator
exprese COR gent, a zvySuje chladovou toleranci transgennich rostlin (Kim et al., 2001).
Huang et al. (2009) publikovali transgenni ryzi (Oryza sativa sub. Japonica) s
overexprimovanym genem ZFP245 kodujici C2H2 typ proteinu s motivem zinkového prstu.
Protein ZFP245 ma transaktiva¢ni aktivitu a jeho subceluldrni lokalizace byla urCena za
pomoci konfokalni mikroskopie v nuklearni oblasti. Zatimco nizké teploty (4 °C, 4 dny)

ptezilo jen 20 % netransformovanych rostlin, transformanti pieckalo 80 %. Z dalSich
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vysledkl je patrné, ze ZFP245 plsobi u ryze jako pozitivni reguldtor exprese genli majici
spojitost s akumulaci prolinu — OSP5CS (kddujici pyrrolin-5-karboxylatsyntetazu) a OsProT
(kédujici prolinovy transportér) a gend antioxida¢niho systému — SOD (superoxid dismutasa)
a POD (peroxidasa), které se uplatiuji jako dulezité enzymy pii detoxikaci ROS. ZFP245
rostliny byly hypersenzitivni k exogenné aplikované ABA, proto mizeme piedpokladat, ze

tento gen je zapojen do ABA transdukéni signalni drahy béhem stresové odpovédi.

1.11.2 LEA proteiny a dehydriny
Nejvétsi skupinou ochrannych proteind indukovanych stresem spojenym s dehydrataci

pletiv jsou proteiny skupiny LEA (Late Embryogenesis Abundant), které jsou ¢lenény na pét
skupin: LEA-D19 (skupina I), LEA-D11 (skupina II, téZ ozna¢ovana jako dehydriny), LEA-
D7 (skupina I11), LEA-D113 (skupina 1V) a LEA-D95 (skupina V). Skupina proteinii LEA-
D19 postrada ve svych fetézcich cystein a tryptofan. Proteiny této skupiny vazou vodu, a
proto jsou mnohem vice hydratovany, nez vétSina ostatnich globularnich polypeptidi, ¢imz
vytvafi v bunice ochranné vodni prostiedi (Bray, 1995).

Mezi LEA proteiny patii i dehydriny (DHNs), které se primarn¢ akumuluji u rostlin za
optimalnich fyziologickych podminek V pozdni fazi embryogeneze (dozravani semen) a
v malém mnozstvi také v mladych castech rostlin pfi rychlém bunétném déleni nebo
buné¢ném prodluzovani, napt. v kotenové $picce. Sekundarné se tyto proteiny akumuluji jako
odezva na exogenni aplikaci ABA (geny skupiny D11 jsou regulovany ABA), nizkou teplotu
(chlad, mraz) nebo jiny environmentalni stres spojeny s dehydrataci bunék, jako je sucho a
tvorba extracelularnich krystali ledu nebo salinita (Close, 1996), ale také se stresem
biotickym asociovanym se ztratou vody z buné€k a poranénim (v tomto ptipadé¢ hraje dilezitou
ulohu signal kyseliny jasmonové) (Kosova et al., 2011a).

Pojem dehydriny byl zaveden vroce 1989 pro dehydrataci indukované proteiny
(dehydration-induced proteins). Dnes je tento termin pouzivan pro takové proteiny, které maji
specifickou sekvenéni homologii. Prvnimi klonovanymi a charakterizovanymi dehydrinovymi
geny byly RAB21 (Mundy et Chua, 1988) z ryZze a D-11 pochazejici z baviniku (Baker et al.,
1988).

1.11.3 Dehydriny — jejich topochemie
Dehydriny patii do rodiny LEA-D11 proteinti, které hraji vyznamnou protektivni roli

pii dehydrataci bun€k u rostlin (Svensson et al., 2002; Suprunova et al., 2004). Mnoho

ptikladovych studii transgennich udalosti poskytuje presvédcivé diikazy o tom, Ze dehydriny
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hraji vyznamnou roli v aklimatiza¢nich procesech rostlin a pfispivaji k jejich toleranci zfejmé
jako dilezité stabilizatory bunéénych struktur (Skodacek et al., 2010a) a inhibitory koagulace
makromolekul ¢imZ napomahaji udrzovat integritu bunék (Close, 1997). Dosud nebyla
prokazana katalyticka funkce téchto bilkovin (Beck et al., 2007). Dehydrinové proteiny Se
nachdzeji prevdzné v blizkosti plazmatické membrany a podileji na stabilizaci bunéénych
struktur pii stresu asociovaném s dehydrataci bun¢k a maji tedy funkci chaperonti (specifické
interakce) nebo spiSe molekularnich $tita (nespecifické protein-protein interakce). Prikladem
lokalizace proteini kolem plazmalemy muze byt praice Houde et al. (2004), ve které byla
zesilena chladova tolerance rostlin vnesenim dehydrinového genu Wcor410 (Wheat Cold
Regulated Protein) do genomu jahodniku (Fragaria x anassassa, cv. Chambly). Molekularni
analyza genu Wcor410, ktery byl izolovan z pSenice seté (Triticum aestivum), odhalila, ze gen
nalezi do multigenové rodiny, kodujici proteiny dehydrint, které se akumuluji ve velmi
vysokych koncentracich v blizkosti plazmatické membrany ve vaskularni transitni zoné u
chladové aklimatizovanych bun¢k. Vlastnosti, abundance a lokalizace periferniho proteinu
WCOR410 nasvéd¢uji faktu, Ze tento protein ma kryoprotektivni funkci a hraje vyznamnou
roli pifi prevenci destabilizace plazmatické membrany béhem procesu dehydratace
asociovan¢ho s mrazovym pusobenim a mohl by byt determinujicim faktorem zvySené
bunécné rezistence k mrazu.

Recentni studie ovSem dokazuji, ze distribuce dehydrinii neni omezena jen na okoli
plazmatické membrany, ale Ze tyto bilkoviny mohou byt akumulovany i v jadfe, jako
naptiklad pseni¢ny dehydrind WCS120 (Houde et al., 1995). Dalsim ptesvéd¢ivym dikazem
riznorodosti lokalizace dehydrind je prace Hara et al. (2003) s transformanty tabaku
(Nicotiana tabacum cv. Samsun) dehydrinovym genem CuCOR19 z mandarinky unSiu
(Citrus unshiu). Lokalizace pievazné vétSiny proteinu CuCOR19 v transformantech byla
v mitochondriich. Mitochondrie jsou generatory radikald, ve kterych elektrony z respiracnich
fetézcl reaguji s Oy na Oy a hrozi riziko pronikani volnych radikali do cytosolu, kde mohou
atakovat bunééné membranové systémy. Vysledky této studie ukazuji, ze protein CuCOR19
eliminoval volné radikaly tvofené v mitochondriich (protein byl detekovén i v cytosolu), coz
naznacuje, Ze tento dehydrin je potencidlnim antioxidantem chranici membranové systémy
builkky a tim napomdha chladové aklimatizaci rostlin. Navic semena tabdku s genem
CuCOR19 drive klicila a semenacky exponované nizkym teplotdm rostly 1épe nez kontrolni
varianta. Distribuce dehydrinovych proteinti v bufice je znacné variabilni, nicmén¢ do dnesni

doby nebyla prokazana pritomnost té€chto bilkovin v bunééné sténé (Kosova et al., 2011a).
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1.11.4 Dehydriny — jejich morfologie a klasifikace
VétSinou je ptisobeni abiotickych strest spojeno s nedostatkem vody v buiice (Atienza

et al., 2004), a proto akumulace dehydrinovych proteinti velmi ¢asto koreluje s odolnosti
rostliny k stresovym podminkam, resp. suchu a proto by mohly byt vyznamnymi
aplikovatelnymi markery suchovzdornosti rostlin. Dehydriny obsahuji jednu ¢&i vice
konzervovanych domén bohatych na lyzin Sa helix strukturou. Jedna se o obligatni
K segment blizko C terminalniho konce, na ktery se vazou polyklonalni protilatky, které se
vyuzivaji pii detekci dehydrint (Close et al., 1993). K segment (EKKGIMDKIKEKLPG) je
jedinou vzdy ptitomnou konzervovanou doménou, skladajici se z 15. aminokyselinovych
zbytki a Vv dehydrinech se vyskytuje od 1 do 11 kopii (Choi et al., 1999). Dalsimi jiz
fakultativnimi doménami jsou S- a Y- segmenty. S-segment obsahuje rezidua serinu, ktera
mohou byt rozpoznavana a fosforylovana kasein kinasou Il (CKy)-typ kinasy (Svensson et al.,
2002). Zda se, ze fosforylace S-segmentu muize napomahat interakci dehydrinu se
specifickym signalnim peptidem vytst'ujici jejich translokaci z cytoplazmy do jadra. Kosova
et al. (2010) uvadi, ze za stresovych podminek jsou pro dehydriny typické dvé posttransla¢ni
modifikace — O-glykosylace a fosforylace. Zatimco funkce fosforylace byla vysvétlena vyse,
zda se, ze glykosylované dehydriny nemaji zddnou specifickou tlohu.

Cela fada dehydrint nese na svém N terminalnim konci dal$i konzervovanou sekvenci
typickou pro tyto proteiny, tzv. Y-segment bohaty na tyrosin. Tento motiv sdili vyznamnou
homologii s nukleotidy vazajicim mistem rostlinnych a bakterialnich chaperont. Kromé
téchto tii konzervovanych sekvenci, mohou dehydriny obsahovat také méné konzervované
regiony bohaté na glycin a polarni aminokyseliny, zvlasté na treonin. Tato doména se nazyva
¢-segment a v nékterych piipadech mutize byt lokalizovana mezi K-segmenty (Allagunova et
al., 2003).

Dehydrinové proteiny nesdileji sekvenéni podobnost s Zadnymi jinymi enzymy ¢i
obecné proteiny se znamou funkci a zaroven vykazuji zna¢ny velikostni polymorfismus (od
82 do 648 aminokyselinovych zbytki) (Svensson et al., 2002) s molekulovou hmotnosti od 9
do 200 kDa (Allagulova et al., 2003). Struktura a velikost dehydrinovych molekul je tedy
determinovana kombinaci poctu K-, S-, Y- a ¢- segmentli. Akumulace dehydrini muze
dosahovat vysokého mnozstvi tvofici 1 — 5 % obsahu rozpustnych proteind (Close, 1996).

Dtlezitou vlastnosti dehydrinG je jejich rozpustnost po varu (jsou termostabilni),
¢ehoz se vyuziva pii jejich extrakcei a ziskavani dehydriny bohacené frakce. Obecné dehydriny
obsahuji velké mnozstvi glycinu a lyzinu, naopak téméf chybi cystein a tryptofan. Tim je

vysvétlovana vysoka hydrofilita téchto proteinti (Campbell et Close, 1997).
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Dehydriny jsou podle prace Close (1996) Clenény dle pfitomnosti vyse popsanych
vysoce konzervovanych segmentli a jejich kombinaci na pét tfid: Y,SK;, K,, K,S, SK, a
YK,

Ttida Y,SK; dehydrinti je nejvice abundantni skupinou. Dehydriny zafazené v této
tfidé obsahuji od jednoho do tii Y-segmentl, jeden S-segment a dva K-segmenty. Jedna se o
neutralni nebo bazické proteiny. Jsou indukovany suchem nebo ABA, nikoli pak chladem.
Dehydriny jecmene DHN1, DHN2, DHN3, DHN4, DHN6 a DHNO sdili obecnou strukturu
YSK2 a jsou akumulovany u kli¢nich rostlin jako odpovéd na ABA a dehydrataci, nicméné
jejich obsah zustava nezménén pii hypotermickém stavu. Do této tiidy je fazen i dehydrin
je¢mene DHN12. Gen Dhnl2 je specificky exprimovan béhem embryonalni faze vyvoje.

Ky skupina dehydrini obsahuje od dvou do deviti K-segmentii. Tyto kyselé nebo
neutrdlni proteiny jsou indukovany chladem, suchem a ABA. Piikladem miZze byt gen
je¢mene Dhn5SB (typ Ky), ktery je indukovan hlavné nizkymi teplotami, méné pak suchem a
ABA.

SK, tfida je charakteristickd jednim S-segmentem a dvéma nebo tfemi K-segmenty.
Jsou to kyselé proteiny preferenéné indukované nizkymi teplotami. Typickym zastupcem je
pSeni¢ény protein WCOR410, jehoz obsah je signifikantné vyssi v ozimych odridach psenice
nez v odradach jarnich. Dehydrin DHNS, ktery je homolog WCOR410 v je¢meni, je opét
indukovéan hlavné nizkymi teplotami, v porovnani s dehydriny tfidy Y,SK; pak méné béhem
sucha a ABA.

KnS tiida je zvlastni tim, Ze oproti ostatnim dehydrinim zac¢ina K-motiv jinou
sekvenci aminokyselin - (H/Q)KEG. Zastupcem je naptiklad Wsi724 zryze, ktery je
indukovan chladem a suchem.

Posledni skupinou jsou YK, dehydriny, které obvykle obsahuji Y-segment a jeden
nebo dva K-segmenty. Pfikladem je DHN1 dehydrin z vigny, ktery je asociovan s chladovou
toleranci semen béhem jejich klic¢eni.

Neékteré dehydriny nelze zaradit do Zadné z vySe uvedenych tfid, jako napiiklad
protein H26 z ptacince, ktery ma SK3S strukturu a pravdépodobné reprezentuje prechodnou
formu SK,, a K,S proteind.

Do dne$niho dne byly publikovany stovky dehydrinovych proteinti napti¢ rostlinnou
Fisi (vyssi rostliny — jednodélozné, dvoudélozné, nahosemenné rostliny, mechorosty,
kapradiny, fasy, liSejniky). Homology dehydrini byly objeveny také v houbach
(Pneumocystis carinii) v bunkach bakterii Escherichia coli a dokonce i u bezobratlych, ktefi

mohou piezivat buné¢nou desikaci Vv anhydrobiotickém stavu, jako naptiklad hlistice
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Caenorhabditis elegans (Kosova et al., 2011a). Zajimavosti je, ze k proteinim, které se
vzdalené podobaji dehydriniim patii diky pfitomnosti sekven¢niho motivu, ktery mize utvaret
amfipaticky a helix analogni K-segmentu dehydrint i a-synucleins. Tento protein byl nalezen

v zivo¢isnych neuronech, které se vazou k vezikuliim s neurotransmitery (Souza et al., 2000).

1.11.5 Dehydriny je¢mene
Do dnes$ni doby bylo v genomu je¢mene identifikovano 13 dehydrinovych genii. Tyto

geny lezi na 4 chromozomech — 3H, 4H, 5H a 6H (Choi et al., 1999). Odhaduje se, ze
hexaploidni pSenice, ktera obsahuje tfi homologni Triticeae genomy ma 33-39 Dhn genu
(Choi et al., 1999). Prace Close et al. (1999), fadi mezi suchem indukované dehydriny
nasledujici dehydrinové proteiny: DHN1, DHN2, DHN3, DHN4, DHN6, DHN7, DHNY,
DHN10 a DHN11. Choi et al. (1999) analyzovali expresni charakteristiky 11 dehydrinovych
gentl je¢mene odrudy Dicktoo (v té dobé bylo znamo jen 11 Dhn genti, nicméné statisticka
analyza predikovala dnes$nich 13 Dhn gent) pii stresu suchem, chladem a oSetieni ABA.
Vysledkem bylo, ze exprese dehydrinovych genti byla diferencidlné regulovéna pii téchto
riznych stresech. Prace Choi et al. (1999) stavéla na vSeobecné piijimanych faktech, ze
vsechny Dhn geny kodujici proteiny ttidy YSKoy, tj. Dhnl, Dhn2, Dhn3, Dhn4, Dhn6, Dhn7 a
Dhn9 jsou up-regulovany dehydrataci a ABA, ov§em nikoli chladem. Zajimavé je, Zze v§echny
proteiny téchto genli maji vysokou hodnotu izoelektrického bodu (pI). Dalsim faktem bylo, ze
exprese gentt Dhn5 a Dhn8 (tento gen je jako jediny exprimovan i za normalnich podminek)
je naopak zvysena pii pusobeni nizké teploty a proteiny DHNS5 a DHN8 maji pomérné nizké
pl v kyselé oblasti. Vysledky prace ovSem ukazaly, ze Dhn5 byl up-regulovan chladovym
pusobenim, dehydrataci a ABA oSetfenim. PSeni¢nym ortologem Dhnb, ktery je povazovan za
hlavni chladové indukovany Dhn gen v je¢meni, je gen wcs120, ktery koduje hlavni chladoveé
indukovany protein WCS120 v psenici. Dalsi vysledky ukazaly, Zze Dhn8 byl exprimovan i za
normalnich podminek (spolu s Dhnll), up-regulovan za chladu a ABA a down-regulovan pii
pusobeni sucha. Exprese Dhn10 byla indukovana za dehydratace, nikoli pak za chladu a velmi
slabé (jestlize viibec) ABA.

Jak jiz bylo zminéno, promotory Dhn genti obsahuji typické regulacni cis elementy
souvisejici se suchem, ABA a chladovou odpovédi buriky, respektive celé rostliny. Choi et al.
(1999) identifikovali tyto sekvence v promotorech Dhn gend je¢mene. VSechny promotory
Dhn gent kodujici proteiny tiidy YSK; a Dhn5, Dhn6 a Dhnll obsahuji jeden nebo vice
ABRE a DRE elementt. Exprese téchto dehydrint je up-regulovana jak dehydrataci, tak i
osetienim ABA. Navic tyto geny obsahuji MYC elementy (kromé& Dhn7), které spolu s MYB
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elementy sehravaji tlohu v indukci exprese genu Rd22 v Arabidopsis, ktery je aktivovan
chladem a suchem (Abe et al., 1997).

Obrazek ¢. 4: Schematické zndzornéni Cis regulacnich elementit (DRE, ABRE, MYC A MYB)
Vv promotorech ¢ty Dhn genii v je¢cmeni — Dhnl, Dhn4, Dhn5 a Dhn8. Upraveno podle Choi
et al. (1999)

Dhn1
e
Dhn4
Dhn5
— T e {wve
Dhn8
DRE @ MYB DRE DRE TATA

Tommasini et al. (2008) publikovali jinou rozsahlou transkriptomickou praci, ve které
studovali vliv sucha a chladu na expresi genti odridy je¢mene Morex. Tito autotfi rozdélili
dehydrinové geny na zaklad¢ jejich podobného expresniho profilu metodou hierarchické
klastrové analyzy na tfi skupiny. Hlavni skupinu tvofily dehydriny, jejichz geny byly up-
regulovany suchem (nikoli chladem) — Dhnl, Dhn2, Dhn3, Dhn4, Dhn7, Dhn9 a Dhn10 a za
normalnich fyziologickych podminek jsou exprimovany v koleoptile, embryu, mezokotylu a
v kofinku semene. Tato skupina zahrnuje vSechny nizkomolekuldrni dehydriny a nékteré
bazické dehydrint typu YSK,. Zajimavé je, ze geny Dhnl, Dhn2 a Dhn9 lemuji Vrn-1H lokus
na chromozomu 5H (Choi et al., 1999). Nicméné prace Tommasini et al. (2008) ukazala, ze
Dhnl a Dhn2 nebyly indukovany chladem ani mrazem a naslednym roztanim, zatimco Vrn-

1H byl indukovan v souladu s roli, kterou tento gen sehrava v odpovédi na nizkou teplotu.
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Tabulka ¢. 1: Specifikace dehydrinovych proteinii jeCcmene

Molekulova
Dehydrin Trida Pocet pl (pH) hmotnost Citace
DHN AMK
(kDa)
Dhnl YSK; 139 8,81 14,20 Choi et al. (1999)
Dhn2 YSK> 141 8,81 14,40 Choi et al. (1999)
Dhn3 YSK> 155 8,07 15.70 Choi et al. (1999)
Dhn4 YSK; 205 8,04 20,70 Choi et al. (1999)
Dhn5 Ko 575 6,65 58,50 Close et al. (1995)
Dhn6 YSK3 486 8,80 46,15 Choi et al. (1999)
Dhn7 YSK, 181 9,10 18,10 Choi et al. (1999)
Dhn8 SK3 255 5,21 27,70 Choi et al. (1999)
Dhn9 YSK> 146 9,52 15,10 Choi et al. (1999)
Dhn10 YSK; 295 9,67 29,15 Choi et al. (1999)
Dhnll Y2SK; 232 6,26 23,50 Choi et al. (1999)
Dhn12 YSK> 141 6,59 14,20 Choi et Close (2000)
Dhn13 KS 107 6,84 12,00 Rodriguez et al. (2005)

Druha skupina zahrnovala geny Dhn5, Dhn8 a Dhnl3, které byly indukovany jak
suchem, tak 1 nizkou teplotou. Autofi prace naznacuji, ze diky této vlastnosti by tyto
dehydriny mohly napomahat aklimatizaci bungk, respektive rostlin pfi intenzivnim ptsobeni
strest. Nicméné prace Zhu et al. (2000) ukazala, ze Dhn5 a Dhn8 byly syntetizovany jako
odpovéd’ jen na nizkou teplotu. Podobné i pSeni¢né ortology Dhn5 a Dhn8 byly akumulovany
ve vaskularni transitni zoné meristému odnozovacich uzli chladové aklimatizovanych rostlin,
coz naznacuje, ze sehravaji ulohu v ochrané citlivych pletiv béhem mrazu (Houde et al.,
1995).

Tteti skupinou tvorily Dhn6, Dhnll a Dhnl2, které nebyly indukovany ani nizkou
teplotou ani suchem a byly exprimovany hlavné v embryu a v obilce.

Prace Skodacek et al. (2010b) a Skodacek et Pragil (2011a) popisuji zvysenou
akumulaci dehydrinovych proteinti pfi stresu suchem u riznych odrid je¢mene (Hordeum
vulgare). Na zakladé vyzkumi Skodacek et al. (2010b) a Skodacek et Prasil (2011a) je mozné
ptiklonit se k faktu, Ze i regulace exprese dehydrinu s nevys$i molekulovou hmotnosti DHNS

(58,5 kDa), kodovany genem Dhn5 lokalizovanym na chromozomu 6H, jenz je popisovan

39




Studium proteinovych markeri suchovzdornosti jeémene pomoci souc¢asnych metod proteomiky

hlavné¢ jako chladové indukovany dehydrin, je zvySena pii stresu suchem. Exprese DHNS je
tedy ziejme obecné asociovana s dehydrataci bunék. Tyto vysledky jsou v souladu s vysledky
Brini et al. (2007), v jejichz praci byly publikovany rostliny Arabidopsis s overexprimovanym
DHNS, které byly tolerantnéjsi ke stresu suchem ve srovnani s netransgennimi rostlinami.
Labadidi et al. (2004) sledovali variabilitu alel Dhn genti ve 14. vybranych genotypech
je¢mene (véetné odriidy Tadmor, kterou byla objektem testovani i v této praci). Produkty
polymerazové fetézové reakce (PCR) geni Dhnl a Dhn4 poskytly 4 ruzné amplifika¢ni
fragmenty, coz odrazi piitomnost 4 rtznych alel Dhnl a Dhn4 pfitomnych v souboru
analyzovanych genotypt je¢mene. Geny Dhn3, Dhn5, Dhn7 a Dhn9 vykazovaly pfitomnost
dvou polymorfnich alel kazdého genu a testované genotypy nesly jen jednu strukturni
variantu geni Dhn6 a Dhn10. Close et al. (2000) publikoval alelickou variabilitu Dhn4, ktery
koéduje protein DHNA4, jenz tito autofi povazuji za nejvice abundantni DHN protein v embryu
zralého semene a v suchem stresovaném pletivu rostlin je¢mene. Prace piinesla vysledky,
které prezentuji pfitomnost tii typt alelické variability Dhn4; dvé se manifestuji na proteinové
urovni a jeden v intronu. Na proteinové urovni se tato variabilita demonstruje piitomnosti

ruzného poctu ¢ segmentti mezi K; a K; doménou.

1.11.6 Aquaporiny
Hydrofobni povaha fosfolipidové dvouvrstvy membran zabraiiuje volnému pohybu

molekul vody do bunky a mezi vnitrobunéénymi kompartmenty. Aquaporiny (AQPS)
usnadiiuji a reguluji transport molekul vody pfes membrany, patii do rodiny vysoce
konzervovanych membranovych (kanalovych) proteini nazvanych MIP (major intrinsic
protein). Tonoplastové AQPs (tonoplast intrinsic protein — TIPs) zfejmé zvySuji hydraulickou
permeabilitu tonoplastu, coz podporuje vstup vody do vakuoly a stim spojené rychlé
zvétSovani bunék. Jeden zprvnich MIPs TIPs proteini s AQP funkci u rostlin byl
identifikovan v membrané vakuoly A. thaliana a pojmenovan AtTIP1;1. Peng et al. (2007)
overexprimovali gen PgTIPl z zensenu (Panax ginseng) kodujici AQP sub-rodiny TIPs
(AQPs jsou rozdéleny podle sekvenéni homologie na 5 sub-rodin) v A. thaliana (PgTIP1-
OXP). Determinace expresniho profilu nativniho y-TIP AQP (AtTIP1;1) a dvou COR geni
COR15A a RD29A (na jejichz regulacni elementy se vazi transkripcni aktivatory CBF/DREB)
u WT rostlin, potvrdila jiz zndmy fakt, Ze béhem chladové aklimatizace/chladového stresu
jsou COR geny indukovany (a béhem chladové deaklimatizace downregulovany). Naproti
tomu gen AtTIP1;1 je downregulovan béhem chladové aklimatizace a béhem chladové

deaklimatizace je obnovena ptivodni hladina exprese. Navic nebyly pozorovany rozdily mezi
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stupném exprese obou sledovanych COR genti u WT a PgTIP1-OXP rostlin, coz nasvédcuje
faktu, ze oslabend schopnost chladové aklimatizace PgTIP1-OXP rostlin neni asociovana
s pozménénou expresi COR genil a pravdépodobné byla pfimym nebo nepifimym diisledkem
overexprese PgTIP1, ktery, jak se zda, signifikantné pusobi pii odpovédi rostliny na stres
chladem, suchem a zasolenim. Zda se, Zze fosforylace AQP mize vyvolat zvySenou
permeabilitu plazmatické membrany pro vodu. Piikladem muze byt AQP a-TIP a vyzkumy
fosforylace jeho homologu v oocytech zaby Xenopus. Jinym pifikladem aquaporinu, ktery je
lokalizovan v plazmatické membrané Arabidopsis je RD28, jehoz gen Rd28 je velice rychle
indukovan, zaznamena-li rostlina vodni deficit (Sharma et Dubey, 2010). Jinym piikladem
zmény exprese genll zapojenych v pfijmu vody, iontd a transportnich procesech byl
publikovan v praci Tommasini et al. (2008), kde byla popsana modifikace exprese pro gen

CorA like Mg?* transportér.

1.11.7 Kyselina abscisova
Adaptaéni mechanismus zasadné¢ ovliviiuje schopnost ptizpisobit se neustalym

zménam vné&jSiho prostiedi béhem celého zivota rostlin. Jeden ze zakladnich regulacnich
mechanismi, ktery umoziuje rostlinam citlivé reagovat na zmény prostiedi, tvoti reakce
fizené fytohormony.

Kyselina abscisova (ABA) reguluje riizné vyvojové a fyziologické procesy, jako napf.
dozravani semen, desikaci, dormanci a kli¢eni. ABA dale ptsobi jako medidtor adaptivni
odpovédi na abiotické environmentalni stresy, jako jsou sucho a nizka teplota. ABA je jednim
zmnoha seskviterpenoidii pfitomnych v rostlinach, které jsou jako skupina odvozeny
z kyseliny mevalonové. K pfeméné pres izoprenoidy (je sloZzend ze tfi izoprenoidnich
jednotek) dochazi vétsinou v cytosolu listd (Gupta, 2005).

Hlavni fyziologické uc¢inky ABA jsou inhibice prodluZovaciho ristu, stimulace opadu
listd, urychleni starnuti, regulace dormance a regulace vodniho rezimu rostlin. Pfi nedostatku
vody vyvola uzavieni praduchi a mimo to zvysi hydraulickou vodivost kofent (Gloser et
Prasil, 1998). Nejvice ABA se tvofi v dormantnich orgdnech, ale i v mladych, rychle
rostoucich pletivech. Tvofi se v builkdch obsahujicich chloroplasty ¢i amyloplasty tj.
Vv zelenych Castech rostlin, ale i v kofenovych $pickach. ABA dokazi syntetizovat také houby.
V rostliné ABA plisobi 1 ve velice nizkych koncentracich a mlZe byt v rostlinném téle
transportovana. ABA je fazena mezi fytohormony. Fytohormony neboli endogenni rustové
regulatory, jsou U¢inné ve velmi nizkych koncentracich. Kazdy z fytohormoni ovliviiuje

nekolik ¢asto odliSnych procesii a naopak, tyz proces byva ovlivnén vét§im poctem riiznych
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latek. Fytohormony jsou ucinné pouze ve vazbé s receptorem, latkou bilkovinné povahy
(Machackova, 1998). Mozné receptory ABA popisuje nap. Skodagek et al. (2011b).

Obsah endogenni ABA se dynamicky méni v zdvislosti na syntéze, redistribuci,
pfechodu do inaktivni formy (Sauter et al., 2002) ¢i degradaci ABA. ABA ovliviiuje expresi
mnoha gentl.

Wan et al. (2008) zvefejnili vysledky experimentu, kdy uvedli, Zze pisobeni sucha rychle
zvysilo polymerizaci AtBG1 proteinu, coz mélo za nasledek vice nez Ctyfnasobny nartst jeho
enzymatické aktivity. Z toho vyvozuji, ze pii vyskytu sucha mize AtBG1 slouzit jako
molekularni ptfepina¢ k uvolnéni bioaktivni ABA z ABA-GE transportované ze zasobnich
vakuol a to zatim neznamym mechanizmem. Po uméle zvySené expresi NCED (9-cis-
epoxykarotenoid dioxygenasy) V transgennich rostlinach doslo ke zvysSeni hladiny ABA,
naristu dormance semen, snizeni rychlosti transpirace a nartstu tolerance K suchu coz
podporuje myslenku, ze Sté€pici reakce je hlavnim krokem kontrolujicim biosyntézu ABA
v zelenych pletivech (Wan et al., 2008). V souladu s ptedeslou praci byla u rostlin jeCmene
detekovana zvySena exprese genu kodujici NCED pfi stresu suchem (Tommasini et al., 2008).

Téhtiharju et Palva (2001) studovali roli genu AtPP2CA (z A. thaliana), kodujici
proteinfosfatasu 2C (AtPP2CA), pii chladové aklimatizaci rostlin a vytvorfili transgenni
AtPP2C antisense rostliny huseni¢ku. AtPP2CA je indukovan nizkou teplotou, suchem,
zvySenou koncentraci soli a ABA. Bylo zjisténo, Zze AtPP2CA blokuje geny indukované i
reprimované ABA a funguje tedy jako negativni regulator v ABA signalizaci. Vysledky vyse
uvedenych autort indikuji fakt, ze AtPP2CA je integralni soucasti transdukce signalu za
nizkych teplot a kontroluje citlivost rostlin k ABA pfi chladové aklimatizaci. Inhibice exprese
AtPP2CA v antisense rostlinach akcelerovala chladovou aklimatizaci a vedla k vy$s$i mrazové
toleranci. Toto zvySeni tolerance dobie korelovalo s transientné vysSi endogenni hladinou
ABA. Zesileni mrazové tolerance bylo dosaZeno také pii exogenni aplikaci ABA. Obecné tyto
vysledky naznacuji, Ze antisense rostliny byly senzitivnéjsi k ABA ve srovndni s WT
rostlinami. ZvySeny stupeii chladové aklimatizace je tedy snadno vysvétlitelny
vystupiovanou citlivosti k ABA u transformantli a nasvédcuje faktu, Ze AtPP2CA pusobi
jako negativni regulator nékterych chladem a ABA indukovanych genli a v disledku tedy
funguje jako negativni regulator chladové aklimatizace. Je tedy mozné se domnivat, Ze
AtPP2CA je soucasti na CBF/DREB nezévislé signalni drahy, modulujici expresi chladem a
ABA iniciovanych gent a tedy, Ze modifikacemi jednotlivych komponent signalnich drah

jinych nez transkrip¢nich aktivatort 1ze zvysovat toleranci rostlin k chladu a suchu.
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Cilem prace Asghari et Ebrahimzadeh (2002) bylo zjistit, zda je ABA indukovana
tolerance k suchu ve vztahu ke zméné obsahu proteini ovlivitujicich fotosyntézu. Data
naznacila, Ze stres suchem i aplikace ABA zvySuji pii fotosyntéze expresi Rubisco aktivasy.

Jednou z moznosti sledovani vztahu ABA a proteint je studium ptisobeni konkrétniho
abiotického stresu a aplikace ABA. Tak byl nalezen napiiklad protein AtTSPO (Arabidopsis
thaliana TSPO-related). Tento protein je vazan na membrang, nejcastéji je zjistén v suchych
semenech, ale také béhem vegetativni faze ristu pfi osmotickém stresu ¢i zasoleni anebo
v disledku ptisobeni kyseliny abscisové. AtTSPO protein mize byt detekovan v
endoplazmatickém retikulu a Golgiho aparatu rostlinné buiiky (v epidermis listu). Ma se za to,
ze je indukovan abiotickym stresem a ve vztahu ke kyselin€é abscisové je zapojen do
kratkodobého vnitrobunééného vnimani stresu (Guillaumot et al., 2009).

Vaseva et al. (2010) analyzovali rostliny pSenice 0zimé s rtiznou reaktivitou na sucho
z nadobovych pokusi, které byly ve stafi osmi dnd (u rostlin byl plné vyvinut prvni a
rozvijejici se druhy list) vystaveny stresu sucha a to az po dobu deviti dnd. Vaseva et al.
(2010) uvadeji, ze vyssi obsah ABA vV listech nestresovanych mladych rostlin pSenice je ve
postupujici stres suchem. ABA upreguluje expresi LEA proteint, proteaz, chaperonint, iontl
a vodnich kanalkd, antioxida¢nich enzym@i a enzymid souvisejicich s metabolismem

kompatibilnich rozpusténych latek (Vanikova, 2010).

1.11.8 Oxidativni stres a s nim asociované transduk¢ni signalni drahy
Sucho, chlad a salinita indukuji akumulaci aktivnich forem kysliku (souhrnné

oznacované jako ROS — reactive oxygen species), zahrnujici naptiklad superoxid, peroxid
vodiku a hydroxylovy radikal, jsou vytvafeny jako vedlej$i produkty pii normalnim
bunécném metabolismu. Jejich zvysend produkce je spojena s rtiznymi environmentalnimi
stresy, hlavné suchem, chladem, salinitou a také ABA. Zatimco akumulace vysokého
mnozstvi HO, vede k programované bunétné smrti, jeho relativné mald koncentrace
moduluje genovou expresi vyust'ujici v zesilenou odpoveéd’ rostlin na pusobici stres. Peroxid
vodiku aktivuje fosfokinasu kinasu kinasu (MAPKKK — mitogen-activated protein kinase
Kinase kinase), ktera je prvni kinasou v MAP kinasové signalni kaskad¢, pienasejici signal z
plazmatické membrany do jadra jako odezvu na fadu stimuli. MAPKKK fosforyluje
fosfokinasu kinasu (MAPKK — mitogen-activated protein kinase kinase), ktera fosforylaci
aktivuje fosfokinasu (MAPK — mitogen-activated protein kinase). MAPK se po fosforylaci

pfemisti do jadra, kde muze fosforylovat a aktivovat transkripéni faktory. Protoze je
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transdukéni signalni draha aktivace MAPK peroxidem vodiku konzervovana (vyvojové
zachovana) u vSech eukaryot, Shou et al. (2004) predpokladali, ze konstitutivni exprese
tabakového genu NPK1 (ANP1/2/3 — ortolog v A. thaliana), kodujici MAPKKK, v kukufici
(Zea mays) muze zvysit jeji toleranci k abiotickym stresim. Transgenni rostliny mély
zvySenou hladinu cukrili, coz znaci, ze NPK1 pravdépodobné indukuje ne¢které¢ biochemické
procesy, které zvysuji obsah cukrti. V souladu s ptfedeslymi studiemi rostliny je¢mene za
sucha nebo chladu aktivuji expresi MAPK (Tommasini et al., 2008).

Jak jiz bylo uvedeno vyse, protein kinasy dovedou kontrolovat expresi mnoha
cilovych genti a transkripénich faktori aktivaci transdukénich signéalnich kaskad.
Nukleosiddifosfat kinasy (NDPKS) jsou vSudypfitomné provozni (housekeeping) enzymy,
které udrzuji intraceluldrni hladinu vSech nukleosidtrifosfati (NTP) s vyjimkou
adenosintrifosfatu (ATP). NDPKs se dale tcastni napf. pii auxinové odpovédi a stresove
oxidativni (a UV-B) signalizaci. Byly publikovany studie, které ukazuji, ze transgenni rostliny
obsahujici overexprimovany (nadmérné exprimovany) gen AtINDPK2 z A. thaliana, kodujici
nukleosiddifostat kindzu 2 (NDPK2), mély nejen vyznamné zvysenou toleranci k rozmanitym
environmentalnim stresim (sucho, chlad atd.), ale také indukovaly mnozstvi gent zapojenych
pii bunécné signalni transdukci a ochrané. Experimentalné bylo zjisténo, ze AINDPK2 je
komponentou MAPK signalni drahy aktivované peroxidem vodiku a overexprese AINDPK2
upravuje redox potencial v bunikach. Kim et al. (2009) vlozili AINDPK2 pod kontrolou
SWPA2 POD (oxidative stress-inducible peroxidase promoter) promotoru do rostliny Ipomoea
batatas cv. Yulmi (povijnice batatova, bataty), ktera je velmi senzitivni k nizkym teplotam.
Konzistentné s predesSlymi pracemi byla prokdzdna signifikantné zvySend exprese
antioxida¢nich enzymu, konkrétné peroxidasy (POD), askorbat peroxidasy (APX) a katalasy
(CAT). POD, APX a CAT jsou hlavnimi enzymy detoxikujici H,O,, POD se dale uplatiiuje
pfi ristu a vyvoji rostlin, lignifikaci, suberinizaci a pfi€éném propojovani slozek bunécnych
stén. APX je také soucasti glutathion askorbatového cyklu, ktery hraje klicovou roli pfi
odstraniovani peroxidu vodiku. CAT eliminuje H,O, jeho pfimym rozkladem na vodu a
kyslik, a tak CAT nevyZaduje redukéni silu a ma vysokou reakéni rychlost, ale nizkou afinitu
k H,0, a proto ho miize odstranovat jen v piipadé jeho vysokych koncentraci. Vyse uvedené
poznatky ukazuji na zvySenou toleranci AtINDPK2 rostlin I. batatas k oxidativnimu stresu,
pramenici ze zesilené exprese antioxidanich enzymt — POD, APX a CAT, jejichZ regulace je
pravdépodobné podiizena NDPK2.

Dalsi z mnoha kauzalit zvySené produkce volnych radikald pii pisobeni sucha a také

chladu je pokles fluidity bunéénych membran a ztrata jejich funkénosti z divodu peroxidace
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lipidd. To mé& za nasledek Ubytek nesaturovanych mastnych kyselin a zvySeni rigidity
membran tvofenim kovalentnich vazeb mezi lipidovymi radikaly, vyssi teplotu fazové
tranzice lipid a degradace membran. Dulezity enzym superoxid dismutasa (SOD) katalyzuje
dismutaci superoxidového radikalu a preménuje ho na kyslik a méné toxicky peroxid vodiku
(20, + 2H" — H,0; + O,). McKersie et al. (1993) vlozili Mn-SOD ¢DNA (SOD jsou
metaloproteiny, li§ici se podle kovového kofaktoru — Cu/Zn-SOD, Mn-SOD, Fe-SOD) z
Nicotiana plumbaginifolia do vojtésky seté (Medicago sativa). Analyza potomstva
transformantti s funkénim Mn-SOD transgenem prokazala mnohem rychlejsi obnoveny rast
rostlin po ptedchozi expozici mrazovym podminkdm, v porovnani s potomstvem, které
postradalo funkéni Mn-SOD transgen. Zdé se tedy, ze Mn-SOD ma vyznamnou ulohu pfi
detoxikaci volnych kyslikovych radikali produkovanych rostlinou po stresu spojeném s
dehydrataci. Z dalSich studii ovSem vyplyva, Ze vybalancovany stav mezi ¢innosti SOD a
enzymy, které nasledn¢ katalyzuji detoxikaci peroxidu vodiku (napt. v glutathion
askorbatovém cyklu v chloroplastech) je pravdépodobné rozhodujici. Prace Tommasini et al.
(2008) popisuje indukci genu Cu/Zn SOD u je¢mene pfi stresu suchem a dalSich enzymut
zapojenych v antioxidaénich procesech — glutation-disulfid reduktasa (ATGR1) a

metyltransferasa, které byly exprimovany jak za sucha, tak i za stresu chladem.

1.11.9 Osmotické prizpusobeni
Rostliny si k zajisténi preziti a nasledné prosperit¢ potomstva v nepfiznivych

podminkach prostfedi vyvinuly fadu strategii, jak se s t€émito okolnostmi vyrovnat. Jednim z
nejcastéjSich obrannych mechanismi rostlin je akumulace kompatibilnich solutd,
nizkomolekuldrnich vysoce rozpustnych latek, napf. betainu, polyalkoholl, cukrii a
aminokyselin (sou¢asti osmotického ptizptisobeni je také akumulace hydrofilnich proteint,
jako naptiklad nékteré LEA proteiny vcéetné dehydrind). Osmotické ptizptisobeni tkvi
fakticky ve snizeni osmotického potencidlu (ym), ktery predstavuje nejdilezitéjsi slozku
vodniho potencidlu, jenz je povaZzovan za zékladni pojem vodniho reZimu rostlin (ostatni
slozky vodniho potencidlu nejsou akumulaci kompatibilnich solutli vyznamné ovliviiovany).
Prochazka et al. (1998) uvadi, Ze i malé zvySeni koncentrace latky rozpusténé ve ziedéném
roztoku vede k logaritmické zméné aktivity vody, a tedy 1 vodniho potencialu. Minimalni
(nejblizsi nule) hodnota osmotického potencidlu je dana minimem rozpusténych iontd,
proteintl a ostatnich metabolitli v Zivé buiice.

Rostliny je¢mene, které byly zatizeny suchem nebo chladem, indukovaly syntézu

transkripti  genil, které koduji proteiny spojené s mechanismem ochrany membran a
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akumulaci osmoprotektantt — sacharosy, rafinosy, glycin betainu, galaktinolu a prolinu.
V piipad¢ sucha byly aktivovany geny sacharosa-fosfat syntasy IF, sacharosa syntasy 2, ATP-
vazajici galaktokinasy a betainaldehyd dehydrogenasy. Pti stresu nizkou teplotou nebo pfi
suchu byla zvysena transkripce galaktionol syntasy, Al-pyrrolin-5-karboxylat oxygenasa (Viz.
nize) (Thomassini et al., 2008). Jak jiz bylo zminéno, molekuly osmoprotektantti se akumuluji
Vv cytoplasmé ve vysokych koncentracich za osmotického stresu a uplatiuji se pii udrzovani
turgoru, stabilizaci proteind a bunéénych struktur a detoxikaci ROS (Chen et Murata, 2002).

Za pomoci sofistikovanych nastroji genového inzenyrstvi je mozné z donorovych
organismil izolovat a ndsledné¢ vlozit do cilovych genoml rostlin geny, podmiiujici
biosyntézu rtznych kompatibilnich soluti. V rostlindich je jednim 2z nejbézngjsich
kompatibilnich solutii odvozenych od kvartérni amonné slouceniny betainu, glycin betain
(GB), dale napft. prolin betain, B-alanin betain, cholin-O-sulfat. GB pusobi pii stabilizaci
kvartérnich struktur enzyma a proteinovych komplext (napt. komplex uvoliujici kyslik
fotosystému II), podili se také na udrZzovani vysoce uspotfddaného stavu membran pii
extrémnich teplotach ¢i vysoké koncentraci soli (Chen et Murata, 2002). U vyssich rostlin je
vychozi latkou pro biosyntézu GB, jenz probiha v chloroplastech, cholin. Cholin je
konvertovan na GB dvoustupiiovou dehydrogenaci/oxidaci pies nestdly meziprodukt betain
aldehyd. Reakci cholinu na intermedidt betain aldehyd katalyzuje enzym cholin
monooxygenasa (COM) a naslednou reakci katalyzuje betain aldehyd dehydrogenasa
(BADH). Sakamoto et Murata (1998) vytvotili transgenni rostliny ryze (Oryza sativa) a
Arabidopsis thaliana (Sakamota et al., 2000), které obsahovaly gen codA z pudni bakterie
Arthrobacter globiformis. Biosyntéza GB z cholinu je na rozdil od rostlin u bakterie A.
globiformis katalyzovana jen jednim enzymem cholin oxiddzou (COD). Ryze a huseni¢ek
jsou fazeni mezi tzv. neakumuldtory GB, nebot’ nemohou produkovat GB z diivodu absence
aktivity dvou vySe uvedenych enzymi (ve skutecnosti produkuji GB ve velmi malém
mnozstvi). Modifikované rostliny nesouci gen codA kodujici COD, kromé tolerance k mrazu
(A. thaliana) a chladu (O. sativa) vykazovaly i intenzivnéjsi toleranci k zasoleni a suchu (O.
sativa).

DalSim Siroce rozSifenym kompatibilnim solutem v rostlinach je aminokyselina prolin
(Pro). Pro se uplatiluje jako medidtor osmotického pfizplsobeni, stabilizator subcelularnich
struktur, akceptor volnych radikdlii a jako dulezity konstituent strukturdlnich proteint
bunééné stény. Vyssi rostliny syntetizuji Pro ptes kyselinu glutamovou (Glu) a jeho

degradace. Metabolizace Pro na Glu probiha pies Al-pyrrolin-5-karboxylat (P5C) a glutamat-
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y-semialdehyd (GSA). Tuto drahu katalyzuji dva enzymy, prolin dehydrogenasa (ProDH) v
prvnim kroku, PSC dehydrogenasa (PSCDH) v druhém kroku. Gen AtProDH (ERDS), ktery
koduje prekurzor ProDH byl izolovan z A. thaliana. Nanjo et al. (1999) vytvofili transgenni
rostliny A. thaliana s AtProDH ¢cDNA (komplementarni DNA), ktera kédovala protismyslny
(antisense) gen pro ProDH, ktery katalyzuje pocatecni reakci degradace Pro. Prostfednictvim
protismysiné konstrukce transgenu (tedy transgenu, jehoz transkripci vznikd RNA
komplementarni k mRNA urcitého genu) je mozné blokovat dulezité enzymy biosyntetickych
drah (Ondfej et Drobnik, 2002). Suprese degradace Pro u antisense rostlin A. thaliana vedla k
vys$$i akumulaci Pro, a proto byly tyto rostliny obecn¢ tolerantnéjsi k dehydrataci. Tento vztah
ukazuje na pozitivni korelaci mezi akumulaci Pro a stresovou toleranci rostlin.

Trehalosa (a-D-glukopyranosyl-[1,1]-a-D-glukopyranosa) je neredukujici disacharid,
ktery slouzi nejen jako energetickd rezerva, ale funguje také jako ochranny metabolit pti
pusobeni mnoha stresti. Je dobfe znamo, Ze trehalosa ma vysokou vodni retenéni aktivitu,
kterd pomahé udrzovat fluiditu bunéénych membran. VSechny dvoudélozné rostliny, které
m¢ély vneseny geny z mikroorganismil, podminujici biosyntézu tohoto disacharidu, trehalosa-
6-fosfat (T-6-P) syntasa (TPS) a/nebo T-6-P fosfatasa (TPP), kromé& zvysSené tolerance
k abiotickym stresim vykazovaly také vyvojové zmény (zakrsly rist). Akumulace trehalosy
pusobi tedy pleiotropickym zplsobem. Zajimavé je, ze ryze (Oryza sativa) se jevi jako
rostlina tolerantné&jsi k trehalose ve srovnani s dvoudéloznymi rostlinami, nebot’ rtist rostlin po
exogenni aplikaci trehalosy nebyl inhibovan. Tohoto faktu vyuzili Jang et al. (2003) a
vytvoftili ryzi (Ubil::TPSP ryze) vlozenim genu kodujiciho bifunkéni fazi enzyma (TPSP)
TPS a TPP z bakterie Escherichia coli pod kontrolou promotoru ubikvitinu Ubil z kukufice.
Vysledkem bylo, ze katalyticka G¢innost TPSP byla 3,5 — 4krat vyss§i nez smés individudlnich
enzymu, coz demonstruje kinetické vyhody fuznich enzymu. Navic Ubil::TPSP rostliny ryze
nevykazovaly riistové inhibice ani jiné viditelné fenotypové modifikace navzdory vysoké
produkci trehalosy a mély zvysenou toleranci k suchu, chladu a zasoleni. Vysledky této studie
ukazuji, ze trehalosa ma komplexni ochrannou aktivitu pii pisobeni abiotickych strest a ze

ryze je tolerantnéjsi k syntéze a akumulaci trehalosy nez dvoudéloZzné rostliny.

1.12 Diferen¢ni neboli srovnavaci proteomika
Srovnavaci proteomika, ktera je pfedmétem této prace je dle definice Chmelika (2005)

zalozena na analyze slozitych smési bilkovin, kterd sleduje zmény sloZeni bilkovin pfi

ruznych stavech organismu (napt. sucho versus zalivka) s cilem nalézt a identifikovat rozdilné

vvvvv
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niz8§i mife, urcit, zda nékteré proteiny chybéji, jsou modifikovany, piipadné zjistit vyskyt
proteinti novych. Srovnavaci proteomika S pomoci statistickych nastroji dovoluje sestavit
skupiny proteini, které vykazuji identické charakteristiky a tvoii tzv. regulony. Ty pfedstavuji
uskupeni proteint, jejichz geny jsou regulovany identickymi nebo podobnymi regula¢nimi
mechanismy (Weiser et al., 2005).

Proteomika tak mtze slouzit k vyhledavani specifickych proteinti, tzv. proteinovych
markerti, na zdkladé¢ jejich zvySené nebo snizené exprese pii nefyziologickych
(patologickych) stavech (Collinsova et Jiracek, 2004). Proteinovy marker Ize definovat jako
protein, ktery vykazuje reprodukovatelné rozdily v expresi €i struktute specifické pro danou

vlastnost, v pripad¢ této prace konkrétné pro suchovzdornost (toleranci k suchu).

1.12.1 Metoda elektroforetické separace proteini
Proteomika se béhem posledniho desetileti stala jednim z nejdynamictéjSich obori

Vv piirodnich védéach. Za to vdeci rozvoji molekularni biologie, genomiky, bioinformatiky a
spektroskopickych a separa¢nich metod, coz ptispélo k zdokonaleni analyzy nukleovych
kyselin, separace a charakterizace bilkovin. Proteomika vyuziva metod s vysokou vykonnosti
(high throughput) jako jsou dvourozmérna gelova -elektroforéza (2-D), kapalinova
chromatografie (LC) a hmotnostni spektrometriec (MS) s ionizaci MALDI (matrix assisted
laser desorption/ionization, tj. laserova desorpce a ionizace S ucasti matrice) nebo ESI
(electrospray ionization, tj. ionizace elektrosprejem) (Stosova et al., 2005). Vyuziti vypocetni
techniky pro zpracovani dat ziskanych hmotnosti spektrometrii umoznilo rychlou identifikaci
bilkovin (Chmelik, 2005).

Tradiéni metodou proteomiky je dvourozmérna gelovd elektroforéza na
polyakrylamidovém gelu, vyuzivana nejen k separaci bilkovin, ale 1 k ziskdvani
dvourozmérnych map bilkovin, které lze pifimo vyuzit k proteomické charakterizaci
organismu, tkani, bun¢k, metabolickych procest (Chmelik, 2005). O’Farrell (1975) popsal
2-D elektroforézu jako prvni, a to vroce 1975, nicméné¢ Laemmli (1970) pouzil
elektroforetické déleni proteini jiz vroce 1970. Piednosti 2-D metody je rozdéleni
jednotlivych proteinti na gelech podle dvou nezavislych biochemickych charakteristik.
Nejprve jsou proteiny v prvnim sméru rozd€leny dle svych naboji (do isoelektrickych bod,
pD) a poté v kolmém sméru podle svych molekulovych hmotnosti. Vysledkem je proteinova
mapa, vV niz kazdy protein zaujimd charakteristickou pozici (Kovarova, 2005). S pomoci
dvoudimenziondlni gelové elektroforézy lze v idedlnich ptipadech rozdélit aZz nckolik tisic

proteind. V soucasné dobé& prevlada pouZivani imobilizovanych pH gradientii (rozdéleni
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proteinli v prvnim rozméru), coz do znacné miry vyfeSilo problém reprodukovatelnosti
prvniho rozméru a usnadnilo déleni bazickych proteint.

Ptestoze 2-DE je velmi vhodnou metodou pro separaci komplexnich smési proteint,
ma tato technika i svoje nevyhody. Jednou z nich je problém Sirokého rozpéti koncentraci
jednotlivych pritomnych proteinti. V ptipad¢ lidskych bunék predstavuje toto rozpéti priblizné
7 tadi, od nejmensiho vyskytu (1 kopie) po nejhojn&jsi (10° kopii) zastoupeni proteini
pfitomnych v buince ve stejném okamziku. Pouzivané metody barveni proteinii v gelech,
véetné fluorescenéniho zobrazovani, vSak vizualizuji pouze ty proteiny, které ve vzorku
vykazuji stfedni a vysokou miru vyskytu. Ackoliv technicky pokrok v oblasti 2-DE a MS
proteinli zvysil citlivost, reprodukovatelnost a kapacitu proteomické analyzy, neni mozné
analyzovat tak Siroké rozpéti vyskytu proteinti soucasné. Dalsi nevyhodou 2-DE je jeji Casova
naro¢nost a pracnost celého procesu, ktery vyzaduje specifické dovednosti a zruénost pro

tvorbu kvantitativné a prostorové reprodukovatelnych gelt (Collinsova et Jiracek, 2004).

1.12.2 Dvourozmérna diferencni gelova elektroforéza
Dvourozméra diferencni gelova elektroforéza (2-D DIGE) je moderni modifikace

dvourozmérné gelové elektroforézy (2-DE), kterda vyuziva ke znaceni proteinovych vzorkt
fluorescencnich barviv CyDyesTM (GE Healthcare, Little Chalfont, Velka Britanie) a ktera
byla vyvinuta v 90. letech 20. stoleti (Unlu et al., 1997). Uziti az tii barviv CyDyes ke zna¢eni
proteinovych vzorkl pred jejich délenim umoziiuje nanaset na jeden gel, resp. jeden prouzek
s imobilizovanym pH gradientem (IPG prouzek) dva riizné vzorky a navic jest€¢ smésny
vzorek. Tento vzorek vznikne smisenim vSech vzorkli, snimiZz pracujeme v daném
experimentu, a slouzi jako interni standard. Tak je vyrazné eliminovan problém kvantifikace
proteinovych skvrn v jednotlivych vzorcich, resp. problém opakovatelnosti dvourozmérnych
geld, ktery je hlavnim problémem klasické dvourozmémé elektroforézy. Moznost
kvantitativné porovnavat dva vzorky v jednom gelu soucasné spolu s pfitomnosti interniho
standardu ptedstavuje hlavni vyhodu 2-D DIGE oproti 2-DE, kde se na jeden IPG prouzek
nanasi pouze jeden vzorek. 2-D DIGE tak umozZziuje rozvijet a realizovat strategii expresni a
srovnavaci proteomiky tim, Ze daleko preciznéji porovnava a kvantifikuje zmény v proteinoveé
expresi u dvou rozdilnych vzorkl na jednom gelu. Shodné jako u 2-DE se vybrané proteiny,
separované na gelu vtzv. proteinovych skvrnach, identifikuji pomoci hmotnostni
spektrometrie (MS). Na velkych gelech (24 cm velky IPG prouzek) lze detegovat az n¢kolik
tisic nejcetnéjSich proteinovych skvrn v zavislosti na vzorku. To uz pfedstavuje vyznamnou

Cast proteomu, zvlasté pokud se jedna o jeho ur€itou frakci - subproteom (jaderny,
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mitochondrialni, plastidovy, membranovy, fosfoproteom apod.). V soucasnosti je 2-D DIGE
jedna z vhodnych a dostupnych proteomickych metod, ktera umoziuje nejen kvantifikovat a
identifikovat tisice proteinti najednou, ale také kvantifikovat riizné post-translacni modifikace
téchto proteint diky rozdilné pohyblivosti jejich skvrn na dvourozmérnych gelech.

Molekula kazdého barviva CyDye se sklada ze tii ¢asti — fluoroforu, spojovaci casti
(tzv. linker) a reaktivni ¢asti, jez je nezbytna pro navazani barviva na urcity aminokyselinovy

zbytek v molekule proteinu vzorku.

Obrazek ¢. 5: Strukturni vzorce barviv Cy3 a Cy5 pro minimalni barveni
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spektra (obrazek ¢. 6). Proto lze snimat samostatné jednotlivé vzorky. Barvivo Cy2, které se
obvykle pouziva ke znaceni smé&sného vzorku pouZivaného jako interni standard, emituje ve
zluté oblasti viditelného spektra ((absorpéni maximum v dimethylformamidu (DMF) 49143
nm; emisni maximum v DMF 506+5 nm)). Barvivo Cy3 emituje v Cervené oblasti
viditelného spektra (absorpéni maximum v DMF 55243 nm; emisni maximum v DMF 572+5
nm) a barvivo Cy5 ma emisni maximum v modré oblasti viditelného spektra (absorp¢ni

maximum v DMF 648+3 nm; emisni maximum v DMF 669+5 nm).
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Obrazek ¢. 6: Emisni a excitacni spektra barvicek CyDye
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Dalsi unikatni vlastnosti sady barviv CyDyes (Cy2, Cy3 a Cy5) je jejich téméf shodna
relativni molekulova hmotnost Mr (Cy2 - kation) = 550,59; Mr (Cy3 - kation) = 582,76; Mr
(Cy5 - kation) = 580,74. To znamena, ze po navazani molekuly fluorescen¢niho barviva na
molekulu proteinu se molekulova hmotnost komplexu protein-barvivo zméni pro dany protein
vzdy o pfiblizn€ stejnou hodnotu, at’ uz se na dany protein navaze barvivo Cy2, Cy3 anebo
Cy5. Tato vlastnost barviv CyDyes je dileZitd pro naslednou identifikaci separovanych

proteinti pomoci hmotnostni spektrometrie.
Obrazek ¢. 7: Chemicky princip vazby fluorescencnich barviv na proteiny
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K detekci a vyhodnoceni separovanych proteini se vyuziva laserovy fluorescencni

scanner nebo fluorescencni CCD-kamera. Pomoci specidlniho softwaru (napf. PDQuest od
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firmy Bio-Rad, Hercules, USA) se provadi kvalitativni hodnoceni na zakladé hodnot pl a MW
a kvantitativni hodnoceni proteinovych skvrn.

Data ziskana densitometrickou analyzou proteinovych skvrn pfedstavuji velice
robustni vicedimenzionalni soubory dat, kde hodnocena veli¢ina - hustota proteinovych skvrn,
je zéavislou proménnou zavisejici na vétsim poctu nezavisle proménnych, ktery se méni dle
konkrétniho uspofadddni experimentu. K hodnoceni tohoto typu dat se pouziva nejcastéji
shlukova (klastrova) analyza anebo analyza hlavnich komponent. Proteinové skvrny vhodné
pro identifikaci se vétSinou selektuji na zakladé analyzy hlavnich komponent nebo analyzy
rozptylu, kdy se vybiraji napt. skvrny, které se svou hustotou 1i§i napt. minimaln¢ 2 krat (o =
0,05) asponl v jedné varianté¢ experimentu. Nasledné se pomoci trypsinu vyfezané proteiny
nastipou na peptidy, které se identifikuji pomoci MS (napt. MALDI-TOF/TOF, LC-MS/MS)
a prohledanim proteinovych a EST (Expressed Sequence Tag) databazi pomoci vhodného
programu (napt. MASCOT, www.matrixscience.com). Identifikované proteiny se nasledné
charakterizuji dle jejich molekuldrni a biologické funkce ¢i vyskytu pomoci vhodnych

internetovych nastroju (napf. www.geneontology.org; www.genome.jp/keqq;

Www.uniprot.org) ¢i prohledanim védecké literatury.

Detailni popis dvourozmérné diferen¢ni gelové elektroforézy je uveden v publikaci

Vitamvas et al. (2010).

1.13 Principy hmotnostni spektrometrie v proteomice
Hlavnim tikolem hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry - MS) je identifikace a

kvantifikace proteinti, které mohou hrat vyznamnou roli v procesech probihajicich v buiice, tj.
pfi metabolismu, bunééném déleni nebo napi. v obrannych mechanismech.

Po rozdéleni smési bilkovin vhodnou separaéni metodou (elektroforetickou ¢i
chromatografickou) nasleduje §tépeni proteinti enzymatickou nebo chemickou cestou (BrCN -
bromkyan) na smési peptidt, coz predstavuje nejbéznéjsi strategii pro identifikaci proteinu.
Cilem Stépeni bilkovin je definované fragmentovat protein, aby jednotlivé peptidy byly
dostate¢né malé na optimalni MS analyzu (optimum 6 — 20 AMK, cca 800 — 2 500 kDa), ale
zaroven poskytly dostatecnou sekvencni informaci. Molekulovda hmotnost peptidovych
fragmentl se pak meéfi na hmotnostnim spektrometru s vysokou piesnosti. Ze vSech
dostupnych proteolytickych enzyml se v proteomice nejCastéji vyuziva trypsin. Jeho
vlastnosti a vyuziti popisuje Stosova et al. (2005) - trypsin (EC 3.4.21.4) je serinova
endopeptidasa (existuje 5 charakteristickych skupin peptidas: serinové, cysteinové (thiolové),

aspartaitové a dale peptidasy obsahujici kovovy iont jako kofaktor a threoninové) ma
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definovanou a pomérné¢ uzkou substratovou specifitu ($tépi za argininem a lyzinem
nenasleduje-li prolin) a poskytuje peptidy o velikosti (1 — 3 tis. kDa) vhodné pro MS analyzu,
které maji navic na C-konci zbytky bazickych aminokyselin argininu a lyzinu, které jsou
dobie protonovany. Jeho prekurzorem je inaktivni trypsinogen. Trypsin se ziskava z organu
traviciho traktu obratlovcd, konkrétné pak z pankreatu. Trypsin ma vysadni postaveni
V proteomice. A to proto, ze pokud provadime Sté€peni v polyakrylamidovém gelu, jednim
z limityjicich faktort difuze peptidasy K substratu je velikost jeji molekuly. Pro 12%
polyakrylamidovy gel, ktery je standardné pouzivan k ptipravé proteinového vzorku pro MS
analyzu, byla odvozena zdéanliva velikost porti 20 az 30 A. Molekula B-trypsinu mé véetné
solvata¢niho obalu rozméry mensi (17 A). Pro vétsi molekuly peptidas je difuzi zabranéno se
sterickych davodu.

Nejrozsitengjsi MS technikou v analyzy proteini ¢ peptidi je hmotnostni
spektrometrie MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonization/Time of Flight)).
Principem MALDI ionizace je naneseni malého mnozstvi vzorku spole¢né s vhodnou matrici
(kyselina 2,5-dihydroxybenzoova, kyselina a-kyano-4-hydroxy-skoiicova a dalsi) na tercik a
nasledna desorpce a ionizace kratkym pulsem laseru. Vysledkem celého procesu je ionizace
peptidi nebo proteini aniz by doslo k jejich fragmentaci a jejich nasledna hmotnostni
analyza. lonizace MALDI je realizovana ve vakuu, ale napt. Godula (2005) publikoval praci,
Vniz popisuje pokusy realizovat MALDI za atmosférického tlaku (AP-MALDI). Pted
vstupem do priletového analyzatoru hmotnostniho spektrometru, jehoz tkolem je rozdélit
ionty podle jejich mérného ndboje m/z, jsou vzniklé ionty urychleny elektrickym polem.
ProtoZze vSechny ionty jsou urychleny stejnym napétim, ionty S odliSnym pomérem
hmotnost/naboj (m/z) budou putovat rozdilnou rychlosti a ionty s vysokou hodnotou m/z
budou putovat pomaleji neZ mensi ionty. Pomér m/z ionizovanych analytl je stanoven
méfenim ¢asu (TOF — Time of Flight) dopadu na detektor. Systém piepocitava dobu letu na
presnou molekulovou hmotnost, ktera pak dovoluje identifikaci nebo charakterizaci
testovaného vzorku (Fella et al., 2005).

Velmi citlivou a rychlou metodou je peptidové mapovani (PMF — peptide mass
fingerprinting), ve kterém jsou piesné zmétené molekulové hmotnosti peptidii porovnavany
s teoreticky vypocCitanymi hmotnostmi  bilkoviny pfitomné v databazi spekter peptidd,
pfi¢emz toto srovnani je provedeno pro kazdou bilkovinu v databazi zvIast’ (obrazek ¢&. 8).
Bilkovina z databaze vykazujici nejvétsi shodu pii pouziti vhodného skorovaciho algoritmu

identifikuje analyzovanou bilkovinu (Rehulka et al., 2007).
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Obrazek ¢. 8: Schéma principu peptidového mapovani
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1.13.1 Sekvenovani peptidi hmotnostni spektrometrii
Tato technika je spojena standemovymi hmotnostnimi analyzatory (TOF/TOF,

iontovymi pastmi ¢i konfigurace kvadrupdl/priletovy analyzator TOF). V prvnim
hmotnostnim analyzatoru je vybran (izolovan) iont dle m/z, ktery chceme dale fragmentovat.
Nasledné je v kolizni cele izolovany peptid srazkou s inertnim plynem (helium nebo argon)
fragmentovan. Ve druhém hmotnostnim analyzatoru jsou ionty rozdéleny dle m/z a
detekovany na detektoru (obrazek €. 9).

Zjisténi sekvence peptidi muze byt provedeno neptimo metodou PMF. Jak bylo
popsano vyse, po usp&$né identifikaci bilkoviny jsou experimentalni molekulové hmotnosti
peptidi ptifazeny k sekvencim peptidd a tim je uréena primarni struktura analyzovanych
peptidd. Principem sekvenovani peptidu je, ziskani alespon ¢aste¢né informace o0 primarni
struktufe peptidu uZitim informace ziskané z fragmenta¢niho hmotnostniho spektra (Rehulka

et al., 2007). Podrobné se hmotnostni spektrometrii proteinii zabyva napt. prace Domon et

Aebersold (2006).
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Obrazek ¢. 9: Principialni schéma sekvenovani proteinit MSIMS
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1.14 Diskriminace izotopu **C

Uinné vyuzivani limitujicich piirodnich zdroji rostlinami je evoluéné stabilni
strategii. U¢inné vyuzivani dostupné vody v $ir§im slova smyslu (tj. G&innost jeji extrakce
z pudy, ucinnost transpirace i u¢innost alokace uhliku do rozmnozovacich organt) tak muselo
byt podminkou evolu¢ni zdatnosti dnes existujicich hydrostabilnich (homoiohydrickych)
druhi rostlin (Santra¢ek, 2008).

Vétsinu vody rostliny ztraceji pruduchy. Vztah mezi fixaci CO, a ztratou vody na
urovni listu vyplyva z existence spole¢né drahy vody ven z listu a CO; do listu, tedy smény
CO; za vodu. Kazdé zvySeni produkce biomasy nadzemni ¢asti rostliny je zaplaceno ztratou
urcitého mnozstvi vody navic. Naopak, kazdy 1 docasny nedostatek vody se projevi mensSim
mnozstvim fixovaného CO; a akumulované sudiny (Santricek, 2008). Pomér fotosyntézy
K transpiraci je definovan jako efektivita vyuziti vody — WUE (Water Use Efficiency).
Definice WUE na trovni listu definuje Zamecnik (2008) jako integralni nahromadéni suSiny
ke spotiebé vody (podil CO, asimilace a vody, ktera se odparila z listd transpiraci). Hlavnim
fyziologickym parametrem, na kterém zavisi WUE je zapornd funkce poméru koncentrace
CO; mezi vnitinim a vnéj$im prostorem listu.

WUE se obtizné¢ a velmi pracné meéfi s dostateCnou piesnosti zvlaste v polnich
podminkach. Vhodny méfitelny ptiznak fyziologicky zalozen¢ WUE, ktery by dobte odrazel
rozdily v G¢innostech mezi druhy ¢i odridami, se ukazuje byt diskriminace izotopu uhliku B¢

X 13
a oznacuje se A ~C.
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Pouziti stabilnich izotopi ve fyziologii rostlin je mozné diky tzv. izotopovému efektu,
ktery je zptisobeny rozdily ve fyzikalnich a chemickych vlastnostech t&zkych (*3C) a lehkych
izotopu (12C). Zastoupeni izotopu uhliku v CO; v atmosféfe neni rovnocenné (Vaskova,
2009). 2CO; je zastoupen v atmosféie asi z 98,9 %, zatimco &7k forma *CO, tvoii zbylych
1,1 %. Enyzm Rubisco (Ribulosa-1,6-bisfosfat karboxylasa/oxygenasa) katalyzujici
karboxylagni reakci C3 rostlin, méa vyssi afinitu (ochotngji vaze) k ?CO,, ktery se také
rychleji pohybuje difuzi. Uhlik v such¢ hmoté C3 rostlin je tak ve srovnani s atmosférou
ochuzen o izotop *C. Tento fenomén je nazyvan izotopova diskriminace uhliku (0znagovéan A
3C). Tento parametr je piimo GUmé&my poméru ci/c, (intracelularni koncentrace CO,
v listu/koncentrace CO, ve vn&jsi atmosféte). Diky tomuto vztahu lze A *C vyuzit jako
nepiimo umérn€. Proto je 1 zdvislost mezi A 3C a WUE neptimo tmérna (Farquhar et al.
1982). Bude-li c; oproti c, relativné vysoka (priaduchova vodivost bude mnohem vyssi nez
rychlost fotosyntézy), bude *3C pti karboxylaci silng diskriminovan a hodnota & **C cukri (5
— izotopové slozeni latky) v listu bude nizka. Pokud ale situace bude opa¢na a praduchova
vodivost bude ve srovnani S rychlosti fotosyntézy mala, potom dojde k poklesu c;,
diskriminace **C se snizi a hodnota & *C cukrt se naopak zvysi (Vaskové, 2009). Vyhodou
je, ze se izotopovy signal susiny integruje po celou dobu tvorby susiny a proto odpada efekt

okamzitého méfeni a variability v ase (Santracek, 2008).

1.14.1 Slechténi rostlin na vys§i Géinnost vyuZiti vody
Zemédé@lska produkce suchych oblasti je vétSinou limitovana nedostatkem srazkové

vody. Periodické sucho je, zda se, stile Cast&j$Sim jevem i1 v mirném klimatickém pasmu.
Pouziti zavlahové a obecny nedostatek uzitkové vody vytvareji tlak na péstovani odrid plodin
s vysokou Uc¢innosti vyuziti vody, tedy s vyssi produkci biomasy nebo zrna pfi stejné nebo
snizené spotiebé vody (Santricek, 2010).

Farquhar et al. (1982) teoreticky odvodili, Ze mira diskriminace t&Zkého uhliku (A **C)
by méla byt nizkéd u rostlin, které ziskaly vice uhliku na jednotku spotiebované vody, tedy
maji vysokou ucinnost vyuziti vody WUE. Naopak, méné U¢inné rostliny by mély mit
relativné méné uhliku *C, protoze by jej mély vice diskriminovat. Tato teorie byla mnohokrat
v uplynulych dvaceti péti letech testovana v laboratornich i terénnich podminkach. Potvrdila
se a na jejim zéaklad¢ byly u€inény Slechtitelské pokusy selektovat odridy C3 obilnin a jinych
plodin na zvySenou ucinnost vyuziti vody zadouci hlavné v aridnich podminkach.

V sortimentu péstovanych pSenice jsou v soucasné dobé komeréné dvé odridy uznané
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v Austrélii ,,Drysdale a ,,Rees“ u jejichz zrodu stale srceening na diskriminaci izotopu *°C.
Casto se ale v pokusech ukazuje, e zvysena WUE na tGrovni listu nebo rostliny se nepromita
do vyssi produkce biomasy nebo vynosu zrna na Grovni porostu plodiny.

Vétsina publikovanych praci ukazuje na to, ze u obilnin spiSe nez negativni existuje
pozitivni korelace mezi vynosem (zrna nebo biomasy) a izotopovou diskriminaci. Jinymi
pravdépodobné v tom, ze se mnoho rostlin véetné pSenice a ziejmé trav obecné chova
,konzervativn¢“, tj. pfi nizkém ci/c, a tedy vysok¢é WUE indikované malou hodnotou
diskriminace, rostlinou rostou mén¢ i tehdy a pravé tehdy kdyz jsou dobie zasobené vodou.
Zachovavaji si totiz nizkou vodivost praduchii (a tim nizké c;) i ptes tieba vyjimecny sezonni
dostatek vody. Oc¢ekdvany negativni vztah mezi diskriminaci a vynosem biomasy nebo zrna
(a pozitivni mezi WUE a vynosem) se u nich projevi jen pfi deficitu vody. Tedy jinymi slovy,
nizké c; neni zplisobeno zvysSenou karboxala¢ni kapacitou fotosyntetického aparatu ale
privienim praducht. Pozitivni korelace diskriminace a rastu se da v nékterych piipadech
vysvétlit také fenologickymi fazemi vyvoje rostlin. Rostliny s vy$§im A Bc maji ¢asto rychly
rust v zaCatku vegetace, ktery vede k zastinéni povrchu puidy listy a naslednému niz§imu
vyparu béhem vegetac¢ni doby. VétSina vody v pudé tak zistava k dispozici pro transpiraci
rostliny.

Pojednani o vyuziti izotopové diskriminace pfi selekci na vyssi ucinnost vyuziti vody
je dobré doplnit odpovédi na Casto diskutovany prakticky problém, a to jakym podminkam
testované rostliny vystavit a v které vyvojové fazi rostlin odebirat vzorky. Santriéek (2010)
uvadi dva hlavni diavody, pro které je vhodné odebirat vzorky listt z rostlin v ¢asné fazi
vyvoje a z rostlin nestresovanych suchem, dostatecné zavlaZenych. A to pfesto, Ze se takovy
postup pro screening na ucinnost vyuZziti vody mize zdat paradoxni, a to z toho diivodu, proc¢
hledat rozdily v tom, jak se rostlina umi vypofadat se suchem, jak vyuZije omezené mnoZstvi
vody, které ma k dispozici, za podminek, kdy zadné sucho nenastalo? Ukazuje se, Ze:

1. opakovatelnost vysledkt A *C analyz a dédivosti WUE je nejvy3si pokud jesté nebyla
zménéna prostfedim, nepfibyla k nim environmentalni slozka, tfeba sucho pted
metanim, které méni vodivost praduchii odlisn€ u rGznych genotypli a tim ovlivni
podstatné A *C a rozdily v diskriminaci mezi liniemi,

2. Odbér v rané fazi ontogeneze umozni pouziti té€ch rostlin pro zpétné kiizeni, které byly
(n€kolik tydnti pred kvetenim) testovany. Tim se urychli proces kiizeni a nasledného

vybéru. Ob¢é zminéné zasady predpokladaji, ze WUE je vlastnost, ktera se dédi¢né
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pfedava potomstvu. To miize mnohym pfipadat jako mylny pfedpoklad protoze

rychlost fotosyntézy i otevieni praduchu je jisté fizeno mnoha geny kvantitativné

Je ovSem nutno si uvédomit, Ze vysokd hodnota WUE na urovni listu a rostliny neni
zarukou vysoké WUE Vv agronomickém smyslu (pomér vynosu zrna a spotfebované vody za
zivot rostliny). Interferujici vlivy skliziového indexu, frakce vody vypatfené z povrchu pidy a
rychlosti zapojeni porostu vedou k tomu, ze se vynosné¢ odridy nemusi nutn¢ vyznacovat
nizkou hodnotou A *C v jejich susing. Reseni problémt miiZe piinést spojené usili fyziologt,
Slechtitell a molekuldrnich biologii (napt. nalezeni QTL pro znak ucinnosti vyuziti vody
(Santricek, 2010).

Zajimavou proteomickou studii spojenou s fenoménem diskriminace **C publikovali
Bonhomme et al. (2009) na osmi genotypech topolu (Populus x euamericana). Kosova et al.
(2011a) shrnuje ve své publikaci vysledky této prace, ve které byly analyzovany zmény
v abundanci protein zptusobené vlivem sucha u osmi rtiznych genotypt topolt lisicich se
odolnosti k suchu (vyjadfenou parametrem A 13C) a nalezli korelaci mezi zménami
V parametru A 3C a zménami v abundanci proteinovych spotli pro 45 riznych proteint.
Nejvetsi Cast téchto proteinti predstavovaly (veelku logicky) enzymy souvisejici s fixaci
uhliku (Rubisco aktivasa, o-podjednotka ATP synthasy, sedoheptulosa-1,7-bisfosfatasa,
triosofosfatisomerasa), avSak kromé téchto proteinti byla statisticky vyznamna korelace mezi
A a abundanci zjiSténa 1 pro spermidinsynthasu, monodehydroaskorbéatreduktasu (MDAR),
chloroplastovy  elongacni  faktor G, glycindehydrogenasu, feredoxin-dependentni
glutamatsynthasu (enzym ucastnici se fotorespirace), 2,3-bisfosfoglycerat-independentni
fosfoglyceratmutasu (enzym ucastnici se glykolyzy), sukcinyl-CoA ligasu, akonitathydratasu
(enzym Krebsova cyklu), S-formylglutathionhydrolasu a dvé isoformy HSP70 proteinu. Tyto
identifikované proteiny tak vlastné pfedstavuji mozné proteinové markery pro parametr A Bc.
Porovnani proteinové odezvy na stres u riznych genotypt navic umoziuje detekovat pro dané
proteiny alely, které podminuji jejich vysSi (€1 nizSi) miru exprese, a tak kvantitativné
ovlivituji urcity fenotypovy znak podminujici vysSi odolnost. Vysledkem proteomické
analyzy tak miZe byt vytipovani vhodnych alel, resp. jejich donort (genotypll) podmitujicich
miru exprese urcitych proteinti, a tim nepiimo 1 miru dosahované odolnosti danych genotypt.
Studie Bonhomme et al. (2009) tak vlastné ukazuje moznosti aplikace proteomické analyzy
pfi hledani vhodnych proteinovych markerii pro kvantitativni fenotypové znaky souvisejici
s odolnosti rostlin vici plsobeni riznych stresovych faktorti. AutorGm se podafilo najit

proteiny, jejichz akumulace vykazovala statisticky vyznamnou souvislost s parametrem A Bc.
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Studie tak naznaCuje moznosti, jak by analyza zmén rostlinného proteomu mohla pfispét
k vyhledani vhodnych genetickych zdroji nesoucich vhodné alely ur¢itého genu (proteinu)
podminujiciho vyssi ¢i niz§i hodnotu urCitého kvantitativniho fenotypového znaku
podminujiciho odolnost a tim i ke zlepSeni odolnosti rostlin viéi uréitému stresovému

faktoru, at’' uz s vyuzitim metod klasického slechténi, anebo s vyuzitim transgenose.
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2 HYPOTEZY DISERTACNI PRACE

Riizné odrudy jeémene vykazuji rozdilnou odolnost vii¢i suchu a je mozné je od sebe
odlisit pomoci akumulace vybranych proteinovych biomarkert (dehydrinu), které Ize

potencialn¢ aplikovat ve slechtitelskych programech.

Urcité charakteristiky aktualniho (vodni sytostni deficit, osmoticky potencial) a
dlouhodobé¢jsiho (izotopova diskriminace uhliku izotopu 13C) fyziologického stavu rostlin
koreluji s mirou exprese téchto proteinovych biomarkera a je tedy potencialné mozné vyuzit
je jako indikatory, které mohou pomoci dokreslit slozité vztahy mezi mirou suchovzdornosti

daného genotypu, jeho proteinovym spektrem a akumulaci dehydrint.

Existuji dalsi proteiny vyjma dehydrint, které mohou byt potencidlné vyuzity k

markerovacim analyzam ve Slechténi suchovzdornosti je¢mene.

60



Studium proteinovych markeri suchovzdornosti jeémene pomoci souc¢asnych metod proteomiky

3 CILE DISERTACNI PRACE

Cilem disertacni prace je popsat akumulaci, pfipadné¢ dynamiku stresovych proteina
dehydrint u vybranych odrid jeémene pfi stresu suchem, a to v zavislosti na fenologické fazi
rostlin, mife a délce trvani stresovych podminek a rozlisit tyto odridy dle akumulace

dehydrinu/t, ptipadné podle jejich expresniho profilu

Charakteristika akumulace dehydrinovych proteini bude doplnéna o dalsi ukazatele
fyziologického stavu rostliny (vodni sytostni deficit, osmoticky potencial, diskriminace
izotopu uhliku **C), je-li exponovana v podminkéch, které nejsou pro jeji riist, vyvoj a

reprodukci optimalni (sucho).

Jednim z vystupt diserta¢ni prace bude popis exprese proteint, které jsou statisticky
signifikantn¢ diferencialné akumulovany po vystaveni vybrané odrudy je¢mene stresu suchem
a vytipovani klicovych proteint, které se zjevné ucastni biochemicko-fyziologicko-
fenotypové reakce na tento stresor. Mezi témito proteiny mohou byt identifikovany
potencidlni proteomické biomarkery, které by mohly byt aplikovatelné v bézné Slechtitelské
praxi. V souladu s celosvétovym trendem aplikace molekularné-genetickych metod ve
Slechténi, tzv. markery asistovana selekce (MAS), bude mozné pomoci téchto markert
sofistikovat zdlouhavy a naro¢ny S$lechtitelsky proces, usnadnit a zejména urychlit tvorbu

novych, tolerantnéjSich a vykongjSich odriid jeCmene.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Organizace pokusi
Péstovani rostlin bylo realizovano v podobé nadobovych pokusti v regulovanych

podminkach sklenikli Oddé¢leni genetiky a Slechtitelskych metod Vyzkumného ustavu
rostlinné vyroby, v.v.i (VURV). Pro viechny typy pokusii byla spole¢na metodika kliceni a
nasledného vysazovani klicencii. Obilky je¢mena byly umistény na polystyrenovou desticku
ovinutou navlhé¢enym filtratnim papirem. Tato desticka s obilkami byla poté uzaviena do
plastové nadoby Scca 2 mm vodni vrstvicky Sprihlednym vikem a umisténa do
termostatického boxu pii 21-24 °C po dobu 48 hodin. Nakli¢ené obilky byly vysety do
kvétinact (10 rostlin/kvétinac), které obsahovaly 3400 g pudni smési tvoiené Sesti dily
zeminy, dvéma dily prosaté¢ho pidniho substratu a jednim dilem pisku. Vlhkost ptidy, do které
byli klicenci vysazeni byla 50-55 % pudni vodni kapacity (PVK). Rozméry kvétinaca byly
24,5 cm horni prumér, 13,5 cm pramér podstavy, vyska kvétinace 20 cm. Vlhkost ptidy byla
monitorovana gravimetrickou metodou. Teplotni a svételné parametry ve skleniku byly
nastaveny takto: 20 °C, 16 hodin svétlo, 8 hodin tma.

Vzdy bezprostfedné po odbéru vzorki byl stanoven vodni sytostni deficit (VSD) podle
Catského et al. (1965). Pletivo pro nasledné dehydrinové a osmotické analyzy bylo zvazeno a
zmrazeno v tekutém dusiku a vzorky byly uchovavany pti -80 °C. Pletivo pro izotopové
analyzy bylo po odebrani vysuSeno pfi 80 °C do konstantni hmotnosti a uchovavano v
plastovych zkumavkéach.

Analyzovany byly také vzorky ze spole¢ného nadobového experimentu s Mendelovou
univerzitou v Brné. Tento pokus byl koncipovan jako venkovni. Obilky testovanych odrud
byly vysety do 6. nadob o objemu 8 1 (9 rostlin/kvétinac). Po vysevu byla v celém
experimentu udrzovana vlhkost na 75 % PVK. Po ¢tyfech tydnech byla aplikovana

diferencovana zalivka, ¢imz od sebe byly odliSeny pokusné varianty.
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4.2 Biologicky material

Tabulka ¢. 2: Pouzity biologicky material

Rostlinny Nazev Pivod .
Charakteristika odridy Zdroj

druh/forma | odridy odridy
je¢men/jarni | Akcent | Sladovnicky je¢men, polopozdni, nizkého typu s dobrou | Ceska LPO

odolnosti proti poléhani a lamani stébel. Velmi dobry | republika | 1992

zdravotni strav a vysoka sladovnicka kvalita.

je¢men/jarni | Amulet | Polorana odriida nizkého typu, zrmo velké, vytéznost predniho | Ceska SDO
zrna vysoka, odolnost proti poléhani, vysoky vynos a podil | republika | 1998

predniho zrna v podminkach trvalych ptisuskut.

je¢men/jarni | Bojos Sladovnicka odrida. Je doporucena Ceska SDO
pro vyrobu Ceského piva. Vynos piedniho zrna ve vSech | republika | 2011
oblastech a variantach stfedné vysoky az vysoky. Rostliny
stfedné vysoké az vysoké, méné odolné proti poléhani. Zrno

stiedné velké, podil pfedniho zrna stfedné vysoky.

je¢men/jarni | Er Linie ze selekce zpuvodnich syrskych krajovych odrid | Syrie
poddruhu H. vulgare L., spp. spontaneum (citliva vici

suchu).

jeCmen/jarni | Jersey Polopozdni sladovnickd odrtida. Vynos pfedniho zrna je | Nizozemi | SDO
v fepaiské a obilnarské oblasti a v neoSetfené varianté 2010
v bramboraiské oblasti nizky, v kukufi¢né oblasti a v oSetfené
varianté stfedné¢ vysoky. Rostliny jsou stfedné vysoké az
vysoké, nachylné na poléhani. Zrno je stfedné velké az malé,

podil piedniho zrna je sttedné vysoky az nizky.

je¢men/jarni | Malz Polopozdni, plasticka, sladovnick4, stiedniho vzristu, vhodna | Ceska SDO
do vSech oblasti péstovani, zdravotni stav dobry, vykazuje | republika | 2006
sttedni odolnost vi¢i chorobam, dobrou odolnost proti

poléhani, velmi dobra odolnost proti lamani stébla.

je¢men/jarni | Tadmor | Linie vyselektovana z puvodnich syrskych krajovych odrud,
nalezi do druhu Hordeum vulgare L. Je dobfe adaptovana na

terminalni sucho.

je¢men/jarni | Tolar Pozdni sladovnicka odriida. Vynos pfedniho zrna je ve vSech SDO
oblastech nizky. Rostliny jsou stiedné vysoké aZz vysoké, 2010

sttedn€ az méné odolné proti poléhani. Zrno je stiedné velkeé,

podil pfedniho zrna je nizky.

SDO - Seznam doporuc¢enych odrid
LPO — Listina doporu¢enych odriad
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4.3 Stanovované charakteristiky

4.3.1 Definice charakteristik

4.3.1.1 Obsah dehydrinit
Nejvétsi skupinou ochrannych proteind indukovanych stresem spojenym s dehydrataci

pletiv jsou proteiny skupiny LEA (Late Embryogenesis Abundant). Mezi tyto proteiny patii i
dehydriny (DHNs). Do dne$ni doby bylo v genomu je¢mene (Hordeum vulgare L.)
identifikovano 13 dehydrinovych genl. Protoze pusobeni abiotického stresu je velmi Casto
spojeno s dehydrataci bun¢k a akumulace dehydrinovych proteinii velmi casto koreluje
s odolnosti rostliny k stresovym podminkam, resp. suchu, dehydriny by mohly byt

vyznamnymi aplikovatelnymi markery suchovzdornosti rostlin.

4.3.1.2 Diferencidlné se akumulujici proteiny
Srovnavaci proteomika je zalozena na analyze slozitych smési bilkovin a sleduje

zmeény slozeni bilkovin pii riznych stavech organismu (napt. sucho versus zalivka), S cilem
nalézt a identifikovat rozdilné se vyskytujici (akumulujici) proteiny. Uéelem je identifikovat
jsou modifikovany, ptipadné zjistit vyskyt proteini novych. Srovnavaci proteomika S pomoci
statistickych nastroji  dovoluje sestavit skupiny protein, které vykazuji identické
charakteristiky a tvofi tzv. regulony. Ty pifedstavuji uskupeni proteint, jejichz geny jsou

regulovany identickymi nebo podobnymi regula¢nimi mechanismy.

4.3.1.3 Vodni sytostni deficit
Vodni sytostni deficit (VSD) je jednim z nejvhodnéjSich indikatori vodni bilance

rostliny pfedevS§im proto, Ze je hodnotou kvantitativni, vyjadtitelnou i absolutnim mnoZzstvim
vody, které rostlin€ chybi do plného nasyceni. VSD je definovany jako rozdil mezi obsahem
vody V rostliné v daném okamziku a obsahem vody pifi maximalnim nasyceni (maximalni

turgescenci) vyjadieny v procentech maximalniho obsahu vody.

4.3.1.4 Osmoticky potencidl
Jednim z nejcastéjSich obrannych mechanismu rostlin v neptiznivych podminkach je

akumulace kompatibilnich soluti, nizkomolekuldrnich vysoce rozpustnych latek, napft.
betainu, polyalkohold, cukrii a aminokyselin (soucasti osmotického ptizptisobeni je také
akumulace hydrofilnich proteint, jako naptiklad nékterych LEA proteinti véetné dehydrini).

Osmotické pfizptisobeni tkvi fakticky ve sniZzeni osmotického potencialu (ym), ktery
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vodniho rezimu rostlin.
Osmoticky potencial (OP) bunky je tlak, pod nimZ do cytoplazmy pies
cytoplazmatickou membranu vnika cistd voda. Je tim vys$i, ¢im je vysSi koncentrace

osmoticky aktivnich latek v buiice.

4.3.15 Diskriminace uhliku *C
Pomér fotosyntézy k transpiraci je definovan jako efektivita vyuziti vody — WUE

(Water Use Efficiency). Definice WUE na arovni listu je vymezena jako celkové mnozstvi
asimilovaného uhliku ke spotieb¢ vody (podil CO; asimilace a vody, ktera se odpafila z listi
transpiraci). WUE se obtizn¢ a velmi pracné méii s dostateCnou piesnosti. Vhodny méfitelny
ptiznak fyziologicky zalozené WUE, ktery by dobie odrazel rozdily v uc¢innostech mezi druhy
¢1 odridami, se ukazuje byt diskriminace izotopu uhliku BCa oznacuje se A BC. Mezi A ®°C

a WUE je negativni korelace (Chen et al., 2011).

4.3.2 Stanoveni charakteristik

4.3.2.1 Odbér vzorki k dehydrinovym a proteomickym analyzam
Odbér vzorkil pro proteinové analyzy byl provadén vyhradné v rukavicich. List byl

odstfizen zhruba 1,5-2 cm od pochvy, Spic¢ka byla rovnéz odsttizena v délce 1,5-2 cm. Poté
byly listy rozstiihany na stejné¢ dlouhé segmenty, které byly promichany, nahodné vybrany,
zvazeny (optimum cca 500 mg) a zabaleny do alobalu, ktery byl opatfen popisem (oznaceni
vzorku, vaha, datum) a vzorek byl vhozen do tekutého dusiku. Poté byly vzorky pteneseny do
hlubokomraziciho boxu (-80 °C).

Pro proteomické analyzy bylo vyuZito pletivo dokonale omytych odnoZovacich uzlt.

Postup vzorkovani byl shodny s vySe uvedenym.

4.3.2.2 Vodni sytostni deficit
Pro méfeni vodniho sytostniho deficitu byly odebrany tii krat dva plné€ vyvinuté

listy zkazdé varianty pokusu. Z listovych cepeli byly ostrym skalpelem vytvofeny
segmenty o délce 1 cm, které byly bezprostfedné zvazeny na torznich vahach a umistény
do syticich komiirek z polyuretanovych desticek, které byly pln€ nasyceny vodou. Cela
desticka se segmenty listl byla pfekryta navlh¢enym filtraénim papirem. Syceni probihalo
pfesné 3 hodiny, nebot’ za tuto dobu by mélo dojit k plnému nasyceni pletiv. Nasledné

byly segmenty zvazeny a ve sklenénych vazenkach vysuSeny do konstantni vlhkosti pii 95
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°C. Nasledovalo zvazeni suSiny a ze zjiSténych hmotnosti byla vypoctena primérna

hodnota VVSD.

Mn — Mp
VSD [%] = m X 100

M, — hmotnost pletiva po nasyceni
M, — hmotnost pletiva pocatecni
M; — hmotnost suSiny

4.3.2.3 Osmoticky potencial
Pro méfeni osmotického potencidlu byly odebrany tfi krat dva plné vyvinuté listy
z kazdé varianty pokusu. Listové pletivo bylo stlaceno do sterilni injekéni stiikacky utésnéné
parafilmem a okamzité zmrazeno v tekutém dusiku. Dalsi skladovani probihalo pii -80 °C
V mrazicim boxu.
Pted vlastnim meétfenim byly injekéni stiikacky se vzorky ponechény pii pokojové
teploté, a to az do naprostého rozmrazeni. Z rostlinného materialu v kazdé ze sttikacek, bylo
tlakem vymacknuto nékolik kapek bunécné stavy. Zté bylo poté provadéno vlastni

psychrometrické méfeni na piistroji Wescor Hr-33 micrometer (Prasil et al., 2007).

4.3.2.4 Izotopovda diskriminace B¢
Izotopové slozeni latky se vyjadiuje jako rozdil izotopového poméru vzorku a

standardu vztazeny na izotopovy pomér standardu. Za standard je povazovan tfetihorni
vapenec belemnitového plivodu formace PD. Standard zajistuje mezilaboratorni

srovnatelnost.

R vzorek
R standard — 1

§13C[%o] = ( ) X 1000

13C

R=15¢

V této praci je diskriminace izotopu *3C vyjadfovéana jako tzv. ,,velka* delta — A *C,
jejiz vztah k ,,malé* delté & B3C 1ze vyjadfit nasledovné, pficemz sou€asné slozeni atmosfeéry

(8 °C vzduch) je -8 %o.

60 13C vzduch — 6 13C vzorek
1+ (8 13C vzorek/1000)

A13C[%o0] =

66



Studium proteinovych markeri suchovzdornosti jeémene pomoci souc¢asnych metod proteomiky

Pletivo pro izotopové analyzy bylo po odebrani vysuseno pii 80 °C do konstantni
hmotnosti a uchovavano v plastovych zkumavkéach. M¢feni bylo provadéno izotopovym
pomérovym hmotnostnim spektrometrem (Isotope ration mass spectrometer — IRMS) po
pfevedeni na plynny CO, spélenim. Izotopova diskriminace *C byla stanovena na MS
(IRMS) ve VURV, v.v.i.

4.3.2.5 Statistické hodnoceni

Statistické hodnoceni bylo provadéno analyzou rozptylu (ANOVA) a faktorovou
analyzou pomoci programu Statistika CZ verze 9.0. Hodnoty z analyzy rozptylu byly dale

podrobnéji vyhodnoceny Tukeyho testem na hladin€ vyznamnosti o = 0,05.

Vysledky 2-D DIGE byly vyhodnoceny za pomoci shlukové analyzy (metoda
hierarchického shlukovéani), ktera byla rovnéz uskute¢néna za pomoci programu Statistika CZ

verze 9.0.

4.4 Optimalizace extrakce frakce bohaté na dehydriny

Primarnim ptedpokladem pro nasledné dehydrinové analyzy byla optimalizace a
verifikace metody izolace proteinové frakce, ktera je bohata na dehydrinové bilkoviny. Byly
zvoleny dva metodické postupy extrakce dehydrinovych proteind podle dvou autord a jedna

modifikace.

Pouzita technicka zafizeni, chemikalie a roztoky jsou uvedeny v Piiloze ¢. 1.

4.4.1 Metoda extrakce frakce bohaté na dehydriny podle Vitamvas et al. (2007)

Proteiny se extrahuji z rozdrcenych listi (Vv tfecich miskach pod tekutym dusikem)
extrakénim pufrem s obsahem inhibitorti proteaz, které brani proteolyze proteind ve vzorku
(100 mM TRIS, pH 9 a inhibitor proteaz Complete, EDTA-free — Roche). Béhem extrakce
proteini se s vyhodou vyuZziva rozpustnosti dehydrini po varu k obohaceni proteinové frakce
o tuto skupinu proteint.

Pfi extrakci proteinli je nezbytné pracovat v rukavicich. Vzorek by mél byt stile

vychlazeny, pokud neni uvedeno jinak.

Metodicky postup extrakce frakce bohaté na dehydriny podle Vitamvas et al. (2007)

1. Vysterilizované a pifedchlazené tfeci misky s tloucky dikladné vychladit tekutym

dusikem.
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9.

10.
11.
12.

13.
14.

15.
16.

17.

18.

442

Vhodit vzorek pletiva do tekutého dusiku v tfecich miskach a dikladné rozetiit na
naprosto homogenni jemny prasek.

Dolit tekuty dusik do misky a pfidat adekvatni mnozstvi extrakéniho pufru (na 1 g
vzorku 5 ml extrak¢niho pufru).

Opét rozetiit vzorek i sextrakénim pufrem na jemny prasek a pozvolna nechat
rozmrzat.

Po rozmrznuti pienést pipetou suspenzi do centrifugac¢nich kyvet (15 ml) a
zvortexovat.

Centrifugace suspenze 20 minut pii 3 000 g v pfedem vychlazené centrifuze (4 °C).
Supernatant rovnomérné rozpipetovat do pfedem vychlazenych 2 ml plastovych
zkumavek.

Centrifugace vzorkii 30 minut ve vychlazené centrifuze (4 °C) pti 20 000 g.
Prepipetovat supernatant do 2 ml zkumavek a povatit je 15 minut ve vodni lazni.

Po varu vzorky 10 minut chladit na ledu a obcas pieklopit.

Povareny extrakt centrifugovat 20 minut pii 20 000 g.

Pokud neni supernatant ¢iry, je pifenesen do novych 2 ml zkumavek a opakuje se
predesly bod.

Napipetovat 250 ul supernatantu do 1,5 ml zkumavek a zvortexovat.

Ke kazdému vzorku napipetovat 1,25 ml ledové smési acetonu+merkaptoetanolu (1dil
vzorku/5 dili aceton+tmerkaptoetanol) — (prace v digestofi).

SraZeni vzorkl ptes noc pii -20 °C.

Po vysrazeni proteini centrifugovat 15 minut pfi 20 000 g a supernatant vylit — (prace
v digestofi).

K sedimentované peleté je napipetovano 500 pul 83% ledového acetonu a kazdy vzorek
je zvortexovan a 10 minut centrifugovan pti 20 000 g — (prace v digestofi).

Vylit aceton a vzorky se nechaji ptes noc vyschnout v digestofi. Poté jsou uchovavany

pii -20 °C.

Metoda extrakce frakce bohaté na dehydriny podle Sun et al. (2009)

Alternativné K vy$e uvedenému postupu byla testovana rychlejsi izolace dehydrinové

frakce podle Sun et al. (2008), ktery popisuje homogenizaci pletiva v extrak¢énim pufru jiného
slozeni (50 mM TRIS-HCI, pH 7,5, 20 mM NacCl a inhibitor protedz Complete, EDTA-free —

Roche) a modifikace této metody s pouZzitim acetonu.
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Metodicky postup extrakce frakce bohaté na dehydriny dle Sun et al. (2009)

1. Vysterilizované a ptfedchlazené tfeci misky S tloucky dikladné vychladit tekutym
dusikem.

2. Vhodit vzorek pletiva do tekutého dusiku v tfecich miskach a dikladné¢ rozetiit na
naprosto homogenni jemny prasek.

3. Dolit tekuty dusik do misky a ptidat adekvatni mnozstvi extrakéniho pufru (na 1 g
vzorku 5 ml extrak¢niho pufru).

4. Opét rozetiit vzorek i s extrakénim pufrem na jemny praSek a pozvolna nechat
rozmrzat.

5. Po rozmrznuti pienést pipetou suspenzi do centrifugacnich kyvet (15 ml) a
centrifugovat 10 minut pii 10 000 g v pfedem vychlazené centrifuze (4 °C).

6. Supernatant ptepipetovat do novych 2 ml zkumavek a uchovévat pii -80 °C.

4.4.3 Modifikace metody izolace frakce bohaté na dehydriny podle Sun et al. (2009)

K supernatantu ziskanému v kroku ¢. 6 (uvedeno vyse) pridat (ledovy) aceton a vzorky
umistit 12 hodin v mrazicim boxu (-20 °C), ¢imz jsou obsazené proteiny vysrazeny. Vzorky
centrifugovat 15 minut pii 20 000 g (4 °C) a supernatant slit. Proteinové pelety vysusit

v digestofi a uskladnit pii -20 °C.

4.5 FElektroforetické déleni proteint

45.1 Priprava gelu

Skla a tésnici gumicky musi byt dikladné oplachnuty destilovanou vodou a etanolem.
V dal$im kroku se posklada set na gel (dle ndvodu pro dané elektroforetické zatizeni) a
ptipravi se 10% SDS-PAGE gel (tabulka ¢. 3; uvedené mnozstvi je pro Multigel-Long
elektroforézu od firmy Bio-Rad). Pro zjednodusSeni textu jsou pouzité roztoky oznaceny
pismeny. SloZeni roztoktl je uvedeno v Piiloze €. 1.

Namichany gel se napipetuje (pipetou o objemu 5 a vice ml) mezi elektroforeticka skla
asi 2,5 cm pod vrchni okraj skla (dalezité je vyvarovat se vzduchovym bublinam). Dale se na
gel opatrné napipetuje destilovana voda (tim je zamezeno pfistupu vzduchu, ktery inhibuje
polymeraci) a 45 minut gel polymeruje. Poté se voda slije, povrch gelu a prostor mezi skly se

opatrné vysusi filtracnim papirem.
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Tabulka ¢. 3: Délici gel na 2 skla

chemikalie objem

H:0 10,1 ml

Acrylamide/Bis Solution 8,31 ml

1,5M Tris-HCI, pH 8,8 (D) | 6,25 ml

10% SDS (G) 250 pl
TEMED 195 ul
10% APS (F) 66,24 pl

W

Po namichani zaostfovaciho gelu (tabulka ¢. 4) se gel rychle napipetuje mezi
elektroforeticka skla az po okraj a vlozi se hfeben na tvorbu jamek (v naSem piipadé je to
hieben na 24 jamek, do 1 jamky se vejde cca 10 ul vzorku). Gel polymeruje cca. 25 min. Poté
se odstrani gumové tésnéni a skla s gelem se pfipevni k elektroforetickému pfistroji. Komory
se zaplni roztokem H, opatrné se odstrani hiebeny, pokud je to nutné, tak se vyzenou
vzduchové bubliny na spodnim okraji gelu injek¢ni stiikackou. Elektroforetické cela se napoji

na chlazeni. Nasleduje nanéaseni vzork.

Tabulka ¢. 4. Zaostrovaci gel na 2 skla

chemikalie objem
H,0 6,5 ml
Acrylamide/Bis Solution 1mi
0,5M Tris — HCI, pH 6,8 (E) | 2,5 ml
10% SDS (G) 100 ul
TEMED 16 ul
10% APS (F) 64 ul

45.2 Priprava a nanaseni vzorki

K vysrazenym proteinim rozpustnym po varu se piidd vhodné mnozstvi vzorkového
pufru J. Srazenina se rozpusti michanim na vortexu (cca 10 min). Rozpusténé proteiny se na 5
min vystavi teploté 95 °C v termobloku a pak se pfenesou na led (5 min). Po centrifugaci (5
min, 20 000 g) se vzorek vhodné nafedi vzorkovym pufrem J. Koncentrace proteinl je
stanovena spektrofotometricky pomoci DC Protein Assay (Bio-Rad) na NanoPhotometerTM
(Implen). Na 1-D SDS-elektroforézu (Biometra) se do kazdé jamky v SDS-PAGE gelu nanese
vzdy pftislusné mnozstvi proteintt od kazdého vzorku (15 pg) a kaleidoskopicky standard
,,Kaleidoscope Prestained Standards* (Bio-Rad) pro srovnani elektroforetické pohyblivosti

bendt (kDa) a ovéieni uspéSného pienosu proteinil z gelu na membranu.
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4.5.3 Elektroforeticka separace vzorki

Po naneseni vzorkl do jamek se propoji elektrody se zdrojem stejnosmérného proudu.
Béhem elektroforézy je nezbytné sledovat ¢elo markerovaci barvy (bromfenolova modi). Pro
elektroforézu v zaostfovacim gelu se nastavi 10 mA/gel, 280 Va 150 W. Kdyz celo
markerovaci barvicky dosahne az do déliciho gelu, proud se zvysi na 25 mA/gel
Elektroforéza se ukonc¢i, jakmile se markerovaci barva dostane na konec gelu (neméla by
vyputovat z gelu). Po ukonceni elektroforézy se oddéli skla od sebe a gel je prenesen do

velikostné odpovidajici Petriho misky a pfeleje se roztokem | (15 min).

4.5.4 Prenos proteini z gelu na membranu

Blotovaci filtraéni papiry (6 ks/gel) a nitrocelulosové membrany (s membranou
manipulovat jen pomoci pinzet) se nastfihaji presné¢ podle velikosti geli. Pfed sestavenim
blotu (Fast-blot od Biometry) se papiry i membrany inkubuji 15 min v roztoku I. Na anodu
(+) jsou na sebe nastohovany tfi blotovaci papiry, membrana, gel a opét tii blotovaci papiry.
Mirnym tlakem (napf. pomoci sklenéné ty€inky) se odstrani vzduchové bubliny mezi
jednotlivymi vrstvami a nasadi se viko s katodou (-). Na zdroji je nastaven proud 1 mA na 1
cm? gelu (tj. cca 100 mA), 5 W, 150 V. Po 1 h se ukongi pfenos a membrana se prenese do
Petriho misky (navrch stranou, kde byl gel) a promyje kratce vodou. Membrana se poté muze
vysus$it na filtraénim papiru a skladovat na suchém miste, nebo rovnou pouzit pro dalsi kroky

hybridizace.

455 Hybridizace membrany s protilitkami a vizualizace dehydrinu

Nadoba na hybridizaci membran musi byt pfimérené velkd Petriho miska nebo
plastové ¢tverhranna miska (mé€la by mit hladké dno bez vystupkll). Misky s membranou a
roztoky se pomalu promichavaji na tiepacce pii pokojové teploté. Postupuje se dle manudlu

kitu ,,Blot Assay Kit, GAR-AP conjugate, with BCIP/NBT (Bio-Rad)*:

Metodicky postup hybridizace membrany s protilatkami a nasledna vizualizace

1. Membrana se inkubuje 3 min v roztoku K (TBS).

2. Roztok K se slije a membrana se blokuje 1 h v roztoku M.

3. Blokaéni roztok M se slije a piida se roztok L (TTBS). Ttepe se 10 min.

4. Roztok L se slije a ptida se roztok O (primarni protilatka). Membrana s primarni

protilatkou se inkubuje 2 h, nebo pies noc ve 4 °C.
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5. Roztok O se slije a uschova pro dalsi pouziti (-20 °C). Membrana se dvakrat promyje
roztokem L (TTBS) po dobu 5 min.

6. Roztok L se slije a pfida se roztok P (sekundarni protilatka). Membrana se s roztokem
P inkubuje 90 min.

7. Slit roztok P a promyt dvakrat membranu v roztoku L (5 min). Poté se membrana
promyje v roztoku K (5 min).

8. Membrana se inkubuje v roztoku Q (barvu vyvijejici roztok). Je dulezité vyvijeni
membrany sledovat a aZ se objevi prouzky (cca 30 - 45 min), tak reakci zastavit
promyvanim ve vodé (2x 10 min).

9. Membrana se oskenuje a prouzky se kvantifikuji vhodnym softwarem (QuantityOne
od Bio-Radu). Membrana se vysusi pii pokojové teploté na filtranim papife a mize

se skladovat napt. v poStovnich obalkach.

4.6 Metodicky postup extrakce totalnich proteini

Kvuli minimalizaci pfitomnosti zfejmé nejabundantnéj$iho proteinu na svété ribulosa-
1,5-bisfostat karboxylasy/oxygenasy (Rubisco), jehoz abundance mize vést k piekryti méné
abundantnich proteind, bylo pouzito k ziskani proteinové frakce pletivo z odnozovacich uzla.
Vitamvas et al. (2012) uvadi, Ze odnoZovaci uzly jako nefotosyntetické pletivo obsahuji
vysoké mnozstvi meristematickych bunék a nizké mnozstvi chloroplastovych proteint jako
napiiklad malého (20 kDa) a velkého (60 kDa) fetézce Rubisca. Postup extrakce totalnich
proteint byl pouzit podle Wang et al. (2003).

Slozeni vSech pouzitych roztoku je uvedeno v Priloze €. 2.

1. Vysterilizované a ptfedchlazené treci misky s tlouc¢ky dikladné vychladit tekutym
dusikem.

2. Vhodit cca 200 mg vzorku do tekutého dusiku v tfecich miskach a dikladné rozettit na

naprosto homogenni jemny prasek.

Resuspendovat vznikly jemny prasek v 2 ml acetonu.

Ptenést pipetou vzorek do 2 ml mikrozkumavek.

Diikladné zvortexovat po 30 s a centrifugovat 3 min pti 12 000 g (4 °C).

o 0o ~ w

Vzniklou peletu dvakrat promyt acetonem a vzdy centrifugovat 3 min pti 12 000 g (4
°C).

7. Peletu vysusit pfi pokojové teplote.
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8.

9.

10.
11.
12.

Peletu ctytikrat promyt ledovou 10% trichloroctovou kyselinou (TCA) v acetonu
(dokud neni supernatant bezbarvy).

Peletu ttikrat promyt ledovou 10% TCA ve vodé¢.

Peletu ttikrat promyt ledovym 80% acetonem.

Vysusit peletu pies noc pii pokojové teploté.

Vzorky mohou byt uchovavany pii -80 °C.

Po kazdém promyvacim kroku musi byt peleta vzdy kompletné resuspendovana ditkladnym

zvortexovanim a nasledné provedena centrifugace 3 min pii 12 000 g (4 °C).

13.

14.

15.
16.

17.

18.
19.

4.6.1

4.6.2

Resuspendovat suché pelety v 0,5 ml SDS pufru a 0,5 ml fenolu (pufrovan Tris — pH
8).

Duikladné zvortexovat (az 1 hod pti pokojové teplote) a centrifugovat 3 min pii 12 000
g.

Odpipetovat svrchni fenolovou fazi do nové 2 ml mikrozkumavky.

Ptidat k fenolové fazi pét objemovych jednotek (ledového) acetonu s 0,1 M amonium-
acetatu a ponechat 30 min pii -20 °C.

Centrifugovat 10 min pii 12 000 g a peletu promyt tiikrat (ledovym) metanolem s 0,1
M amonium-acetatem.

Promyt peletu tiikrat (ledovym) 80% acetonem.

Peletu vysusit pfes noc pii pokojoveé teploté a dale rozpustit v lyzaénim pufru.

Rozpusténi totalnich proteint v lyzaénim pufru
Ke kazdému vzorku napipetovat 100 — 150 pl lyzacniho pufru.

Vortexovat do Uplného rozpusténi proteinove pelety a sto€it na stolni centrifuze.

Uprava pH

V piipad¢ potieby je nezbytné upravit pH roztoku proteind umisténych na ledu pomoci

50 mM NaOH na idealni hodnotu pro 2D-DIGE pH 8 — 9 (pH 8,5).

4.6.3

Stanoveni koncentrace proteini

Koncentrace proteinti ve vzorcich byla stanovena pomoci 2-D Quant Kit (GE

Healthcare Bio-Sciences, Piscataway, NJ, USA).
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4.6.4
1.

Rekonstituce barvi¢ek CyeDye™

Vytemperovat barvicky CyeDye™ DIGE Fluors (GE Healthcare, Buckinghamshire,
UK) pti pokojové teploté po dobu 5. minut.

Pridat 5 pl dimetylformamidu a 30 s vortexovat.

Centrifugovat zkumavky pii 20 000 g po dobu 30 s.

Ptepipetovat vSechen objem do 0,5 ml zkumavek umisténych na ledu.

Barveni vzorki (provadét na ledé)

© ©o N o O

4.6.5

Do 0,5 ml zkumavek napipetovat objem odpovidajici 30 pg proteini.

Od kazdého vzorku napipetovat do zkumavky objem odpovidajici 15 pg proteint
(interni standard - 1S). Celkovy objem IS/pocet gelti = nanaska IS na 1 gel.

Umistit barvi¢ky 1 vzorky na led.

Na sténu zkumavky se vzorkem nanést 0,6 pl piislusné barvicky CyDye (working
solution) a opatrn¢ umistit zkumavku do vychlazené centrifugy.

Do zkumavky s IS nanést na sténu dany objem Cy2 (neumistovat do centrifugy!).
Spustit centrifugu a zaroven zvortexovat zkumavku s IS.

Poté, co centrifuga dosahne 10 tis otacek, zastavit centrifugaci.

Vzorky zvortexovat.

Vzorky stocit.

. Barveni probiha 30 minut na led¢.

STOP barveni
15 minut pfed ukonéenim barveni vzorkll nanést na sténu zkumavek 1 pul 10 mM

lyzinu. Do IS dle poctu geld, tj. pii 6 gelech 6 ul 10 mM lyzinu.
Centrifugovat a zaroven zvortexovat zkumavku s IS.
Poté, co centrifuga dosahne 10 tis otacek, zastavit centrifugaci.

Vzorky zvortexovat a centrifugovat na stolni centrifuze.

Smichani vzorku

Dle pfedem vytvofeného schématu smichat vzdy dva vzorky (Cy3 + Cy5), které budou

fokusovany na jednom IPG stripu, resp. separovany na jednom gelu. K témto smichanych

vzorkdm pfidat alikvotni mnozstvi IS (Cy2).
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4.6.6

1.

4.6.7

4.6.8

Rehydratace IPG stripi S imobilizovanym pH gradientem

Do rehydrata¢niho pufru (RP) ptfidat trochu bromfenolové modii a nasledn¢ vyrovnat
odstin u vSech zkumavek s RP.

Do kazdé zkumavky se vzorky (Cy2, 3, 5) ptidat dany objem RP a ampholyt Bio-Lyte
(Bio-Rad) tak, aby celkovy objem ¢inil 450 ul. Objem pro rehydrataci IPG stripa je
souctem objemu vzorku + 4,5 ul Bio-Lyte + RP.

Zvortexovat a kratce centrifugovat.

Rehydratacni smés (450 pl) napipetovat souvislou vrstvou do komurky fokusacniho
pristroje mezi obé¢ elektrody.

Sundat z IPG stripti (ReadyStrip ™ IPG Strips, 24 cm, pH 4-7, Bio-Rad, Hercules, CA,
USA) plastovy kryt a umistit jej do fokusa¢ni komurky tak, aby po jeho celé¢ délce
bylo pfimétené stejné mnozstvi vzorku.

Zalit cca 4 ml minerélniho oleje a nastavit parametry rehydratace.

Fokusa¢ni komoru piikryt alobalem a rehydratovat 16 hodin (barvicky CyDye jsou

termolabilni, proto je nezbytné minimalizovat vystaveni obarvenych vzorkl svétlu).

Izoelektricka fokusace

Po skonceni rehydratace podlozit konce IPG stript filtraénim papirem (paper wicks)
navlhé¢enym 10 pl deionizované vody.

Nastavit parametry fokusace provedenou v Protean IEF Cell (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA), s max napé&tim 10 000 V dokud neni dosazeno 75 000 Vhodin.

Piiprava 12,5% akrylamidovych gela

Viz Ptiloha €. 2 (nutno odstranit vzduch z roztoku akrylamidu za pomoci vyvévy).

Sestaveni polymeracni cely, naliti a polymerizace gelt

Dokonale umyt elektroforeticka skla, nasadit tésnéni.

Pfidat do 12,5% akrylamidového gelu 6 ml 10% amonium persulfatu — APS (zdroj
volnych radikald, které iniciuji polymeraci) a 0,83 ml
N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin — TEMED (reaguje s latkami, které by jinak
mohly vychytavat volné radikaly).

Promichat a nalit gel do polymeraéni cely. Hladina gelu by méla byt cca 1 cm pod
okraj.

Napipetovat cca 5 ml water-saturated butanol do kazdého gelu a nechat polymerovat.
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5. Po polymerizaci gelii rozdélat gel caster, odiiznout po stranach skel gel, ktery pre¢niva

a stiickou S destilovanou vodou oplachnou skla.

4.6.9 Ekvilibrace IPG stripu — redukce a alkylace thiolovych skupin

1. Pokud byly IPG stripy po fokusaci zamrazeny, je nezbytné nechat je 10 minut
temperovat pii pokojové teploté.

2. Vytemperovat ekvilibrac¢ni pufr (60 ml) pti pokojové teploté, rozdé€lit na poloviny a do
30 ml pridat 600 mg DTT, do 30 ml pfidat 750 mg jodacetamidu (IAA).

3. Napipetovat 5 ml ekvilibra¢niho pufru s 2% DTT na kazdy IPG strip umistény

v ekvilibraéni desticce.

15 minut tfepat, zakryt alobalem.

Ekvilibra¢ni pufr s DTT vylit a napipetovat na kazdy IPG strip 5 ml 2,5% IAA

15 minut tfepat, zakryt alobalem.

N o g &

Ekvilibraéni pufr s [AA vylit.

4.6.10 Priprava elektroforetické cely

Z celkového objemu 4,5 1 anodového running pufru se 200 ml odlije do odmérného

valce, zbytek (4,3 1) nalit do elektroforetické cely a zapnout ob¢h.

NanaSeni IPG stript na gely
1. IPG stripy diikladné namocit v 1x running pufru v odmérném valci.
2. Odsat tekutinu mezi elektroforetickymi skly na jednotlivych gelech za pomoci
prouzk filtra¢nich papira.
3. Ekvilibrované IPG stripy umistit pinzetami na vrch 12,5% polyakrylamidového gelu a

zalit tekutym 0,5% agarosovym gelem.

4.6.11 Elektroforeticka separace

Pomoci SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate — polyacrylamide gel electrophoresis) na
vertikalnich elektroforézach Ettan DALTSix Large Vertical System (GE Healthcare) vzorky
rozdélit v druhém sméru, tj. podle molekulové hmotnosti.

1. Gumové tésnéni svrchniho krytu, ktery drzi skla namocit v running pufru a nalit 3x

katodovy puft.

2. Vyrovnat hladiny katodového a anodového pufru v elektroforetické cele.

3. Napojit externi chlazeni.
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4. Nastavit parametry separace, 1. krok — 15 mA/1,5 mm gel (6 geli = 90 mA), 1 hodina;
2. krok — 18 mA/1,5 mm gel (6 geld = 108 mA), 15 — 17 hodin (az ¢elo doputuje na
konec gelu). Pokud separujeme pies den, lze elektricky proud zvysit na 40 mA/gel (6
geltl = 240 mA). Chlazeni nastavitna 17 °C.

Zpracovani a digitalizace geli.

1. Po skonceni elektroforézy se skla vyndaji ze stojanu, oplachnou destilovanou vodou
od SDS a jednotliva skla jsou prokladana vlhéenymi filtranimi papiry a nakonec
ptekryta potravinatrskou folii a alobalem, tak aby nedoslo k vyschnuti gelt ¢i jejich
dlouhodob¢jsimu vystaveni svétlu.

2. Skla sgelem jsou poté rozevieny a gel je za pomoci gel klipsu pienesen do
deionizované vody a dikladné oplachnut.

3. Gel je pfenesen na skenovaci sklo laserového skeneru Molecular Imager PharosFX
Plus systém (Bio-Rad) a je digitalizovan.

4. Snimky gell byly analyzovany 2-DE softwarem PDQuest Advanced version number
8.0 (Bio-Rad).

5. Gely mohou byt uchovavany v 5% roztoku kyseliny octové.

4.7 Vyvoj a evaluace metody péstovani rostlin jecmene pro nasledné
experimenty

Cilem této casti prace bylo vyvinout a optimalizovat metodu péstovani rostlin jeCmene
(Hordeum vulgare L.) pro nasledné studie hodnoceni suchovzdornosti a dale detailné popsat
expresi stresovych proteini dehydrind, v zavislosti na mife aplikovaného stresu.

V experimentu byly analyzovany rostliny jarniho je¢cmene odridy Amulet, které byly
péstovany ve tfech testovanych variantach lisicich se obsahem vody v pudé. Tim byl
bezprostfedné ovlivitovan stupeni stresové zatéze (sucho) a nasledné vodni stav rostlin.

Od fenologické faze 1. pravého listu byla aplikovana diferencovand zalivka a tim od
sebe byly odlieny tii pokusné varianty — a) ,,exS*“ — 35 % PVK, b) ,,S*“ —40 % PVK, c¢) ,,K*“ -
65 % PVK (tabulka €. 5). Rostliny jemene byly péstovany v regulovanych podminkach
skleniku VURV, v.v.i. za teploty 20 °C, pii fotoperiodé 16/8.
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Tabulka ¢. 5: Schematické zndzornéni pokusu — vyvoj a evaluace metody péstovani rostlin

jecmene pro ndsledné experimenty — I. odbér

Varianta pokusu Pocet dni kultivace za Fenofaze pri aplikaci Fenofaze pii odbéru

stanovené PVK diferencované zalivky l. vzorku

Extra sucha 15 dnt

35 % PVK

Sucha 21 dnil o o

40 % PVK 1. pravy list 3. pravy list

Kontrolni 25 dntt

65 % PVK

Listové pletivo bylo odebirano ze tfetiho pln¢ vyvinutého listu rostlin po 35 dnech
rustu. Po 1. odbéru vzorkil byla vyrovnana objemové vlhkost u vSech testovanych variant na
50 % PVK (tzv. rehydratace) a jednotlivé varianty byly ponechany 6 dni bez zalivky. 42. den
od vysazeni kli¢encii byl proveden 2. odbér vzorkii stejnym zplisobem popsanym vyse.
Kodovani jednotlivych variant je sloZzeno z pismen ,,K* — kontrola, ,,S“ — sucho, ,,exS* — extra

sucho, pricemz 2. odbér je v nazvu varianty oznacen fimskou cislici II (tabulka €. 6).

Tabulka ¢. 6: Schematické zndzornéni pokusu — vyvoj a evaluace metody péstovani rostlin

jecmene pro nasledné experimenty — 1. odbér

Pocet dnii
] . Fenofaze pii aplikaci Fenofaze pri
Varianta Konec pokusu kultivace za
diferencované zalivky | odbéru II. vzorku
stanovené PVK

Extra sucho
50 % PVK
Sucho 50 % PVK 30 % PVK 6 dnu 3. pravy list 3. pravy list
Kontrola
50 % PVK

4.8 Testovani suchovzdornosti — metoda nahlého vysychani

V experimentu byly analyzovany rostliny je¢mene odridy Amulet. Poté co rostliny
dosahly fenologické faze 1. pravého listu, byl péstebni substrat dosycen na hladinu 80 %
PVK. Od tohoto bodu nebyly rostliny zalévany a ve zvolenych intervalech byly odebirany
vzorky listového pletiva k analyzam, a to a) 1. den po zalivce, coz bylo povazovano za

kontrolni variantu ,,K*, b) 5. den, ¢) 8. den, d) 12. den po zalivce. V tento den byl péstebni
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substrat saturovan na 40 % PVK a nasledné byly odebrany posledni vzorky e) 15. den —
,recovery“ (tabulka ¢. 7).

Tabulka ¢. T: Schematické zndzornéni pokusu - testovani suchovzdornosti — metoda nahlého
vysychani

Stupeii vihkosti
Pocatecni stupei Fenofaze pii
Vzorky substratu pii | Pocet dnii kultivace
vlhKosti substratu odbéru
odbéru

Kontrola 80 % PVK 80 % PVK 1 den 1. pravy list
5. den 47 % PVK 5 dnti 2. pravy list
8. den 40 % PVK 3dny 2. pravy list
12. den 35 % PVK 4 dny 3. pravy list
15. den 40 % PVK 40 % PVK 3 dny 3. pravy list

4.9 Testovani suchovzdornosti sedmi riznych odrad je¢mene péstovanych
za dvou odliSnych stupiii nasyceni piidy vodou a nahlého vysychani
V ramci tohoto pokusu bylo testovdno sedm odrid jeCmene, a to syrské krajové

odridy Er a Tadmor a dale pak nizozemska odrida Jersey a Ceské odridy Malz, Tolar,
Amulet a Akcent.

Nakli¢ené obilky byly vysety do péstebniho substratu s vlhkosti 55 % PVK, ktera byla
udrzovana po 9. dnid az do fenofdze 1. pravého listu rostlin. Poté byla aplikovana
diferencovana zalivka, ¢imZ byly od sebe odliSeny dvé pokusné varianty a) stresovana ,,S* —

30 % PVK a b) kontrolni ,,K“— 65 % PVK (tabulka ¢. 8).

Tabulka ¢. 8: Schematické zndzornéni pokusu — testovani suchovzdornosti sedmi riznych
odrud jecmene péstovanych za dvou odlisnych stupiii nasyceni vodou a nahlého vysychani —

1. odber

) Pocet dnii kultivace za Fenofaze pii aplikaci Fenofaze pii odbéru
Varianta stanovené PVK diferencované zalivky l. vzorku
Sucho 30 % PVK 11 dntl 5 o o
ontrola 65 %6 PUK 16 dnt plné vyvinuty 1. list 2. pravy list

Prvni vzorky listového pletiva byly odebirany 16 dnli po aplikaci diferencované
zalivky, pticemz rostliny byly ve stddiu 2. pravého listu. Bezprosttedné po odbéru prvnich

vzorkl byla vlhkost substratu vyrovnana na 48 % PVK a rostliny byly po 7 dnti ponechany ve
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vysychajicim substratu. Poté byly odebrany druhé vzorky listt, pfi¢emz se rostliny nachazely

ve stadiu 3. pravého listu (tabulka €. 9).

Tabulka ¢. 9: Schematické zndzornéni pokusu — testovani suchovzdornosti sedmi riiznych

odrid jecmene péstovanych za dvou odlisnych stupnit nasyceni vodou a nahlého vysychani —

1. odber

) Fenofaze pii aplikaci Fenofaze pii
Varianta Konec pokusu | Poéet dni kultivace
diferencované zalivky | odbéru II. vzorku
Sucho
48 % PVK ) )
32 % PVK 7 dni 2. pravy list 3. pravy list

Kontrola
48 % PVK

4.10 Testovani suchovzdornosti ¢tyr odrid je¢mene ve fazi 4. pravého listu
V tomto experimentu byly analyzovany rostliny ¢eskych odrid je¢mene (Hordeum

vulgare L.) Amulet, Akcent a Malz a syrské krajové odridy Tadmor, ktera je dobie
adaptovana na sucho. Rostliny Akcentu, Malzu a Tadmoru byly péstovany ve dvou
testovanych variantach, rostliny Amuletu ve tfech variantach, liSicich se obsahem vody
v pudé. Tim byl bezprostiedné ovliviiovan stupeni stresové zatéze (sucho) a nasledné vodni
stav rostlin.

Od fenologické faze 2. pravého listu byla aplikovéana diferencovana zalivka a tim od
sebe byly odliseny pokusné varianty a) extra sucho ,,exS“ — 30 % PVK, b) sucho ,,S*“ — 34 %
PVK a c) kontrolni varianta ,,K*“ — 64 % PVK (tabulka ¢. 10). Limitni prah 30% nasyceni
substratu byl uren na zaklad¢ stanoveni bodu vadnuti, ktery vymezuje dolni mez vody v
pudé vyuzitelné rostlinami. Pfi bodu vadnuti, ktery byl stanoven podle Vasi (Valla et al.,
2004), jsou rostliny nedostate¢né zasobeny vodou a trvale vadnou.

Vzorky pro dehydrinové analyzy a doprovodné fyziologické charakteristiky byly
odebirany ze ¢tvrte¢ho pln€ vyvinutého listu.

Pro analyzy 2-D-DIGE byl v ramci tohoto pokusu odebran biologicky material ve
form¢ odnozovacich uzld zrostlin odridy Amulet, které byly péstovany za stejnych
podminek jako rostliny, znichZ byly odebrany vzorky k dehydrinovym a fyziologickym

analyzam.
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Tabulka ¢. 10: Schematické zndzornéni pokusu — testovani suchovzdornosti ctyr odrid

jecmene ve fazi 4. pravého listu (pro DIGE analyzy bylo odebirano pletivo z odnozovacich

uzliy)
) Pocet dnii kultivace Fenofaze pri aplikaci Fenofaze pii odbéru
Varianta
za stanovené PVK diferencované zalivky l. vzorku
Kontrola 64 % PVK q | |
15 dnti plné vyvinuty 2. list
Sucho 34 % PVK L ) )
10 dnit (objevuje se 3. pravy list) 4. pravy list
Extra sucho 30 % PVK
) 10 dnti
(jen Amulet)

4.11 Nadobové pokusy simulujici stav dlouhodobého sucha

V tomto experimentu bylo hodnoceno pét odrid je¢mene — Tadmor (syrska krajova
odrida), ¢eské odridy Amulet, Bojos a Malz a nizozemské Jersey. Obilky je¢mene byly
vysety na jate 2009. Kazda odrida byla vyseta do 6 nadob o objemu 8 1 (9 rostlin/nddoba).
Néadoby byly umistény pod zahradni pfistieSek v aredlu Mendelovy univerzity v Brné, coz
umoznovalo regulovat zalivku. Po vysevu byla v celém experimentu udrzovana vlhkost na 75
% PVK. Po ctyfech tydnech byl u poloviny nddob zaveden rezim omezené zalivky, coz
znamenalo 30 % PVK, a tento stav byl udrZzovan aZ do konce vegetace. Ostatni podminky
zlstaly zavislé na roénim obdobi a aktudlnim pocasi (délka dne, teplota, vlhkost vzduchu).
Odbér vzorkl byl realizovan a) 14 dnti po omezeni zalivky v rustové fazi pocatku metani a b)
26 dnd po omezeni zalivky ve fazi metani az zaCatek kveteni (tabulka ¢. 11). Z kazdého
kvétinaCe byly odebirany smésné vzorky listi.

Z diivodu nedostatku biologického materidlu byly vyhodnoceny jen 2 biologické replikaty,
proto nemohla byt pouzita ANOVA.

Tabulka ¢. 11: Schematické zndzornéni pokusu — Nddobové pokusy simulujici stav

dlouhodobého sucha

Pocet dnii od aplikace Pocet dnii od aplikace Fenofaze pri Fenofaze pri
Varianta diferencované zalivky — | diferencované zalivky — odbéru L odbéru II.

I. odbér I1. odbér vzorki vzorki
Sucho 30 %
PVK

14 dnt 26 dnt zacatek metani zacatek kveteni
Kontrola 75 %
PVK
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5 VYSLEDKY

5.1 Optimalizace izolace frakce bohaté na dehydriny
Vysledky pouziti raznych extrakénich postupt pro ziskani proteinové frakce

vyuzitelné v dehydrinovych analyzach piimo zobrazuje elektroforeogram na obrazku ¢. 10. Je
zietelné, Ze varem, ktery je pouzivan v postupu podle Vitamvas et al. (2007), 1ze dosahnout
jiného elektroforetického profilu, nez u postupu podle Sun et al. (2008) nebo jeho modifikace.
Je pravdépodobné, ze silny band o velikosti mezi 45 kDa a 66 kDa, ktery je
nejabundantnéj$im proteinovym prouzkem vysledku extrakce dle Sun et al. (2008), u extrakce
dle Vitamvas et al. (2007) témét chybi. Lze to vysvétlit tim, Ze proteiny této frakce jsou
termolabilni a byly varem vysraZzeny. Dle dostupné literatury by se mohlo jednat o
subjednotky ribulosa-1,5bisfosfat karboxylasy/oxygenasy (Rubisco), ktery je slozen z 16
proteinovych subjednotek — 8 kopii malych podjednotek (SSU) a 8 kopii velkych podjednotek
(LSU) Raikhel et Chrispeels (2000).

Obrazek ¢. 10: Elektroforeogram ruznych metod extrakci dehydrinové frakce

LA |
-~ - y
Sun etal.(2008) Sun eral. (2008) +aceton Vitamvas et al. (2007)
- 1 A A
kDa [ Y Y \
662
kD K S K S K S K S K S K S
Ce——
e
KDa —
= L =
31
%Da S~ et T——— L e

— —
~ - ——— —
K — kontrolni varianta
S — suchd varianta

Vysledky vizualizace dehydrinovych proteini za pomoci imunologické metody
navazani primdrni protilatky na antigenni determinantu dehydrinovych proteini, tzv.

K segment, jsou patrné z obrazku ¢. 11. K segment je jedinou vzdy pfitomnou konzervovanou
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doménou, skladajici se z 15. aminokyselinovych zbytkt a v dehydrinech se vyskytuje od 1 do
11 kopii (Choi et al., 1999), na kterou se vazou polyklonalni protilatky vyuzivané pii detekci
dehydrina (Close et al., 1993).

Na obrazku imunoblotu ¢. 11 je patrné, Ze dehydrinové proteiny byly detekovany jen u

vzorkl suché varianty, které byly extrahovany dle metody Vitamvas et al. (2007).

Obrazek ¢. 11: Srovnani riznych metod extrakce dehydrinové frakce na imunoblotu

“ Vitamvas ef al. (2007) Sun ef al. (2008) + aceton Sun ef al. (2008)

A A A
\l

K S K SEEKeE. S K Sk 8 K S

K — kontrolni varianta
S — suchd varianta

Z vysledkli tohoto experimentu, ktery mél posoudit dvé riizné metody extrakce
dehydrinovych proteind, v¢. jedné modifikace, bylo dospéno K jednoznaénému zavéru, ze
nebyly potvrzeny vysledky extrakce dehydrinové frakce popisované Sun et al. (2008) a
Z tohoto divodu bylo pfistoupeno k aplikaci metody extrakce dehydrinovych proteint podle
Vitamvas et al. (2007). Tuto metodu extrakce 1ze charakterizovat jako velmi hodnovérnou,

byt’ oproti metodé¢ dle Sun et al. (2008) jako pracné&jsi.

5.2 Vyvoj a evaluace metody péstovani rostlin jeémene pro nasledné
experimenty

Tento experiment m¢l explorativni charakter ve smyslu, nalézt a optimalizovat vhodny
systém péstovani rostlin pro studium suchovzdornosti v regulovanych podminkach. Rostliny
byly péstovany za tfech odliSnych vlhkostnich podminek. Pribéh vlhkosti substratu
znazornuje graf na obrazku ¢. 12. Za prvni den pokusu je oznacen den, kdy byla zapocata
diferencovana zalivka, ¢imz byly od sebe odliSeny tfi testované varianty — a) ,,exS“ — 35 %

PVK, b) ,,S“ — 40 % PVK a ¢) ,,K*“ — 65 % PVK. Jiz 4. den od diferencované zalivky bylo
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mozno pozorovat rozdily v rGstu mezi kontrolni variantou a variantami stresovanymi.
Stresované varianty se na pozadovanou uroven pidni vlhkosti dostaly az ¢tvrty den (sucha
varianta), resp. desaty den (extra sucha varianta). Prvni odbér vzorku se uskute¢nil 25. den po
aplikaci diferencované zalivky. Rostliny suché varianty byly tedy na pozadované turovni
pudni vlhkosti kultivovany 21 dnii, zatimco rostliny extra suché varianty jen 15 dnt. Po
odbéru prvnich vzorkl byla vyrovnana ptdni vlhkost vSech variant na 50 % PVK a za 6 dnii
byly odebrany druhé vzorky. Z obrazku ¢. 12 je vidét, Zze piidni vlhkost pfi odbéru druhych

vzorkd byla shodné na arovni kolem 30 % PVK.

Obrazek ¢. 12: Graf prubéhu piidni vihkosti pri dlouhodobéjsim péstovani rostlin za
konstantniho nasyceni substrdtu
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Prace Chen et Murata (2002) uvadi, ze typickou reakci rostliny na stavy spojené
s dehydrataci je mimo jiné syntéza nizkomolekularnich vysoce rozpustnych latek typu
betainu, prolinu, nazyvané jako kompatibilni soluty. Osmotické ptizptisobeni tkvi ve sniZeni
povazovan za zékladni pojen vodniho reZimu rostlin. Minimalni (nejbliZ§i nule) hodnota
osmotického potencialu je ddna minimem rozpusténych iontd, proteind a ostatnich metaboliti

v Z1vé burce.
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Lze tedy ocekavat negativni korelaci mezi obsahem vody v rostliné vyjadienym jako
vodni sytostni deficit (VSD) a koncentraci kompatibilnich solutii vyjadienou jako osmoticky
potencial (OP). Prace Beck et al. (2007), uvadi, Ze ztrata vody zbunék je spoustécim
mechanismem pro syntézu osmoticky aktivnich latek tzv. osmoprotektanti. Tento fenomén je
povazovan za jeden z nejcastéjSich a nejbéznéjsich obrannych mechanismi rostlin pfi stresech
asociovanych s dehydrataci bun¢k.

VSD varianty Amulet_exS dosahoval hodnot témét 37 %, proto tyto rostliny snizily
syntézou osmoprotektivnich latek sviij osmoticky potencial az na hodnotu -3,4 MPa, byt’ je to
pro jejich metabolismus zatézujici. Naproti tomu metabolismus rostlin kontrolni varianty,
jejichz primérny VSD dosahoval hodnot kolem 11 %, syntetizoval kompatibilni soluty jen
V minimalnim mnozstvi, kterému odpovidala hodnota osmotického potencidlu -1,2 MPa

(obrazek ¢. 13).

Obrdzek ¢ 13: Primérnd akumulace DHNS, diskriminace *C, vodni sytostni deficit a

osmoticky potencial odriidy Amulet — modifikovino z Skoddacek et al., (2010)
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Pomoci izotopové diskriminace *C (obrazek & 13) byla statisticky signifikantng
odlisena varianta ,,exS“ a ,,K*“ a ,,S* a , K“, nicmén¢ statisticky prokazatelny rozdil nebyl
zaznamenan mezi variantou ,,exS“ a ,,S“. Po vyrovnani hladiny vlhkosti u jednotlivych
variant (2. odbér) byla prokazana statisticky vyznamna diference jen mezi variantou ,,I1_K* a
zbylymi dvéma variantami (ty od sebe odliSeny nebyly). Z grafu na obrazku ¢. 13 je patrné, ze
rostliny péstované za nejvyssi zatéze suchem (Amulet_exS) nejméné diskriminovaly izotop
BCa tedy nejlépe vyuzivaly dostupné vody a zabudovaly do organickych sloucenin svych tél
vice uhliku na jednotku spotfebované vody. Tento parametr stoupal pfimo umérné spolu
s mnozstvim vody, které méla rostlina dostupné pifi svém ristu a vyvoji. Nejvice
diskriminovaly **C rostliny kontrolni varianty, protoze nemély potiebu vyznamné regulovat
vydej vody stomaty a proto byla priaduchovd vodivost mnohem vyS$§i, nez rychlost
fotosyntézy. Zajimavé jsou hodnoty A BC u tzv. rehydratovanych variant (2. odbér). Zatimco
vysledky obou suchych variant byly v podstaté konzistentni, varianta Amulet 1l_K poklesla,
byt tento pokles nebyl prokazan jako statisticky vyznamny. Rostliny této varianty nebyly
aklimatizovany na sucho, a to jak po fyziologické strance, tak ani po strance anatomické. Tyto
rostliny mély dlouhé cepele listh s velkym mnoZzstvim praduchti na plochu listu, coz
neumozinovalo efektivni a okamzitou regulaci vydeje vody. Toto ilustruje také obsah vody
Vv rostlindch vyjadfeny vodnim sytostnim deficitem. Lze ptedpokladat, ze po vyrovnani
hladiny vlhkosti v péstebnim substratu bude vyrovnan také obsah vody v rostlinach vsech
variant. Z grafu na obrazku ¢. 12 je vidét, ze pokles obsahu vody v pidé probihal u vSech
rehydratovanych variant shodné¢ a pti druhém odbéru byla vlhkost substratu prakticky stejna.
Obsah vody v rostlinach byl vsak statisticky vyznamné rozdilny. Zatimco aklimatizovana
varianta Amulet_Il_exS vykazovala nejnizsi ztratu vody okolo 25 %, varianta Amulet Il_K
vykazovala VSD skoro 53 %. Od tohoto faktu se odraZi i vyrazné snizeni hodnoty A *C
Amuletu_Il_K oproti kontrolni varianté prvniho odbéru. Rostliny nebyly aklimatizovany na
vyznamné hospodafeni s vodou prostiednictvim praduchi, kterych mély na listovou plochu
vice, nez varianty péstované v suchu. Rostliny byly mnozstvim dostupné vody pfinuceny
K jejimu efektivnéjsimu vyuziti.

V piipad¢ stresu suchem byly za pomoci imunoblotu detekovany nejméné dva typy
dehydrint. Prvnim z nich je dehydrin se zdanlivou molekulovou hmotnosti (MW) cca 90 KDa
(obrazek ¢. 14). Vzhledem ke skutecnosti, ze dehydriny vykazuji zvysenou afinitu k SDS
(sodium dodecylsulfat), na SDS-PAGE gelu (blotu) se potom jevi zdanlivé zvySenou
molekulovou hmotnosti asi 0 24 % (Kosova et al., 2007). S vysokou pravdépodobnosti se dle

velikosti jedna o DHN5 (58,5 KDa) kodovany genem Dhn5 lokalizovanym na chromozomu
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6H, jehoz exprese je nékdy popisovana jen jako indukovana chladovym ptsobenim (Close et
al., 1995).

V tomto experimentu byla detekovana mirné zvySena hladina tohoto dehydrinu (graf
na obrazku ¢. 13) u varianty ,,exS“. Hladina DHNS5 u variant ,,S* a ,,K* byla na hranici
detekovatelnosti a mezi témito variantami nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil.
Naproti tomu u druhého odbéru prudce vzrostla exprese DHNS u varianty ,,1l_K*, ktera
nebyla na stres suchem aklimatizovand, nebot’ byla v piedeslé ¢asti experimentu péstovana za
optimalni vlhkosti. Tento jev je s nejvétsi pravdépodobnosti opét kauzalné spjat s obrannou
odpovédi rostliny na postupny nastup stresu suchem. Stejny trend nardstu DHNS mizeme
sledovat i u varianty ,,Il_S“. Toto zjiSténi naznacuje, ze akumulace tohoto dehydrinu je
zvySena i za stresu suchem a lze tedy vyvodit zavér, Ze zvySena exprese DHNS je obecné
asociovana s dehydrataci bun€k. Na imunoblotech byl/y krom¢ DHNS5 detekovan/y také tzv.
nizkomolekuldrni dehydrin/y (obrazek ¢. 14). Mezi tyto suchem indukovatelné dehydriny jsou
podle dostupné literatury fazeny: DHN1, DHN2, DHN3, DHN4, DHN6, DHN7, DHNO,
DHN10 a DHN11 s MW od 14,2 do 29,2 KDa. Zdanliva MW detekovaného dehydrinu/ti byla
cca 30 KDa.

Obrazek ¢. 14: Detekce dehydrinii u jecmene odridy Amulet na imunoblotu — modifikovano
z Skodacek et al., (2010)

1. odbér II. odbér

exS S K exS S K

90KDa — DHN §

30KDa nizkomolekularni DHN

exS —extrémni sucho S —sucho K —kontrola
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5.2.1 Faktorova analyza
K vysSetfeni vnitinich souvislosti a vztaht ¢ili korelaci a odhaleni zékladni struktury

matice dat byla vyuzita tzv. faktorova analyza, kterd je fazena mezi vicerozmérné statistické
metody. Tato metoda se tykd analyzy struktury vnitfnich vztahi mezi velkym poctem
puvodnich znakli pomoci souboru mensiho poctu latentnich proménnych, zvanych faktory.
Cilem je tedy zestru¢néni informace obsazené ve znacném poctu pivodnich znaki (v tomto
ptipad¢ DHNS5, OP, VSD, 13C) zdrojové matice dat do mensiho souboru latentnich
proménnych, a to s minimalni ztratou informace.

Standardizace dat v pfipadé faktorové analyzy neni nutna, nebot tato metoda
vychazejici z korela¢ni matice neni zavisla na métitku vstupnich hodnot.

Korela¢ni matice V tabulce ¢. 12 znazoriuje tésnost mezi jednotlivymi proménnymi.
Hodnoty korelacnich koeficientli mezi jednotlivymi proménnymi, které jsou oznaceny tuc¢né
cerveng, jsou na zvolené hladin€ vyznamnosti a = 0,05 statisticky vyznamné. Za signifikantni
Ize empiricky povazovat korelace vys$si nez 0,75, které jsou vyznaCeny cCervené. Podle
vysledkti korelacni matice lze prohlasit, ze existuje velmi silnd negativni zavislost mezi
osmotickym potencialem a vodnim sytostnim deficitem. Dalsi signifikantni souvztaznost Ize
pozorovat mezi obsahem dehydrinového proteinu DHNS5 a vodnim sytostnim deficitem, tedy
parametrem udévajicim aktualni vodni rezim v rostliné. Z korela¢ni matice je tedy vidét, ze
mezi proménnymi jisté korelace jsou a ze je tedy nadéje na odhaleni néjaké korelacni

struktury.

Tabulka ¢. 12: Korelacni matice zndzornujici tésnost mezi proménnymi

oP DHN5 Bc VSD
OP 1| -057748 | 0482474 | -0,91774
DHN -0,57748 1] 0,337323 | 0,770829
Bc 0,482474 | 0,337323 1] -0,24436
VSD -0,91774 | 0,770829 | -0,24436 1

Dalsi fazi faktorové analyzy je metoda extrakce faktord. Pro ucely této disertacni
prace byly faktory odhadnuty na zékladé metody hlavnich komponent. Vzniklé faktory jsou
pak vlastn€ hlavnimi komponentami, ovS§em po rotaci faktort, ke které je pfistoupeno i vV této
préci, jiz tyto faktory nemaximalizuji rozptyl podél os soufadného systému.

Tabulka ¢. 13 ukazuje vypoctené hodnoty vlastnich ¢isel faktorové analyzy, které lze
interpretovat jako celkovy rozptyl proménnych (v tomto piipadé 4) a procento celkového

rozptylu, které dany faktor vysvétluje z celkového 100 % rozptylu, napt. faktor Cislo 1
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vysvétluje 64 % z celkového rozptylu, vyjadieno absolutni hodnotou je to 2,56. Celkova

hodnota faktort 1 a 2 vysvétluje 97,4 % celkového rozptylu (sloupec kumulativni %).

Tabulka ¢. 13: Vypocet viastnich cisel faktorové analyzy proménnych

Vlastni ¢islo — Extrakce: Hlavni komponenty

Hodn. | VL éislo | % celk. rozptylu | Kumulativni vl ¢islo | Kumulativni %
1| 2,563561 64,08903 2,563561 64,089
2 | 1,332254 33,30634 3,895815 97,3954
3| 0,061817 1,54542 3,957632 98,9408
4 | 0,042368 1,05921 4 100

Dulezité je stanovit kritérium, podle né¢hoz bude jesté posledni nejslabsi spolecny

faktor zatazen do vysledného vypocteného modelu faktorové analyzy. Pfi vypoctu je

respektovana sestupna priorita vyznamu spoleénych faktort, tj. prvni faktor je tedy potom

povazovan za nejsilngjsi faktor, ktery vysvétluje maximum z hodnoty rozptylu proménnych,

druhy faktor vysvétluje maximum ze zbytku rozptylli nevysvétlenych faktorem prvnim az po

nejslabsi faktor, ktery je jeSté zafazen do modelu faktorové analyzy. K urceni rozumného

poctu faktort I1ze pouzit nékolik heuristickych pravidel. V tomto ptipadé bylo akceptovano

empirické pravidlo pokracovat v analyze s tolika faktory, kolik je vlastnich ¢isel vétsich nez 1

(tabulka ¢. 13). Na pocet vyznamnych faktord lze také usuzovat z tzv. sutinového neboli

Cattelova indexového grafu Gpati vlastnich &isel (obrazek &. 15). Upati je definovano jako

zlomové misto mezi kolmou sténou a vodorovnym dnem. V tomto ptipadé je vyznamny pocet

faktort roven tfem.

Obrazek ¢. 15: Catteluv indexovy graf upati viastnich cisel

Graf vlastnich &isel

Hodn.
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2,564

Pocet vlastnich ¢&isel
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Pro dalsi vypocet bylo tedy uvazovano 0 dvou faktorech. V dalsi fazi dojde
k transformaci faktort tak, aby byly smyslupIn¢ interpretovatelné. Tato faze se nazyva rotace
faktort a jde v ni o to, aby rotaci vznikla tzv. jednoducha korela¢ni struktura, tedy aby kazda
vstupni proménna byla vyrazné korelovana jen s jednim faktorem. Rotaci je dosazeno toho,
aby kazdy faktor byl korelovan pouze s urcitou skupinou proménnych a korelace s ostatnimi
proménnymi byly nulové.

Z faktorovych zatézi uvedenych v tabulce ¢. 14 je ziejma korela¢ni struktura
faktorovych zatézi. Prvni faktor koreluje s proménnymi osmoticky potencial, obsah DHNS5 a
vodni sytostni deficit. Druhy faktor v§znamné koreluje s diskriminaci **C. Lze tedy Fici, Ze
faktor ¢. 1 vytvafi tfidu tii proménnych, které jsou navzdjem umérné, pficemz proménna
osmoticky potencial je nepfimo timérna s proménnymi obsah DHNS5 a vodni sytostni deficit,
které jsou navzajem v piimé korelaci. Podle vécného vyznamu lze tedy faktor &. 1
interpretovat jako stav vodniho poméru rostlin kratkodobéjsiho charakteru, zatimco faktor €. 2

Ize zobecnit jako stav vodniho poméru rostlin dlouhodobé&jsiho charakteru.

Tabulka ¢. 14: Faktorové zatéze (korelace vstupnich proménnych a faktori)

Faktor. zatéZe (Varimax normaliz. ) Extrakce: Hlavni komponenty
Proménna Faktor 1 Faktor 2

OP 0,885823 0,427894
DHNS5 -0,88156 0,441721
Bc 0,088144 0,987083
VSD -0,97285 -0,16502

Faktorovou strukturu je moZné znazornit 1 graficky v prostoru faktorovych zatézi,
kdyz na soutadnych oséach jsou jednotlivé faktory — v naSem ptipadé¢ faktor ¢. 1 a faktor €. 2.
Znaky pii konci soufadnicové osy maji vysokou faktorovou zaté€z a jsou oznacovany jako tzv.
Cisté plvodni znaky. Z obrazku ¢. 16 faktorovych zatéZi lze vypozorovat skutecnost, Ze
vSechny plvodni znaky neboli proménné maji vysokou faktorovou zatéz, at’ jiz osmoticky
potencial, obsah DHNS a vodni sytostni deficit k faktoru ¢. 1 (shluk €. 1), nebo diskriminace
BC (shluk & 2) k faktoru &. 2. Znaky tedy vytvofily shluky neboli skupiny, které maji
vysokou faktorovou zatéz pro stejné faktory. I kdyz znak osmoticky potencial stoji od znakl
obsahu DHNS a vodni sytostni deficit znacné daleko, stale tvoii jeden shluk a to z toho
divodu, ze maji vysokou zatéz k faktoru ¢. 1. Vzdalenost znaku osmoticky potencial je

vysvétlena opacnou korelaci k obéma zbylym znakiim ve shluku €. 1.
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Obrazek ¢. 16: Graf faktorovych zatezi

Graf faktorovych zatézi
Rotace: Varimax normaliz.
Extrakce: Hlavni komponenty
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Ptevod jednotlivych pozorovani do faktorového prostoru je vlastné vypoctem
faktorovych skore pro vstupni piipady (obrazek ¢. 17). Jinymi slovy je to vypocet hodnot
faktoru €. 1 ,,stav vodniho poméru rostlin kratkodobgjsiho charakteru* a faktoru ¢. 2 ,,stav
vodniho poméru rostlin dlouhodobéjsiho charakteru® pro jednotlivé testované varianty rostlin
je¢mene. | v tomto ptipadé byly vytvoteny urcité shluky, a to témi ptipady, které se chovaji
podobné. To znamend, ze naptiklad shluk ¢. 3, ktery obsahuje Amulet exS a Amulet_II_S,
tedy variantu, kde byly rostliny péstovany v substratu s udrzovanou vlhkosti 35 % PVK a
variantu, kde byly rostliny nejprve kultivovany v substratu s vlhkosti 40 % PVK a poté byly
po 6 dni ponechany bez zalivky. Tyto dvé varianty maji velmi podobné nizké hodnoty
faktorovych skore pro faktor €. 1, naopak faktorova skore pro faktor ¢. 2 maji obé varianty
pomémé vysoké. Toto zjisténi lze interpretovat tim zpusobem, ze stav charakteristik
popisujici kratkodobé&jsi vodni poméry rostlin, tedy obsah DHN5, OP a VSD byl u rostlin
v dobé odbéru obou testovanych variant velmi podobny. Co se tyCe efektivity vyuziti vody,
které Ize odhadovat na zéklads parametru A **C, lze fici, Ze lep$i Gicinnost vyuziti vody mély
rostliny varianty Amulet_Il1_exS, tyto rostliny ziskaly vice uhliku na jednotku spotfebované
vody. K tomuto zavéru je mozné dospét z vypoctené vysoké hodnoty faktorové zatéze faktoru

& 2k ABC.
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Obrazek ¢. 17: Graf faktorovych skore
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Naopak shluk ¢. 2 tvoti jen jediny pfipad, a to Amulet K, tedy variantu, v niz byly
rostliny péstovany za plného nasyceni substratu (65 % PVK). Je vidét, Ze tyto rostliny se na
urovni vodniho rezimu chovaly zcela odlisné od vysSe diskutovaného ptikladu rostlin ve
shluku ¢. 3. Je to naprosto logické zjisténi, nebot’ tyto rostliny vegetovaly za zcela odlisnych
vlahovych poméra. Tato varianta ma pomérne vysoké faktorové skore jak pro faktor €. 1, tak i
pro faktor ¢. 2. U téchto rostlin byla priduchovd vodivost mnohem vy$s§i neZ rychlost
fotosyntézy, nepotiebovaly Setfit vodou a Bc byl pii karboxylaci siln¢ diskriminovan.
Z pohledu ucinnosti vyuziti vody vyuzivaly tyto rostliny vodu nejméné efektivné, zcela
logicky, nebot’ ji nepotiebovaly Setfit.

Je zajimavé porovnat chovani rostlin ve shluku ¢. 2 (Amulet K) a shluku ¢. 1
(Amulet_I1_K). Efektivita vyuziti vody, ktera je nepfimo Umérna s parametrem A BC, a
korelovana s faktorem ¢. 2, dosahuje u rostlin Amulet II_K niz8§ich hodnot, neZ u
Amuletu_K. Tato varianta byla tedy z pohledu ziskani uhliku na jednotku spotfebované vody
ucinnéjsi. Je to pochopitelné, nebot’ rostlina musela s vodou Setfit. Naopak doslo ke zvySeni
hodnoty & BC cukri oproti variant¢ Amulet K. V u¢innosti vyuziti vody mezi obéma
variantami doslo sice k signifikantnim zméndm, nicméné nelze je oznacit jako diametralni
zvrat. Jina situace je u charakteristik aktualniho vodniho stavu rostlin, které jsou korelované

s faktorem €. 1. Stav téchto parametri rostlin Amulet K a Amulet Il_K jsou v tomto piipadé
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diametralné odlisné. Rostliny Amulet_Il_K masivné ztracely vodu, coz byl spoustéc pro
syntézu dehydrinovych proteint a pokles osmotického potencidlu.

Na pievod pozorovani do faktorového prostoru je mozno divat se i1 jinym zptisobem,
respektive interpretovat jeho vysledky. Pokud se mezi sebou budou komparovat vzdy jen
varianty, které byly odebirany v jeden cas, tedy Amulet exS, S, K a dale Amulet_Il_exS, S,
K, 1ze dostat trochu jiny pohled na chovani rostlin v jednotlivych variantach. Zatimco rostliny
varianty Amulet K plytvaji vodou a hodnoty DHN5 a VSD jsou nejnizsi, OP potom nejvyssi,
rostliny Amulet_ S uZ zacinaji hospodafit S vodou a i stav charakteristik vazajicich se K
faktoru €. 1 se méni. Chovani rostlin ve variant¢ Amulet exS je oproti dvéma predeslym opét
ucinnost vyuziti vody. Tento rozdil vSak uz neni tak zna¢ny, jako mezi variantami Amulet K
a Amulet_S. Je to pochopitelné, nebot’ tato vlastnost je geneticky determinovana a nelze
ptekrocit dany biologicky strop. Jak lze vidét z obrazku ¢. 17, rostliny v této varianté se z
hlediska chovani charakteristik korelovanych k faktoru ¢. 1, tedy DHNS, OP a VSD, dostaly
do druhé poloviny pole grafu, tedy jejich hodnoty v dobé odbéru byly ve srovnani s variantou
Amulet K negativné reciprocni.

Pokud budou jednotlivé vstupni pifipady datové setfidény podle jejich vzestupnych
faktorovych skore a promitnuty do faktorového prostoru, potom bude vysledkem graf na
obrazku €. 18. Z tohoto grafu je mozné vypozorovat urcity trend, kdy s rostouci hodnotou
faktorovych skore faktoru €. 1, roste i hodnota faktorovych skore faktoru €. 2. Vyjimka je
potom varianta Amulet_Il_K, kterda méa vysoké faktorové skore k faktoru &. 2, tedy k A 3C a
nizké faktorové skore k faktoru ¢. 1, tedy k charakteristikim aktualniho vodniho stavu
rostliny. Toto je zpsobeno tim, Ze izotopovy signal susiny se integruje po celou dobu tvorby
susiny, tedy mnozstvi **C, které bylo zainkorporovano do biomasy b&hem ristu kontrolni
varianty Amulet K, bylo jakymsi odrazovym mustkem pro mnoZstvi izotopu BC varianty

Amulet_Il_K.
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Obrazek ¢. 18: Datove setridené vstupni pripady experimentu
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5.3 Testovani suchovzdornosti sedmi riznych odrid péstovanych za dvou
odliSnych stupnii nasyceni pidy vodou a nahlého vysychani

Na zaklad¢ vysledkt predeslého experimentu bylo pristoupeno k analyzam reakci
sirSiho spektra odrid jeémene za podminek, které 1ze oznacit jako sucho. Z grafu na obrazku
¢. 19 je patrné, ze experiment byl oproti pfedeslému pokusu mirné¢ modifikovan. A to
pfedevSim ve sniZeni stupné nasyceni pidy vodou u stresované varianty na 30 % PVK.
Zacatek diferencované zalivky, kterou byl bezprostfedné ovliviiovan stupen stresové zatéze a
samoziejm¢e také vodni rezim rostlin, je v grafu oznacen jako 1. den, pficemz se rostliny
nachdzely ve fazi prvniho listu a byly vysety 9 dni pfed aplikaci diferencované zalivky. Jiz 5.
den od rozdilné zalivky bylo mozno pozorovat rozdily mezi kontrolni variantou a variantou
stresovanou, pri¢emz sucha varianta dosahla zvolené trovné obsahu vody v padé (30 % PVK)
praveé 5. den. Rostliny suché varianty byly na trovni 30 % PVK péstovany pravé 11 dnd do
prvniho odbéru, ktery byl realizovan 16. den. Po prvnim odbéru vzorkd byl obsah vody
V pudé obou variant vyrovnan na 48 % PVK a za 7 dni byl uskute¢nén druhy odbér vzork.
Z obrazku €. 19 je patrné, Ze pudni vlhkost za téchto sedm dni klesla u obou variant na

hladinu 32 % PVK.
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Obrazek ¢. 19: Graf pribéhu pudni vihkosti pri dlouhodobém péstovani rostlin za

konstantniho nasyceni substrdtu
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Vysledky primérného vodniho sytostniho deficitu, které jsou shrnuty v grafech na
obrazku ¢. 21, ukazuji, ze tato charakteristika aktualniho vodniho stavu rostlin rozlisila
statisticky signifikantné nékteré odriidy suché varianty, zatimco rozdil mezi obsahem vody
v rostlinach kontrolni varianty byl statisticky nevyznamny a VSD se u nich pohybovalo od
8,6 — 12,8 %. Rostliny péstované za sucha vykazovaly zcela logicky VSD vyssi, a to od 18 %
(Tadmor_S) do 29 % (Tolar_S). Pokud k této charakteristice pfistoupi osmoticky potencial
(obrazek €. 21), je porovnani odrud zajimavéjsi. UZ v kontrolni varianté lze vypozorovat, Ze
statisticky signifikantn¢ se od ostatnich odrud lisi odrida Er K, kterd vykazuje OP -1,6 MPa,
zatimco hodnoty ostatnich odrid kontrolni varianty se pohybovaly okolo -1,2 MPa. Za sucha
se vSak nékteré odriidy chovaly navzijem odliSné. NejnizSich primérmych hodnot OP
dosahovala opét odruda Er_S (-3 MPa) spole¢né s Malz_S (-2,9 MPa). Odriada Er vykazovala
tenden¢né vzdy vyssi stupent vodniho deficitu, coz bylo také pokazdé spojeno s mohutnou
syntézou osmoprotektantli, vyustujici vV niz$i osmoticky potencial. Tato odrida pochazi
Z ptivodnich syrskych krajovych odrid a je citliva vici suchu. Velmi zajimavé je, Ze rostliny
Tadmoru suché varianty svym VSD odpovidaly odrudé Er kontrolni varianty. Pokud je vzata

V potaz také charakteristika A 3¢ (obrazek ¢. 21) je vidét, Zze Er za podminek sucha
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diskriminuje p¥i karboxylaci nejvice ze viech testovanych odriid izotop **C a tedy priduchova
vodivost je mnohem vyssi, nez rychlost fotosyntézy. Jinymi slovy lze fici, ze tato odriida
V porovnani S ostatnimi testovanymi odridami nedokdze efektivné regulovat vyménu plynt
pomoci priuducht a tedy jeji hospodatreni s vodou neni pfili§ efektivni. Ani dalSi ochranny
mechanismus rostliny asociovany se stavy dehydratace, tedy obsah dehydrinovych proteinti
(v tomto ptipadé DHNS) neni v pfipadé odridy Er u¢inny (obrazek ¢. 21 a 23). Obsah DHN5
u této odrudy byl na hranici denzitometrické detekovatelnosti. Jinak se chovala odrtda
Jersey _S. Ta vykazovala relativné nizky VSD v hodnoté 19,2 % a spadala do homogenni
skupiny spolecné s Akcentem S, Malzem S a Amuletem_S. Stejné tak naméfeny osmoticky
potencial byl jeden z nejvyssich (-2,23 MPa), coz ukazuje na to, ze tato odriida méla nizsi
potfebu osmoticky se pfizplisobit podminkdm sucha, nez odriida Er_S. Charakteristika A B¢
se u odridy Jersey S pohybovala v priméru 20,11 %o, coz ukazuje na to, Ze rostliny této
varianty hospodatily s vodou pramérné, tedy velmi podobné jako Tolar S, Malz S,
Tadmor_S a Er_S. Rostliny Jersey_S syntetizovaly, resp. akumulovaly DHNS5 na velmi nizké
urovni. Lze tedy vyslovit domnénku, Ze strategie rostlin odridy Jersey miZe primarné
spocivat v efektivni regulaci transpirace na urovni priducht. Dal$im vyznamnym faktorem
muze byt i adaptaéni schopnost této odridy na urovni kofenového systému, tedy v ptipadé
nedostatku vody miize tato odrida reagovat mohutnym kofenovym systémem. Tato
domnénka je v souladu s pozorovanou velikosti kofenového systému u rostlin odrudy Jersey
péstované za sucha ve srovnani s jinymi odridami (viz obrazek ¢. 20), nicméné nebyla nijak

experimentalné ovéfena.

Obrdzek ¢. 20: Srovnani korenového systéemu rostlin odrid Jersey (nalevo) a Akcent

(napravo)

96



ych metod proteomiky

W

1 jecmene pomoci soucasn

r

W

Studium proteinovych markeri suchovzdornost

_a_

) akumulaci DHNS, b) diskriminaci **C, c) VSD,

ict a

4

4

v

azornuj

r

Obrazek ¢. 21: Grafy zn

d) OP

Diskriminace 1 C

DHNS

2
il
0

19

18

< < (=]
+ & &

(54) SNIEICT BIZUDD [UATB[a

60
50

101
0

4§ Jueony

§ dowpe [,

§ Jo[nuy

H 8 oL
28 Z[BN

ZEH § Adsaar

S

N uaany

7 M Jowupe,

S PNy

2 IELIEMY

3 Z[EN

N Aosir

A

45 § Py
1 8 Jeo],
&5 S 2PN

4 § Aos.or

48
£F W Jueoy
£S5 W Jowpe],

4 > Wy

S o],

£ M ZPN

455 M Aosaar

& M

Osmoticky potencial

Vodui sytostni deficit

© e

be
§
.
=
N
N
.
N
bl

ab

e R L

1,0

15
0
25
0

5

(2N IO

ROy

8 Py

de

S RO,

cde

S Z[Ep

cd

§ fosur

8

3 R0y

N jppnuy

o Z[EW

S Aasaar

ab

35

10
5L
0

=1 )
a -

30r
5

() AsA

[ IOWpE T,

tu, vykazovala v oblasti

7

4 fedeslém experimen

dnaivp

ktera byla testov

Odriida Amulet,
VSD u stresované varianty hodnotu 24,8 %, u kontrolni varianty pak 10,9 %. Hodnotu této

dridami oznacit jako

4

imi o

tatn

ani s os

4

charakteristiky u stresované varianty lze ve srovn

28 MPa, kterou

2

¢ru hodnoty

u S v prim

ial dosahl u Amulet

tenci

Osmoticky po

v

o

prumernou.

dilnou s Tolar S,

4

lze trendové oznacit jako jednu z nejvysSich, byt statisticky nepritkazné roz

Tadmor_S, Akcent_S a Jersey_S. V téchto dvou charakteristikach tedy nevykazovala odruda

, Jejiz

hodnoty. Nejinak tomu bylo i v piipadé diskriminace *C

¢ extrémni

r

Amulet S zadn:

7

1$na jen

kazné odli

u

19,44 %o a byla statisticky pr

7

v v

éfena na urovni

hodnota byla nam

4

v

o

prumeérna

zné fici,

, je tedy moz

A4

¢né nejnizsi

W

yla tenden

& hodnota A *C Amuletu S b

s A **C Er_S. Nicmén

drady,

r

4

tatni testovane o

v

¢j1 nez os

k sucha hospodati s vodou efektivn

me

7

ze tato odrtida za podm

7

kazné prokazan.

ra

tento fakt nebyl statisticky p

ovsem

o

rameérnou

Rostliny odridy Tolar péstované za sucha vykazovaly relativné vysokou p

.

, pficemz

)

z S, Amulet Sa Er S

hodnotu VSD 29,2 % (v homogenni skupiné byl spolu s Mal

97



Studium proteinovych markeri suchovzdornosti jeémene pomoci souc¢asnych metod proteomiky

naméfeny OP vykazoval primérnou hodnotu -2,53 MPa (primér se statisticky vyznamné
nelisil s Tadmor S, Akcent S, Amulet S a Jersey S). Syntéza osmoprotektik tedy zdaleka
nedosahovala takové mohutnosti jako naptiklad u varianty Malz_S (-2,88 MPa), jejiz VSD
viak byl 23,7 %. Pram&ma diskriminace *3C Tolaru S dosahla hodnoty 19,83 %o a lze ji
oznacit jako primérnou (statisticky vyznamné se lisila jen s Amuletem_S a Akcentem_S).
V oblasti efektivity vyuziti vody nevykazovala tato odriida v porovnani s ostatnimi
testovanymi odriidami vynikajici vysledky. AvSak naptiklad pfi srovnani odriid Jersey S a
Tadmor S, které se statisticky signifikantné odliSovaly od Tolaru_S v oblasti VSD, je patrné,
ze 1 za stavu vy$siho vodniho deficitu v téle rostlin Tolaru_S, byla jejich schopnost efektivné
vyuzivat vodu na stejné urovni, jako Jersey S a Tadmor S. Naprosto jind reakce byla
pozorovana u Tolar_S na trovni akumulace dehydrinovych proteint, resp. DHNS5. Rostliny
Tolaru péstované za sucha vykazovaly vysokou akumulaci DHNS. Obsah DHNS byl u této
odridy druhy nejvyssi ze vSech testovanych odrid. Zda se tedy, Ze strategie, jakou se odrida
Tolar vyrovnava s nedostatkem vody, je silna exprese a nasledna akumulace dehydrinovych
proteini. Naproti tomu nebylo zaznamenano silnéjSi sniZeni osmotického potencidlu
cytoplasmy v disledku akumulace nizko- i vysokomolekularnich osmoticky aktivnich latek, a

to ve vztahu k pomérné¢ vysokému VSD.

Obrazek ¢. 22: Elektroforetické rozdéleni termostabilni frakce proteinii — I. odbér

Sucho — 1. odbér Kontrola — 1. odbér

[ -

S = © 9 =

2N B £ 5 N5 3 E 8

- 58S ERS .55 ER S
[ hém%zh<i—1<

SE | Amulet




Studium proteinovych markeri suchovzdornosti jeémene pomoci souc¢asnych metod proteomiky

Odrtida Tadmor_S, ktera je velmi dobfe adaptovana na sucho, vykazovala OP (-2,4
%) (spolu s Jersey — 19 %). Zajimavé zjisténi je to, ze VSD odrudy Tadmor S a Er_K bylo
statisticky prukazné nerozdilné, tedy aktualni obsah vody v rostliné byl shodny u odrtdy,
ktera byla péstovana za sucha a odrudy, ktera byla péstovana za kontrolnich podminek. I kdyz
obsah vody vV rostlinach odridy Tadmor poklesl ve srovnani S ostatnimi testovanymi
odrtidami suché varianty nejméné, OP byl nevyznamné rozdilny s péti dalSimi odrtidami. Tato
skutecnost mize byt zpiisobena vysokou akumulaci hydrofilnich dehydrinovych proteint,
které jsou soucasti mechanismu osmotického ptizptisobeni rostlin.

V oblasti efektivity vyuziti vody dosahovala hodnota charakteristiky A *C odrady
Tadmor S druhé nejvyssi hodnoty (20, 4 %o), byt tato hodnota byla statisticky nevyznamné
rozdilnd s hodnotami odrid Er S, Jersey S, Malz S a Tolar S. Znamend to tedy, Ze
v hospodateni s vodou ve vztahu k vytvofené susiné tato odriida nevykazovala ve srovnani
s ostatnimi odrtidami nejlepsi vysledky. Kli¢ovy mechanismus, jakym se tato syrska krajova
odriida vyrovnava s nedostatkem vody, se zdd byt jeji velmi silnd exprese dehydrinovych
geni, a to na urovni akumulace kone¢ného translaéniho produktu, tedy dehydrinovych
proteini. Obsah DHNS odridy Tadmor S v dobé¢ I. odbéru byl témér 2,6 krat vyssi ve
srovnani s Tolar_S, nebo 25 krat vyssi nez u odridy Amulet S a téméf 114 krat vyssi

V porovnani s odriidou Jersey S.

Obrdazek ¢. 23: Imunoblot s vizualizovanymi prouzky DHNS — I. odbér

Sucho — I. odbér Kontrola — I. odbér
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Jak jiz bylo uvedeno vyse, pokus byl koncipovan tak, ze po prvnim odbéru vzorkt byl
obsah vody v ptd¢é obou variant vyrovnan na 48 % PVK a za 7 dnt byl uskute¢nén druhy

odbér vzorki, pficemz pidni vlhkost pti druhém odbéru byla na hladiné 32 % PVK.
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Rostliny kontrolni varianty, které nebyly aklimatizovany na nizky obsah vody v pidé,

se za téchto podminek chovaly rozdilné. Je logické, ze tyto neaklimatizované rostliny

vykazovaly zvySeni VSD, které se pohybovalo od 11,8 % (Tadmor Il_K) do 20,2 %
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ze obsah vody v télech rostlin byl statisticky nevyznamné rozdilny se tfemi vySe uvedenymi
odridami (Tolar, Amulet a Akcent). Rostliny aklimatizované odrudy Er_Il_S vykazovaly
primérny VSD 14,1 % a statisticky vyznamné se odliSovaly jen od aklimatizovanych rostlin
Tolaru_Il_S a Tadmoru_Il_S. V charakteristice OP vSak za sebou tato odrtida zanechala
vSechny ostatni testované odridy. Napiiklad ve srovnani s aklimatizovanou variantou odridy
Tolar_Il_S, bylo VSD aklimatizované varianty odrady Er Il_S 1,76 krat vyssi, ovSem
hodnota OP byla 1,27 krat nizsi.

Rostliny odriidy Er tedy reaguji na sucho expresi enzymi, které pisobi v anabolickych
cestach, jejichz vysledkem je vysoky obsah nizkomolekuldrnich kompatibilnich solutd.
V ptipad¢ odridy Er se pravdépodobné na snizovani vodniho, resp. osmotického potencidlu
nepodileji vysokomolekuldrni osmoticky aktivni latky typu hydrofilnich dehydrinG. Toto
zjisténi bylo potvrzeno i denzitometrickou analyzou relativniho obsahu DHNS5. Z hlediska
diskriminace izotopu “*C, neaklimatizovana varianta rostlin odridy Er_Il_K vykazovala
nejvy§si A BC (statisticky nevyznamné rozdilng s Jersey Il_K, Malz_II_K, Tolar_Il_K a
Tadmor_Il_K). To =znamena, Ze neaklimatizované rostliny nedokazaly zmobilizovat
mechanismy, které by jim zajistily efektivnéji hospodafit s vodou v podminkach nahlého
B¢, statisticky nevyznamng rozdilng s Malz_II_S a Amulet Il_S, co? znamend, Ze
vV podminkdch néhlého vysychani maji rostliny této odridy mechanismy, které jim zarucuji
efektivnéji vyuZzivat vodu ve srovnani s jinymi testovanymi odridami, ovSem pouze za
predpokladu, ze jiz byly aklimatizovany na podminky sucha.

Neaklimatizované rostliny odridy Tolar Il_K vykazovaly po vysychani tenden¢né
VSD (statisticky vyznamné rozdilné s Er_Il_S). Zajimavé je zjisténi, ze a¢ VSD (20,2 %)
neaklimatizované odrady Tolar II_K bylo 2,52 krat vysS§i, nez VSD (8,0 %)
aklimatizovanych rostlin stejné odriidy, OP obou variant byl statisticky vyznamné nerozdilny.
To tedy znac¢i, Ze tato odrida primarn¢ stavi svoji strategii vyrovnavani se Se stavy
dehydratace na mechanismech silného osmotického pfizplisobeni, a to hlavné syntézou
vysokomolekularnich hydrofilnich dehydrinovych proteini. Toto je v souladu s vysledky
relativni akumulace DHNS5, nebot obsah tohoto dehydrinového proteinu byl
v aklimatizovanych rostlinach Tolaru II K vysoky. Z hlediska efektivity vyuziti vody, resp.
charakteristiky A B¢ se neaklimatizované rostliny této odridy statisticky vyznamné neliSily
od ostatnich odriid. Rostliny Tolaru pfi vysychani, tedy pfi ndhlé ztrat€ vody, vyuZzivaji

dostupnou vodu viceméné stejné efektivné, jako ostatni testované odriidy. Je ovSem zajimave,
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ze odridy Jersey Il_K a Malz_Il_K vykazovaly statisticky vyznamné nizs§i VSD nez pravé
Tolar_Il_K (analogicky také OP), nicméng v hodnotach diskriminace izotopu C se
statisticky vyznamné neliSily. Aklimatizované rostliny Tolaru vykazovaly v oblasti
diskriminace *C primémé hodnoty, tedy ani aklimatizované rostliny nevyuzivaly vodu
vyraznéji efektivnéji nez ostatni testované (vyjma odrudy Er).

Odriada Tadmor se v oblasti vodniho rezimu chovala odlisné. Pfi porovnani hodnot
VSD aklimatizované (8,7 %) a neaklimatizované varianty (11,8 %) odridy Tadmor je patrné,
ze se statisticky vyznamné neli$i. Navic primémé VSD neaklimatizovanych rostlin této
odrida, byt nebyla ptfedtim aklimatizovana na sucho, mechanismy zamezujici nahlé ztraté
vody z téla rostliny. Velmi podobné reagovaly i odrudy Jersey Il_K (13,2 %) a Malz_Il_K
(15,1 %). Z hlediska OP se neaklimatizované rostliny varianty Tadmoru_ll_K statisticky
vyznamné nelisily od ostatnich odrid, vyjma odrady Er_Il_K (-2,12 MPa). Hodnoty OP, jako
v ptipadé¢ VSD, se statisticky vyznamné neliSily u aklimatizovanych (-1,60 MPa) a
neaklimatizovanych rostlin (-1,75 MPa) Tadmoru. Neaklimatizované a aklimatizované
rostliny Jersey (-1,60 MPa; -1,53 MPa) a Malz (-1,73 MP; -1,76 MPa) se také
Vv charakteristice OP statisticky vyznamné neli$ily, i kdyz z primérnych hodnot Ize usoudit, Ze
tenden¢ni hodnota OP odridy Malz je nizs$i, coz znaci vyssi obsah osmoprotektik v butikach.
Co se tyde hodnot A *C, vykazovaly neaklimatizované rostliny Tadmoru_Il_K (24,02 %),
Jersey Il_K (23,39 %o) a Malzu_Il_K (23,93 %o) statisticky shodné vysledky, v ramci této
varianty tedy tyto odriidy vyuzivaly vodu podobné efektivné, pfiCemz tendencné nejméné
diskriminovala izotop *C odriida Jersey II_S. Jinak reagovaly aklimatizované rostliny.
Odriida Tadmor_I1_S diskriminovala **C nejvice (21,7 %o) a statisticky vyznamn& rozdilng
oproti Malz_11_S (20,1 %o). V oblasti u¢innosti vyuziti vody tedy odruda Tadmor neni piilis
efektivni, alespoil ve srovnani s ostatnimi testovanymi odridami. Naproti tomu
aklimatizované odrady Jersey Il_S (statisticky neprikkazn€¢) a Malz_Il_S vyuzivaji vodu
efektivnéji. V oblasti akumulace dehydrinovych proteinti, resp. DHNS se tyto tfi odridy
chovaly odlisné. Zatimco u neaklimatizovanych rostlin Tadmoru_Il_K po vysychani substratu
mohutné vzrostla syntéza DHNS5, u Jersey_Il_K a Malz_Il_K byla také zaznamenana zvysena
akumulace DHNS, nicméné zdaleka ne v takové mife, jako u Tadmoru. Obsah DHNS
Tadmoru_Il_K byl ve srovnani s Jersey Il_K 7 krat vyssi, ve srovnani s Malz_Il_K 8,3 krat
vy$$i. Akumulace DHNS u aklimatizovanych rostlin byla odlisnd. Zatimco u odridy
Malz_II_S nebyl denzitometrickou analyzou zaznamenan nartst obsahu DHNS5 oproti

aklimatizovanym rostlinam, obsah DHNS5 u aklimatizované odriady Jersey_Il_S vzrostla 2,7
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krat. Obsah DHNS5 u aklimatizovaného Tadmoru_lI_S byl téméi shodny s obsahem DHNS5 u
Tadmoru_Il_K a ve srovnani s Jersey_Il_S byl 2,5 krat vyssi, ve srovnani s Malzem_I1_S pak
11,7 krét vyssi.

Obrazek ¢. 25: Elektroforeticke rozdéleni termostabilni frakce proteinii — Il. odber
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Pfi porovnani odrid Amulet a Akcent v druhé fazi pokusu, tedy vysychéni, je zfejmé,
ze v charakteristice VSD nevykazovaly tyto dvé odridy statisticky vyznamné rozdily, a to jak
aklimatizované rostliny (Amulet — 10,5 %; Akcent — 9,3 %), tak ani rostliny neaklimatizované
(Amulet — 19,8 %; Akcent — 17,8 %). Zda se tedy, ze tyto dvé odridy maji velmi podobnou
schopnost regulace vydeje vody, byt je patrné, Ze odriida Akcent vykazuje tendencné nizsi
VSD. V oblasti OP byly vysledky podobné a opét statisticky nepriikazné rozdilné. U
neaklimatizovanych rostlin naristem obsahu osmolytt klesl OP, a to u Amuletu_Il_K na -
1,70 MPa, u Akcentu_Il_K pak na -1,81 MPa. U aklimatizovanych rostlin naopak OP stoupl
(Amulet_Il_S —-1,56 MPa; Akcent_Il_S —-1,50 MPa). To je naprosto pochopitelné, nebot’ u
aklimatizovanych rostlin doslo ke snizeni VSD, naopak u neaklimatizovanych rostlin VSD
vzrostl. | v parametru diskriminace izotopu *C vykazovaly ob& odridy statisticky
nevyznamné rozdilné vysledky. I kdyz u neaklimatizovanych odrid tendencné méné
diskriminovala *C odrida Akcent Il_K, mezi aklimatizovanymi odriidami si vedl lépe
Amulet_Il_S. Obecné lze fici, ze v parametrech VSD, OP a A BC se odridy Amulet a Akcent
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chovaly velmi podobné. Zasadni rozdil v reakci téchto odrid se zda byt v akumulaci
dehydrinového proteinu DHNS. Zatimco v prvni fazi pokusu se odridy Akcent a Amulet ani
vsuchu ani v kontrole neodliSovaly (tenden¢né vykazoval vy$si obsah DHNS Akcent).
V druhé fazi pokusu byl vSak u neaklimatizovanych rostlin Akcentu_Il_K pozorovan
mohutny narist vobsahu DHNS5, a to dokonce statisticky neprikazné rozdilné
s Tadmorem_II_K. Obsah DHN5 u Akcentu II K byl ve srovnani s Amuletem_I1_K skoro 5
krat vyssi. Naopak u aklimatizovanych rostlin nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil.
Z tohoto lze usuzovat, Ze odrida Akcent reaguje v podminkach nahlého vysychani silnou
proteosyntézou a akumulaci dehydrinovych proteinti, zatimco odriida Amulet syntetizovala

dehydriny, resp. DHNS primérné.

Obrazek ¢. 26: Imunoblot s prouzky vizualizovaného DHNS — II. odbér
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5.3.1 Faktorova analyza — 1. odbér

Dalsi statistické Setfeni probihalo formou faktorové analyzy. Vypoctené hodnoty
vlastnich ¢isel ukéazaly, Zze prvni vlastni €islo (2,9) vysvétluje 72,7 % z celkového rozptylu,
druhé vlastni c¢islo (0,91) vysvétluje 22,8 % z celkového rozptylu, kumulativné potom
vysvétluji prvni dvé vlastni ¢isla 95,5 % z celkového rozptylu. Byt’ je 2. vlastni ¢islo mensi
nez 1, byl povazovan 2 faktor za nejslabsi faktor, ktery byl jesté zafazen do modelu faktorové
analyzy.

Po provedené rotaci faktorti byly vypocteny faktorové zatéze. 1. faktor koreloval
s charakteristikami A **C, VSD a OP. Proménné A *C a OP jsou navzijem v piimé umeéte,
VSD k nim stoji v auméfe nepiimé. S faktorem ¢. 2 vyznamné koreluje akumulace DHNS.

Pti promitnuti faktorovych zatézi jednotlivych proménnych do faktorové roviny je viditelné,
ze vSechny proménné maji vysokou faktorovou zatéz bud’ k jednomu, nebo ke druhému
faktoru, pri¢emz A™*C, VSD a OP tvori shluk & 1 a DHNS je v grafu ozna&en jako shluk &. 2
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(obrazek &. 27). Z grafu na obrazku &. 27 je zfejmé, Ze OP a A °C stoji velmi blizko u sebe,
Z toho je patrny velmi podobny pribéh téchto dvou charakteristik. To je velice zajimavé
zjisténi, nebot’ kontrolni varianty, které vykazuji oproti variantdm stresovanym vyssi OP,
vykazuji také vyssi diskriminaci izotopu BCa naopak, stresované varianty vykazuji nizsi OP
(vy$§i VSD) a niz§i diskriminaci izotopu '°*C. Naopak charakteristiky OP a VSD stoji
v protilehlych kvadrantech, coz znaci fakt, Ze jsou navzdjem nepiimo uméerné. To je logické,
nebot’ ztrata vody z bunck je spoustécim mechanismem pro syntézu osmoticky aktivnich
latek. Naproti tomu charakteristiku DHNS5 lze oznalit jako unikatni, nebot nekoreluje
s zadnou méfenou fyziologickou charakteristikou a jako jedina signifikantné ovliviiuje faktor

¢.2.

Obrazek ¢. 27: Graf faktorovych zatezi

Graf faktorovych zatézi
Rotace: Varimax normaliz.
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Ptevod jednotlivych pozorovani do faktorového prostoru zndzorfiuje graf na obrazku
¢. 28. Je to vlastn¢ vypocet hodnot faktoru ¢. 1 a faktoru ¢. 2 pro jednotlivé odridy a varianty.
Z tohoto grafu je patrné, ze odridy kontrolni varianty se chovaly velmi podobné. Nepatrné se
odliSovaly jen odriidy Tolar a Er, pfi¢emz odrtida Tolar vykazovala vyssi hodnoty faktoru ¢. 2

a odrida Er nizsi hodnoty faktoru ¢. 1. Zajimavéjsi je rozprostfeni odrid jeCmene ve

faktorovém prostoru u suché varianty. Je viditelny diametralni rozdil v reakci rostlin odrtdy
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Tadmor vzhledem Kk ostatnim testovanym odriidam, a to jak v posunu po ose X (faktor ¢. 1),
tak 1 po ose Y (faktor ¢. 2). Zajimavé je, Ze odriida Tadmor péstovana za sucha byla
V hodnotach faktoru ¢. 1 ,,napal cesty* mezi shlukem odrtid kontrolni varianty a mezi
odriidami stresovanymi. Co se tyCe hodnoty faktoru ¢. 2, je zdaleka nejvyssi ze vSech
testovanych odrid. Dalsi vycénivajici odridou je Tolar, ktery vykazuje vysokou hodnotu
faktoru €. 2, ktery je spojeny s obsahem DHNS, nicméné hodnoty faktoru ¢. 1 u této odridy
byly primémé. U dalSich testovanych odrid nebyly zaznamenany vyznamné diference
Vv oblasti hodnot faktoru ¢. 2, tedy obsah DHNS5 byl viceméné podobny. Jinak tomu bylo
v pripad¢ hodnot faktoru ¢. 1. Odriidy byly rozlozeny podél osy X S tim, ze pii zobecnéni lze

Cv N

diskriminaci izotopu *C, nejvyssi VSD a naopak nejnizsi OP.

Graf ¢. 28: Graf faktorovych skore
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Graf na obrazku ¢. 29 znazoriuje datové setifidény soubor dat podle hodnot faktoru €.
1, tedy podle hodnot charakteristik ABC, VSD a OP. Je patrné, ze nejnizsi hodnotu 1. faktoru
vykazuje suchd varianta odridy Er, pficemz z kiivky pribehu hodnot faktoru 2 je viditelné, ze

v

naptiklad Tolar, ktery vykazoval zvySenou hodnotu faktoru €. 2 a priimérnou hodnotu faktoru

v

¢. 1.
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Obrazek ¢. 29: Datové setridené vstupni pripady experimentu dle faktoru ¢. 1 a 2

Graf faktorovych skoére - datové setiidéno dle I. faktoru Graf faktorovych skore - datové setiidéno dle II. faktoru
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Tato disertacni prace je zaméfena na proteinové markery. Na zaklad¢ védeckych praci
(Kosova et al., 2007) lze o dehydrinovych proteinech prohlasit, ze jsou pravé takovymi
proteinovymi markery, nebot’ se akumuluji uvniti rostlinnych bunék v odezvé na riizné
abiotické stresové faktory spojené s bunécnou dehydrataci. Z tohoto divodu je datové

setfidéni jednotlivych pozorovani dle faktoru €. 2 pro ucely této disertacni prace relevantnéjsi.

5.3.2 Faktorova analyza — I1. odbér

Faktorova analyza byla aplikovana rovnéz na data druhého odbéru, ktery nasledoval 7
dni po vyrovnani obsahu pudni vody. Hodnoty prvnich dvou vlastnich ¢isel (kumulativné
3,12) vysvétluji 78 % z celkového rozptylu. Pro dalsi vypocty byla pouzita prvni dvé vlastni
Cisla.

Z vypoctenych faktorovych zatézi je ziejma korela¢ni struktura faktorti a proménnych
(obrazek €. 30). Prvni faktor koreluje s proménnymi A BC, VSD a OP. Druhy faktor potom
vyznamng koreluje s akumulaci DHNS, z tohoto pohledu lze opét tuto charakteristiku oznacit
jako unikatni. Korela¢ni struktura ovSem neni stejna, jako v piedeslé fazi pokusu. Diference
je ptedevsim v tom, ze pfimou imérnost vykazuji charakteristiky A 3C a VSD, pticemz OP je
nepiimo tmérny k témto dvéma charakteristikam. Dal$i zajimavou zménou je to, ze k faktoru
¢. 2 ma stiedné vysokou zatéz také charakteristika A 3C a OP, coZ znamena, Ze ve faktoru &.
2 jsou obsazeny 1 tyto proménné.

Pii projekci faktorovych zatézi do faktorového prostoru (obrazek ¢&. 30) lze
vypozorovat, ze distribuce jednotlivych charakteristik v prostoru je odlisnd od rozmisténi

proménnych v prvni ¢asti pokusu (obrazek ¢. 27). Velice zajimavy je fakt pfesunu znaku A
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B3C do zapornych hodnot faktoru &. 1, &imz se stal piimo imémym ke znaku VSD. Viechny

znaky maji vysokou faktorovou zatéz, proto je 1ze oznacit jako Cisté ptivodni znaky.

Obrazek ¢. 30: Graf faktorovych zatezi
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Velmi zajimavé je rozlozeni jednotlivych pozorovani do faktorové roviny, které je
odlisné od rozloZeni Vv prvnim odbéru a je zndzornéno na obrdzku €. 31. Zatimco odridy
kontrolni varianty prvniho odbéru byly ve faktorovém prostoru soustfedény viceméné do
jedné oblasti, odridy stejné varianty odebrané¢ ve druhém odbéru se rozprostiely ve

faktorovém prostoru. Z aklimatizovanych odriid vykazovala nejnizs§i hodnoty faktoru ¢. 1 a

pfi zobecnéni, nejvyssi hodnoty VSD a A BC a nejniz§i OP. Naproti tomu odrudy
aklimatizované varianty Amulet_I1_S, Malz_I1_S a Jersey_Il_S maji velice podobné hodnoty
faktoru ¢. 2, coz znamen4, ze v oblasti akumulace dehydrinovych proteind, resp. DHNS se
chovaly velmi podobné. Rozdilné se tyto odridy chovaly v oblasti zbylych métenych
fyziologickych charakteristik. Zbylé odriidy jiz byly rozprostfeny ve faktorovém prostoru jak
podle faktoru €. 1, tak podle faktoru ¢. 2.

Pti porovnani chovani aklimatizovanych a neaklimatizovanych odriid druhého odbéru
je zfejmé, ze princip nédhlého vysychani dokaze odrudy 1épe odlisit, coz Ize oznacit za velmi
dobry vysledek. Zatimco obsah DHNS prvniho odbéru u kontrolnich i stresovanych odrud byl
krom¢ Tolaru_S a Tadmoru_ S statisticky neprikazné odlisny, rostliny ve fazi vysychani
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akumulovaly DHNS rozdiln€. Z toho lze vyvodit, Ze rostliny testovanych odrid je¢ment
Vv této fenologické fazi, tedy mezi 1. a 2. pravym listem, reaguji na permanentni sucho jinymi
obrannymi mechanismy nez syntézou DHNS5, a to naptiklad snizenim OP, které tkvi dle
vysledkil denzitometrické analyzy relativni abundance DHNS hlavné v mohutné syntéze
nizkomolekularnich osmoprotektik. Za sucha také jednotlivé odridy jinak reguluji ztratu vody
zt8la a odligng diskriminuji izotop *C. Naopak pii nahlém vysychani rostliny zapojuji
mechanismy silné proteosyntézy a nasledné akumulace dehydrinovych proteini, resp. DHNS,
nebot’ rostliny v této fenologické fazi zfejmé nesyntetizuji nizkomolekularni dehydriny nebo
je jejich syntéza pod hranici denzitometrické detekovatelnosti. Kromé této dulezité vlastnosti

zapojuji rostliny také mechanismy hospodareni s vodou a osmotického ptizptisobeni.

Obrazek ¢. 31: Graf faktorovych skore
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5.4 Testovani suchovzdornosti — metoda nahlého vysychani
Myslenkou tohoto experimentu bylo zachytit a analyzovat chovani rostlin, které byly

vystaveny postupnému suchu a dale tzv. fazi obnoveni (recovery phase). Kosova et al.
(2011b) charakterizuje fazi ,recovery” jako aktivaci procestt vedoucich k degradaci
protektivnich komponent syntetizovanych béhem faze aklimatizace, coz vede k ustaveni nové
bunééné rovnovahy poté, co pomine pusobeni stresu. Graf na obrazku ¢. 32 ukazuje postupné

ubyvani pudni vlhkosti z vychozich 80 % PVK, pficemz po 12. dnech vysychani byla
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zalivkou pidni vlhkost vyrovnana na 40 % PVK a byla udrzovana na této hladin¢ az do dne

odbéru, ktery se uskutecnil 15. den.

Graf'¢. 32: Graf pribéhu piidni vihkosti pri vysychdani substrdtu
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Vysledky vodniho sytostniho deficitu zndzornéné na obrazku ¢. 33 ukazuji, Ze mezi
vSemi variantami byl naméfen statisticky vyznamny rozdil. Po 5. dnech poklesl obsah vody
v pudé z pivodnich 80 % na 47 % PVK. I pfes to nartist vodniho sytostniho deficitu nebyl
nijak razantni. Lze to vysvétlit tim, Ze rostliny za téchto vlhkostnich podminek jesté dokazaly
regulovat vydej vody. Zasadni zména nastala az osmy den po posledni zalivce, kdy obsah
vody v pud¢ klesl na 40 % PVK, ¢emuz odpovidalo 32 % VSD. Vsechny rostliny v této fazi
vykazovaly zjevné znamky pocate¢niho nedostatku vody (zavadani). Rostliny zacaly siln¢
syntetizovat dehydrinovy protein DHNS, jak je znazornéno v grafu na obrazku ¢. 33. Z tohoto
lze vyvodit, Zze vyraznéjSi exprese DHNS je odstartovana, pokud obsah vody v rostling
poklesne pod 30 %. V tento moment byl zaznamenan i statisticky vyznamny pokles
v charakteristice A **C, tedy rostliny za tohoto vodniho rezimu zataly vyznamnd méné

diskriminovat izotop *C a zacaly tedy efektivnéji vyuzivat vodu.

110



Studium proteinovych markeri suchovzdornosti jeémene pomoci souc¢asnych metod proteomiky

Graf ¢. 33: Grafy znazornujici a) akumulaci DHN3S, b) diskriminaci B¢, c) VSD
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Po 12. dnech poklesl obsah vody v pudé péstovanych rostlin na 35 % PVK, coz je
nejniZ§i pokles mezi po sob& nasledujicimi variantami. I pfes tento fakt VSD vzrostlo na
témet 63 %, tedy dvakrat oproti predeslému odbéru. Tento velmi nizky obsah vody v rostling
jiz fyziologové povazuji za letalni. Pii takto vysoké ztraté vody rostliny jiZ nejsou schopny
vyznamné regulovat dalsi jeji ubytek mechanismem stomatalni regulace. Vizualné rostliny
byly siln€¢ zavadlé a vykazovaly vyrazné symptomy nedostatku vody. Velice zajimavé je, ze
a¢ doslo k prudkému poklesu obsahu vody v rostlinach, jiz nedoSlo k dalSimu snizeni
diskriminace *3C, rostliny tedy v tomto extra suchu nezacaly vyuZivat vodu uinn&ji, nebot’
s nejveétsi pravdépodobnosti jiz dosahly vtomto ohledu za stavajicich podminek svého
geneticky determinovaného stropu. Naopak, co se tyce zvySeni obsahu DHNS, doslo k témét
2,6 krat naristu obsahu DHNS za ¢tyti dny. Toto je v souladu s informacemi o vyznamné roli
dehydrinii v aklimatizacnich procesech rostlin a jejich pfispivani k toleranci rostlin

pfi pisobeni stresori asociovanych s dehydrataénimi procesy. Dehydriny maji ziejmée funkci
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jako stabilizatory bun&énych struktur (Skodaéek et al., 2010a) a inhibitory koagulace
makromolekul, ¢imz napomahaji udrzovat integritu bun¢k (Close, 1997).

Po odbéru vzorkl 12. den péstovani rostlin v postupné vysychajicim substratu, jehoz
vlhkost klesla na 35 % PVK, byl péstebni substrat saturovan na 40 % PVK. Na této hladiné
byla vlhkost udrzovana po tii dny a na jejichz konci byly odebrany vzorky. Pii odbéru (15.
den) rostliny vykazovaly jen slaby az velmi slaby nedostatek vody, jejich pletiva nebyla sice
pln¢ turgescentni, ale ani zavadla. VSD bylo na trovni necelych 36 %, tedy velmi podobné
jako VSD, ktery vykazovaly rostliny 8. den pokusu (VSD 32 %), byt’ ob¢ tyto varianty byly
statisticky vyhodnoceny jako signifikantné odlisné. I pies to, ze obsah vody v rostlinach se
rapidné zvysil a rostliny jiz nevykazovaly ani symptomaticky zavazny nedostatek vody, obsah
DHNS5 nikterak nepoklesl. Z tohoto 1ze usuzovat na to, ze degradace dehydrinovych proteind
neni zahdjena ihned po stabilizaci vodniho rezimu rostliny, a dokonce ani po n€kolika dnech.
Timto se potvrzuji informace z védeckych praci (Kosova et al., 2007, Suprunova et al., 2004),
které hovoii o faktu, ze dehydrinové proteiny maji dulezitou funkci v aklimatizacnich
procesech rostlin. Tyto aklimatizacni procesy, které miizeme oznacit jako komplexni, jsou
zalezitosti, které trvaji vZdy po uréitou dobu a nejsou otazkou kratkodobého charakteru v fadu
hodin, a proto ziejmé nedoslo ke snizeni obsahu DHNS.

Zcela odligné se rostliny chovaly v oblasti diskriminace izotopu **C. Charakteristika A
13C, kterd nepfimo umérné vypovida o ucinnosti vyuziti vody, klesla az na urovein 21,5 %o,
tedy nejnize ze vSech odbérd. Tato hodnota odpovida hodnotam A B3C u rostlin, které rostly a
vyvijely se za podminek, které 1ze definovat jako sucho, resp. nedostatek vody. Tento jev
snizujici se diskriminace izotopu B¢ (a naopak zvySujici se efektivity vyuziti vody) 1 za
podminek, kdy doslo ke zvratu ve vodnim rezimu rostliny, ziejmé souvisi s aklimatiza¢ni
reakci rostliny, ktera byla odstartovana pfi postupném sniZovani obsahu vody v piidé (s tim je
samoziejmé spojeny ubytek obsahu vody v rostlin€), a kterd trvala 15 dnli. Je mozné se
domnivat, ze aklimatiza¢ni proces neni thned zvratitelny, rostlina pokrac¢uje v tomto procesu
po néjakou dobu 1 za vlhkostnich podminek, které 1ze oznacit jako relativné vhodné. Tomuto

faktu nasveédcuje i relativni akumulace DHNS (viz vyse).

5.4.1 Faktorova analyza
Jako v predchozich piipadech byla i v tomto experimentu vyuzita faktorova analyza.

Prvni dva faktory hodnot vlastnich cisel faktorové analyzy vysvétluji z celkového rozptylu

99,5 %. I kdyz je vlastni ¢islo 2. faktoru mensi nez 1 (0,55), byl povazovan za nejslabsi
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faktor, ktery byl jesté zafazen do modelu faktorové analyzy. Toto je v souladu se sutinovym

grafem (obrazek ¢. 34), jehoz zlom lze pozorovat na urovni 2. vlastniho ¢isla.

Obrazek ¢. 34: Graf viastnich cisel
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Po provedené rotaci faktori, kterd zajisti, aby kazda vstupni proménnd byla vyrazné
korelovana jen s jednim faktorem, byly vypocteny faktorové zatéze. Z tabulky ¢. 15 je ziejmé,
ze 1. faktor vyznamné koreluje s VSD a DHNS. Tyto proménné jsou si navzajem piimo
umérné. Podle vécného vyznamu dvou charakteristik korelujicich s faktorem €. 1, jej lze
interpretovat jako stav vodniho poméru rostlin kratkodobéjsiho charakteru. S faktorem ¢. 2
vyznamné koreluje A B3C. Tento faktor lze tedy zobecnit jako stav vodniho poméru rostlin

dlouhodobé¢jsiho charakteru.

Tabulka ¢. 15: Faktorové zateze (korelace vstupnich proménnych a faktori)

Faktor. zatéZe (Varimax normaliz. ) Extrakce: Hlavni komponenty
Proménna Faktor 1 Faktor 2

VSD -0,97428 0,218073
Bc 0,241502 -0,96917
DHN5 -0,74403 0,66201

Pti promitnuti faktorovych zatézi jednotlivych proménnych do faktorové roviny
(obrazek ¢. 35) lze vypozorovat, ze vSechny puvodni znaky maji vysokou faktorovou zatéz
k jednomu nebo druhému faktoru. Dle tohoto pak DHNS5 a VSD tvofti shluk proménnych ¢. 1
a A °C tvofi shluk ¢&. 2.
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Obrazek ¢. 35: Graf faktorovych zatezi

Graf faktorovych zatézi
Rotace: Varimax normaliz.
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Ptevod jednotlivych pozorovéani do faktorového prostoru zndzoriiuje graf na obrazku
¢. 36. Je to vypocet hodnot faktoru ¢. 1 ,stav vodniho poméru rostlin kratkodobéjsiho
charakteru® a faktoru ¢. 2 ,,stav vodniho poméru rostlin dlouhodobéjsiho charakteru® pro
jednotlivé odbéry v ¢ase. V tomto piipadé, tedy za podminek vysychani, se rostliny jeCmene
Amulet chovaly v ¢ase zna¢né rozdiln¢. Podobné reakce vykazovaly jen rostliny v 1. a 2.
odbéru (kontrola a 5 dnl vysychani), a to i pfes to, zZe rozdil v obsahu vody mezi témito
odbéry byl témétr 34 % PVK. V této fazi a za téchto podminek vSak byly rostliny jeste
schopny regulovat vydej vody. I mezi témito odbéry vSak lze vidét rozdil, a to jednak
V posunu pozorovani ,,5. den“ ve faktorovém prostoru. Posun je jednak po ose X (faktor 1)
smérem k niz§im hodnotdm, coZz znac¢i zménu stavu vodniho poméru rostlin kratkodobéjsiho
charakteru, tedy nartist obsahu DHNS a zvySeni VSD. Posun po ose Y (faktor 2) smérem
Kk niz§im hodnotam znac¢i zménu stavu vodniho poméru rostlin dlouhodobg&jsiho charakteru ve
smyslu zvyseni A '°C, tedy snieni diskriminace izotopu *C (dle vysledki ANOVA
statisticky nevyznamny rozdil). Rostliny odebrané 8. den experimentu jiz vykazovaly
znatelngjsi rozdilnou reakci, i kdyz rozdil v obsahu vody substratu oproti predeslému odbéru
¢inil jen 6,7 % PVK. Rostliny za téchto vlhkostnich podminek reagovaly zvySenim obsahu
DHN5 a VSD (posun po ose X ve sméru k niz§im hodnotdm) a sniZenim diskriminace *C
(posun po ose Y k vyssim hodnotam). Naproti tomu rostliny jecmene po 12 dnech vysychani,
kdy obsah ptidni vody dosahl 35 % PVK, (sniZeni oproti pfedeslému odbéru o 5,3 % PVK)
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reagovaly zvySenim obsahu DHNS5 a VSD, coz znaci posun k nejniz§im hodnotdm na ose X.
Zasadni zvrat Vreakci rostlin byl zaznamenan 15. den experimentu. Tomuto 4. odbéru
ptechazelo vyrovnani pidni vlhkosti substratu na 45 % PVK. Z grafu je patrné, ze v oblasti
vodniho poméru rostlin dlouhodobéjsiho charakteru doslo k podstatnému snizeni A B¢, tedy
za tohoto stavu rostliny vyuzivaly dostupnou vodu nejefektivnéji v celé historii tohoto
pokusu. Naopak v oblasti kratkodobého vodniho rezimu se rostliny dostaly k vys$simu

faktorovému skore.

Obrazek ¢. 36: Graf faktorovych skore
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5.5 Testovani suchovzdornosti ¢tyi odriad jeCmene ve fazi 4. pravého listu

5.5.1 Dehydrinové a fyziologické analyzy
V experimentu byly analyzovany rostliny ¢eskych odrid je¢mene (Hordeum vulgare

L.) Amulet a Akcent, nizozemské Malz a syrské krajové odridy Tadmor, kterd je dobie
adaptovana na sucho (hlavné terminalni). Rostliny Akcentu, Malzu a Tadmoru byly
péstovany ve dvou testovanych variantach, rostliny Amuletu ve tfech variantach, liSici se
obsahem vody v puade.

Pribéh vlhkosti substratu znazornuje graf na obrazku ¢. 37. Za prvni den pokusu je
oznacen den, kdy byla zapocata diferencovand zalivka, ¢im byly od sebe odliSeny tfi
testované varianty — a) ,,ExS* extra sucho — 30 % PVK, b) ,,S* sucho — 34 % PVK a ¢) ,, K*
kontrola — 64 % PVK (extra sucho bylo aplikovano jen u odridy Amulet). Rostliny byly ve
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fazi pln¢ vyvinutého druhého pravého listu (objevuje se 3. list) a byly vysety 18 dni pred
aplikaci diferencované zalivky. Obsah pudni vlhkosti klesnul na pozadovanou hladinu
varianty suché a extra suché 5 dni po aplikaci diferencované zalivky. Rostliny extra suché a
suché varianty byly na trovni 30 %, resp. 34 % PVK péstovany pravé 10 dni do odbéru,
ktery byl realizovan 15. den.

Obrazek ¢. 37: Graf pribéhu pudni vihkosti pri dlouhodobém péstovani rostlin za

konstantniho nasyceni substratu
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Vysledky méteni vodniho sytostniho deficitu ukazaly, Ze v pfipad¢ kontrolni varianty
byl nejnizsi deficit u odrady Malz (9,5 %) spole¢né s Tadmorem (11,5 %). U stresovanych
variant byla statisticky vyznamné odlisna varianta extra sucha odridy Amulet od vSech
ostatnich odrid, coz je logické zjisténi. V rezimu 34 % PVK byla touto charakteristikou
odlisena jen odrida Tadmor (31,9 %). Amulet (40,7 %), Akcent (39,8 %) a Malz (39,5 %)
nevykazovaly v této charakteristice statisticky vyznamny rozdil. Osmoticky potencial
nevykazoval u kontrolni varianty statisticky vyznamny rozdil mezi jednotlivymi odrtidami,
zatimco u stresovanych variant bylo moZzno pozorovat rizné osmotické ptizptisobeni odrad.
Zajimavé je, ze hodnota OP u Malzu K (-1,51 MPa) se statisticky vyznamné nelisi od

ostatnich odrad kontrolni varianty, 1 kdyz VSD této odrudy se statisticky vyznamné liSilo od
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Amuletu_K a Akcentu_K. Znamena to tedy, ze tato odriida byla osmoticky pfizplsobena
shodné, jako odrudy ostatni, a to i za toto faktu, ze vykazovala nejnizsi VSD. Z pohledu
efektivity vyuziti vody byla odrida Malz (Malz_K 25,72 %o0; Malz_S 22,21 %o) tendencné
pramérna (ovSem statisticky vyznamné se neliSila od ostatnich testovanych odrtd, a to jak
Vv kontrolni varianté, tak ani ve variant¢ suché). Zajimavé je zjisténi, ze relativni obsah DHNS
se u Malzu statisticky vyznamné nelisil mezi variantami suchou a kontrolou.

Obsah vody v rostlinach odrady Tadmor, které byly péstovany za sucha, byl nejvyssi,
3,22 MPa, a to statisticky vyznamné shodné s Amuletem S a Malzem_S, coz znaci fakt, ze
odrida Tadmor byla 1épe osmoticky aklimatizovana na sucho. Podle naméfenych
experimentalnich dat je tento fakt zfejmé& zpusoben vysokou akumulaci dehydrinovych
proteinid, které jsou jednim z mechanismu osmotického prizptisobeni rostlin. Z hlediska
diskriminace izotopu *C, vykazovala tato odriida tendendné nejvyssi hodnoty A °C (23,4
%0), 1 kdyz se statisticky vyznamné neli$i od ostatnich testovanych odriid péstovanych za
sucha. Zajimavé je zjisténi, Ze v hodnoté parametru A 3C se odriida Tadmor p&stovana za
sucha statisticky vyznamné neliSila oproti odradam Amulet a Akcent kontrolni varianty. I
tento pokus potvrdil zavéry predeslych experimentd ve sméru vysoké akumulace
dehydrinovych proteinti, resp. DHNS. Naptiklad v kontrolni varianté byl relativni obsah
DHNS Tadmoru 12,1 krat vyssi ve srovnani S Malzem, nebo 16,3 krat vyssi nez u odridy
Amulet. U suché varianty byl obsah DHNS5 odriidy Tadmor 38,3 krat vy$si nez u Malzu a 5,3
krat vyssi ve srovnani s Amuletem.

Odrida Amulet vykazovala v kontrolni varianté 14 % VSD, v suché varianté potom
40,7 % a v extra suché varianté 53,5 %. Osmoticky potencial byl u kontrolni varianty roven
hodnoté¢ -1,55 MPa, u suché varianty -3,24 MPa a u extra suché varianty -4,12 MPa. Zajimavé
je, ze se zvysSujicim se vodnim deficitem soucasné¢ dochazelo ke snizovani osmotického
potencialu extra suché varianty Amuletu (30 % PVK), ovSem nikoli uz ke
zvySovani akumulace dehydrinovych proteint. Relativni obsah DHNS5 byl téméf shodny se
suchou variantou Amuletu. Dalsim zjisténim bylo to, Ze rostliny extra suché varianty
diskriminovaly izotop **C tendenéné vice, neZ rostliny suché varianty (i kdyz statisticky
vyznamné se hodnoty ABC nelisily). Zda se tedy, Ze za téchto vlhkostnich pomé&rt jiz rostliny
nedokazaly zvySovat efektivitu vyuziti vody, spiSe naopak, u¢innost vyuziti vody se za extra

podminek sucha (VSD 53,5 %) tendencné sniZzovala.
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Obrazek ¢. 38: Grafy zndzornujici a) akumulaci DHNS, b) diskriminaci Bc, c) VSD,_a
d) OP — modifikovaino z Skodacek et Prasil (2011)
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V ptipadé stresovych variant (25 % PVK a 30 % PVK) bylo za pomoci imunologické

které jsou na obrazku ¢.

5

metody detekovano nejméné Sest riznych dehydrinovych proteini

40 oznaceny Sipkami. Jako nejvice abundantni dehydrinovy protein se jevi byt DHNS, ktery

dehydrin s nejvyssi molekulovou hmotnosti (58,5 KDa), a jehoz gen Dhn5 je

W

je soucasné

lokalizovan na chromosomu 6H (Close et al., 1995). V tomto experimentu byly potvrzeny

¢ek et al. 2010b), které ukazuji na minimalni expresi a akumulaci

v

deslé vysledky (Skoda

pie

vysokomolekularniho dehydrinu DHNS 1 za normalnich fyziologickych podminek (obrazek ¢.

38 — kontrolni varianta).
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Obrazek ¢. 39: Jednorozmérna elektroforéza proteinii rozpustnych po varu — prevzato z
Skodacek et al., (2010) a Skodacek et Prasil (2011)
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K odliseni jednotlivych testovanych odrid bylo pouzito denzitometrické hodnoceni
obsahu DHNS5 (graf denzity DHN5 na obrazku ¢. 38 a obrazek ¢. 40). Statisticky vyznamny
rozdil v akumulaci DHNS mezi testovanymi odridami byl v kontrolni varianté¢ zaznamenan
jen u syrské odriidy Tadmor, ostatni genotypy nebylo mozné od sebe odlisit. Naproti tomu u
stresované varianty bylo mozné statisticky signifikantn¢ odlisit odridy Amulet/Akcent, Malz
a Tadmor. Dal$im zjisténim bylo, Ze u vSech zkoumanych genotypi vystavenych stresu
suchem byla pozorovdna indukce exprese a akumulace rtiznych typl nizkomolekuldrnich

dehydrint s riznym zastoupenim u jednotlivych odrad.
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Obrazek ¢. 40: Imunoblot s vizualizovanymi dehydrinovymi proteiny — prevzato 7 Skoddcek et
al., (2010) a Skodacek et Prasil (2011)
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5.5.2 Faktorova analyza
K vySetieni vnitinich souvislosti a vztahii a odhaleni zakladni struktury matice dat byla

pouzita jako v pfedeslych ptipadech faktorova analyza. Vypoétena vlastni ¢isla lze
interpretovat jako celkovy rozptyl proménnych a % celkového rozptylu, které dany faktor
vysvétluje z celkového 100 % rozptylu. Prvni dvé vlastni ¢isla vysvétluji 96 % z celkového
rozptylu. Dle vysledkd Cattelova indexového grafu upati vlastnich ¢isel je vyznamny pocet

faktord roven dvéma (obrazek ¢. 41).
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Obrazek ¢. 41: Graf viastnich cisel
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Z faktorovych zatézi, které uvadi tabulka ¢. 16 je ziejma korelacni struktura
faktorovych proménnych. Prvni faktor koreluje s proménnymi A BC, OP a VSD. Druhy faktor
potom vyznamné koreluje s DHNS. Faktor ¢. 1 vytvaii tfidu tfi proménnych, které jsou
navzdjem umémé, pfi¢emz proménna VSD je nepfimo tmé&ra s proménnymi A *C a OP,

které jsou navzajem v piimé korelaci.

Tabulka ¢ 16: Faktorové zatéze

Faktor. zatéZe (Varimax normaliz. ) Extrakce: Hlavni komponenty
Proménna Faktor 1 Faktor 2

DHNS5 -0,06958 0,996259
“c 0,962246 0,049415
OP 0,965803 -0,21749
VSD -0,98446 0,070077

Pti promitnuti faktorovych zatézi jednotlivych proménnych do faktorové roviny je
viditelné, ze vSechny proménné maji vysokou faktorovou zatéz bud’ k jednomu, nebo ke
druhému faktoru, pficemz A 3C, VSD a OP tvofi shluk &. 1 a DHN5 je v grafu na obrazku ¢.
42 oznacen jako shluk €. 2. Z grafu je ziejmé, ze OP a ABC stoji velmi blizko u sebe, z toho
je patrny velmi podobny pribéh téchto dvou charakteristik. To je velice zajimavé zjiSténi,
nebot’” kontrolni varianty, které vykazuji oproti variantdm stresovanym vyssi OP, vykazuji
také vyssi diskriminaci izotopu BCa naopak, stresované varianty vykazuji niz§i OP (vyssi
VSD) a niz$i diskriminaci izotopu Bc. Naopak charakteristiky OP a VSD stoji v protilehlych
kvadrantech, coz znaci fakt, Ze jsou navzajem nepiimo umérné. To je logické, nebot’ ztrata
vody z bunék je spoustécim mechanismem pro syntézu osmoticky aktivnich latek. Naproti
tomu charakteristiku DHNS lze oznacit jako unikétni, nebot nekoreluje s zddnou métrenou

fyziologickou charakteristikou a jako jedina signifikantné ovliviiuje faktor €. 2.
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Obrazek ¢. 42: Graf faktorovych zatezi

Graf faktorovych zatézi
Rotace: Varimax normaliz.
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Z grafu faktorovych skore (obrazek ¢. 43) je zfetelné, Ze zkontrolni varianty
vybodovala svym chovanim jen odrida Tadmor, a to zejména v charakteristice akumulace
DHNS, nicméné i v oblasti reakce odriid popisovanymi ostatnimi métenymi charakteristikami
reagovala tato odrtida odlisné od ostatnich. Co se ty¢e Amuletu a Akcentu, jejich chovani za
kontrolnich podminek bylo téméf totozné. Posun v oblasti faktoru €. 1 bylo zaznamenano u
kontrolni varianty Malzu. Odriida Malz méla oproti Amuletu a Akcentu statisticky vyznamné
niz§i VSD, v ostatnich charakteristikach nebyly statisticky vyznamné rozdily.

Odrady suché varianty se Vv grafu nachdzeji v druhé polovin€. V rdmci této suché varianty je
znatelny rozdil v distribuci proménnych ve faktorovém prostoru. Je pochopitelné, ze nejnizsi
faktorové skore k 1. faktoru ma odrida Amulet_exS, ktera byla péstovana za extra sucha (30

v

B3¢, Amulet exS vykazoval zvySenou miru této vlastnosti, coz je zajimavé zjiSténi. Je
pravdépodobné, Ze pii tak vysoké ztraté¢ vody nedokazi jiz rostliny efektivné vyuzivat vodu,
spiSe naopak, parametr A B3C narista, na zaklads &ehoZ se lze domnivat, Ze V tchto
podminkach rostlina dosdhla biologického stropu efektivniho vyuziti vody. Sucha varianta
odridy Tadmor se opét chovala odlisné od ostatnich testovanych odrud. Z hlediska
faktorového skore vykazovala tato odrtida nejvySsi hodnotu ve 2. faktoru. Co se tyce
faktorového skore této odriidy 1. faktoru, pohybovala se tato odriida na pomezi suché a

kontrolni varianty. Tyto vysledky jsou v souladu s vysledky predeslych vyzkumu.

122



Studium proteinovych markeri suchovzdornosti jeémene pomoci souc¢asnych metod proteomiky

Ostatni testované odridy v ramci suché varianty jsou rozlozeny ve Ill. kvadrantu, a to jak
podle 1. tak i podle 2. faktoru. Z pohledu této diserta¢ni prace je relevantnéjsi informace o
faktorovém skore 2. faktoru. Z tohoto diivodu je velmi dilezité zjisténi, ze odrady byly dle
faktoru ¢. 2 rozdéleny, navic podle vysledkii ANOVA byly zjiStény statisticky vyznamné
rozdily v akumulaci DHNS.

Obrazek ¢. 43: Graf faktorovych skore

Graf faktorovych skore
3,0
shluk ¢. 1 shluk ¢. 2
25| Tadnc1)or_S
shluk ¢. 5
201
15+
N
g 10}
[+
[N
Tadmor_K
05+ o 7]
Amulet_exS
0,0
shiukg. 4 Amulet S shluk &. 3
05} O Amulet K o Malz K
Akcent_S o~ Akcent_K
-1,0

-14 -12 -10 -08 -06 -04 -02 00 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 14
Faktor 1

5.5.3 Diferen¢ni gelova elektroforéza — 2-D-DIGE
K proteomickym analyzam byly vyuZity rostliny je¢mene odridy Amulet, které byly

péstovany v ramci pokusu ,,Testovani suchovzdornosti ¢ty odriid je¢mene ve fazi 4. pravého
listu“. Rozdilem oproti testovani abundance dehydrinovych proteini a stim spojenych
fyziologickych analyz bylo, ze pro proteomické analyzy bylo k extrakci totalnich proteint
pouzito pletivo z odnozovacich uzll rostlin, ¢imz byl minimalizovan obsah Rubisca.

Na gelech bylo rozliseno piiblizné 900 proteinovych skvrn.

Kvantitativni obrazovd analyza provedena programem PDQuest odhalila 106
diferencialné akumulovanych proteinovych spotd, tedy téch, jejichz abundance se lisila podle
Studentova t-testu (o = 0,05) nejmén¢ dvakrat mezi srovnavanymi vzorky (obrazek ¢. 44).

Tyto proteinové skvrny byly vyfezany (Spot Cutter, Bio-Rad) k naslednym identifikacim.
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Obrazek ¢. 44.: Diferencialne akumulované proteinové skvrny (106)
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Abundance téchto 106 rozdilné se akumulujicich proteinovych skvrn byla podrobena
testovani pomoci shlukové analyzy, kterd se zabyva vySetfovanim podrobnosti
vicerozmérnych objektt a jejich klasifikaci do t¥id ¢ili shlukd (Meloun et al., 2005). V ramci
této disertacni prace byla pouZita metoda hierarchického shlukovani uplného spojovani
(metoda nejvzdalenéjsiho souseda).

Jako voditko pro tvorbu nejvhodngjsiho poctu shlukti bylo vyuzito grafu rozvrhu
shlukovani (obrazek ¢. 45), ktery ukazuje skoky mezi vzdalenostmi objektd, které je nutné
ptekonat pro jejich spojeni. Nejvétsi skok je zaznamenan v poslednim kroku, tedy jako

vhodné se jevi vytvorit ¢tyfi shluky.
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Obrazek ¢. 45: Graf rozvrhu hierarchického shlukovani

Graf rozvrhu hierarchického shlukovani

‘Vzdalenost spojeni
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— Spojeni

Krok Vzdalen.

Z dendrogramu podobnosti objekti (obrazek ¢. 46) lze zjistit sloZeni shlukd po
provedeni vertikalniho fezu na urovni vzdalenosti 3, nebot” tento fez prochazi pravé Ctyfmi

spojovacimi ¢arami.

Obrazek ¢. 46: Dendrogram klasifikace proteinii do shlukii

Dendrogram objekti (spoty)

Shiuk ¢. 1
Shluk ¢. 2
I eemm—
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Shluk ¢. 4
0 1 2 3 4 5 6 7

Vzdalenost spoje

Cleny shluki véetnd jejich odhadované molekulové hmotnosti (Mr) a izoelektrického

bodu (pl) jsou uvedeny v Piiloze ¢. 3. Z dendrogramu objektd (obrazek ¢. 46) je patrné, ze
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160 proteinovych spotti bylo klasifikovdno do Ctyf shlukd, pfi¢emz shluk ¢. 4 zahrnuje 8
proteinti, které se abundancemi vyrazn¢ lisi od ostatnich.

Graf na obrazku ¢. 47 ukazuje prumérny trend akumulace proteini v ramci
jednotlivych shlukt za extra sucha, sucha a kontroly.

Shluk ¢. 1 (25 proteintl) obsahuje proteiny, jejichz abundance stoupala od kontrolni
varianty pfes sucho az k extra suchu. Z tohoto divodu se 1ze domnivat, ze tyto proteiny plni

dilezitou ulohu v dobé, kdy je rostlina vystavena stresu suchem.

Obrazek ¢. 47: Graf primerného trendu akumulace proteinovych spotii v ramci jednotlivych
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Proteiny shlukti ¢. 2 (44 proteintl) a ¢. 4 (8 proteinl) maji stejny tendencni prib¢h
akumulace (kontrola — sucho — extra sucho). Zasadnim rozdilem je abundance proteint shluku
¢. 4, které vykazuji v kontrolni varianté vysokou akumulaci, pficemz v suché varianté doslo
k jejich dramatickému poklesu. V extra suché varianté poté doslo k dalsimu mirnému poklesu
abundance téchto proteinl, ten vSak nebyl zdaleka tak dramaticky. Prab&éh akumulace
proteint shluku ¢. 2 mél také snizujici se trend, nicmén¢ abundance téchto proteini v kontrole

byla nizsi.
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Obrazek ¢. 48: Grafy akumulace proteinii zarazenych v jednotlivych klastrech
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Shluk €. 3 (29 proteinll) ma zvlastni priibéh, nebot’ kiivka abundance urcitych proteinii
dosahuje svého maxima ve varianté sucha a ve varianté¢ extra sucha dochazi k mirnému
poklesu. To znamend, ze s postupujicim suchem jiz nedochdzi k narastu akumulace téchto
proteintl.

Diferencidlné¢ akumulované proteinové spoty (106), které byly vybrany pomoci
programu PDQuest, byly podrobeny dal§imu statistickému zkoumani. Pro detailn&jsi studii
byly abundance proteinovych spoti jednotlivych variant pokusu (kontrola, sucho, extra
sucho), mezi sebou porovnany pomeérem, tedy sucho/kontrola, extra sucho/kontrola a extra
sucho/ sucho. Statisticka signifikance téchto pomért byla ovétena t-testem (o = 0,05),
pii¢emz bylo dale kalkulovano jen se spoty, jez se lisily ve své abundanci mezi variantami
nejméné 2 krat. Vysledky tohoto statistického Setfeni znazoriiuje graf na obrazku ¢. 49 a

vlastni poméry jsou uvedeny v Pfiloze €. 4.
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Obrazek ¢. 49: Pocet statisticky vyznamné diferencovanych proteinovych spotu mezi

testovanymi variantami
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Je patrné, ze nejveétsi mnozstvi statisticky vyznamné diferencovanych proteinti bylo
nalezeno mezi variantami extra sucho a kontrola (61 proteind), pfi¢emz ztoho bylo 29
proteind se zvySenou akumulaci a 32 proteinti se snizenou akumulaci. Graf na obrazku ¢. 50
znazoriiuje poméry mezi abundancemi jednotlivych proteinovych spotl u extra sucha a
kontroly. Cervené jsou vyznadeny proteiny, jejichz abundance byla v extra suché variantd
oproti kontrole sniZend (naopak v kontrolni varianté vykazovaly tyto proteiny zvySenou
koncentraci oproti extra suchu). Modfe jsou potom vyznaéeny proteiny, jejichz akumulace se
pfi suchu vyznamné zvysila. Jako zajimavy je mozné povazovat spot ¢. 4007, ktery vykazuje
16,7 krat sniZenou akumulaci pfi zatiZzeni rostlin extra suchem oproti kontrole, dale pak spot
¢. 8001, jehoz akumulace byla snizena pii extra suchu 8,3 krat, dale pak spot ¢. 4203, jehoZ
koncentrace byla pifi extra suchu oproti kontrole sniZzena 7,9 krat a spot ¢. 2813, jehoz
koncentrace se snizila 5,2 krat. Naopak z pohledu zvySeni koncentrace je zajimavy spot ¢.
9006, jehoz abundance se zvysila u extra sucha 5,9 krat, spot ¢. 7006, ktery byl za extra sucha
akumulovan 11,7 krat vice, déale pak spot ¢. 8104, jehoz koncentrace vzrostla u rostlin

péstovanych za extra sucha 14,7 krat.
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Obrazek ¢. 50: Statisticky vyznamné pomeéry akumulace proteinii u variant extra

sucho/kontrola
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Signifikantné diferencovanych proteinii mezi suchem a kontrolou bylo nalezeno méné
(48 proteintt), pricemz 15 jich vykazovalo zvySenou a 33 sniZzenou abundanci (obrazek ¢. 51).
Toto zjiSténi 1ze vysvétlit tim, Ze rostliny varianty extra sucho byly zatizeny vétSim stresem,
nez rostliny varianty sucho. V charakteristice VSD se tyto dvé varianty liSily o 12,8 % a OP o
0,9 MPa (obrazek ¢. 38). Ztohoto divodu rostliny reagovaly na jejich vy$s$i expozici
stresovym podminkam zvySenou ¢i naopak snizenou akumulaci proteini, které jsou s vysokou
pravdépodobnosti asociovany at’ jiz v signalnich a regulacnich drdhach (transkrip¢ni faktory,
proteiny MAPK kinazovych drah atd.) zapojenych pii expresi suchem indukovanych protein,
nebo se jedna o tzv. funkéni proteiny, které maji spojitost s biosyntézou osmoprotektantt,
HSPs, LEA proteind, chaperonti anebo enzymt asociovanych s detoxikaci buiiky. Konkrétné
se jednalo o spot ¢. 4007, jehoz koncentrace poklesla u sucha 9,2 krat (u extra sucha
Vv porovnani s kontrolou poklesla koncentrace tohoto spotu 16,7 krat), dale pak spot ¢. 2813,
ktery poklesl pii suchu 6,2 krat (v extra suchu byl zaznamenan pokles 5,2 krat) a dale pak
spot ¢. 4203, jehoz abundance poklesla 4,1 krat (u extra sucha se sniZila jeho koncentrace 7,9
krat). Naopak zajimavé zvySenou akumulaci vykazoval spot ¢. 9006, jehoz abundance se

zvysila 8,2 krat (v extra suchu se spot ¢. 9006 oproti kontrole zvysil 5,9 krat), dale pak spot ¢.
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8202, jehoz koncentrace se zvysila 5,54 krat a spot ¢. 8104, jehoz akumulace se zvysila pii

suchu 5,4 krat (pfi extra suchu se zvysila koncentrace tohoto proteinu 14,7 krat).

Obrdazek ¢. 51: Statisticky vyznamné poméry akumulace proteinii u variant sucho/kontrola
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Nejméné dramatické kvantitativni zmény byly zaznamenany u poméru extra sucho a
sucho. Z celkového poctu 25 statisticky signifikantné diferencovanych spotti (poméri) jich 15
vykazovalo zvySenou a 10 snizenou abundanci. Dynamika téchto proteinii tedy odrazi zmény

V proteomu pii porovnani extra sucha a sucha (obrazek ¢. 52).
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Obrazek ¢. 52:Statisticky vyznamné pomery akumulace proteinit u variant extra sucho/ sucho
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Vsechny proteiny, u nichz dochazi k signifikantnim zménam v jejich akumulaci za
riznych vodnich pomért, jsou velice zajimavé, nebot’ jimi rostlina reaguje na prostiedi,
V némz roste a vyviji se.

Proteiny, které by mohly slouZit jako proteomické markery suchovzdornosti, by mély
vykazovat ur€ity trend akumulace za kontrolnich, stresujicich a extrémné stresujicich
podminek. Jinymi slovy, pomoci téchto proteinii by méli byt Slechtitelé schopni odlisit od
sebe jednotlivé genotypy pfi rizné intenzité stresovych podminek. Graf na obrazku ¢. 56
znazornuje porovnani vSech signifikantné akumulujicich se proteint (vice nebo méné nez 2
krat mezi variantami). Jako velice perspektivni se v oblasti markerovani muzZe jevit protein
oznaeny Cislem 4614 (na obrazku ¢. 56 oznafen modrou Sipkou). Koncentrace tohoto
proteinu se statisticky signifikantné zvySovala, a to tak, Ze v suchu se zvySila koncentrace
tohoto proteinu 2,4 krat, v extra suchu potom 4,8 krat oproti kontrole a koncentrace tohoto

proteinu byla v extra suché varianté 2 krat zvysena oproti suchu.

131



Studium proteinovych markeri suchovzdornosti jeémene pomoci souc¢asnych metod proteomiky

Obrazek ¢. 53: Detail proteinové skvrny ¢. 4614 (cervené oznaceno sucho, zelené kontrola,

oranzove extra sucho)
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Dalsim velice zajimavym proteinem v oblasti marker by mohl byt protein ¢. 8104 (na

obrazku ¢. 56 oznacen Cervenou Sipkou), ktery vykazoval zvyseni abundance v suchu 5,4 krat,
Vv extra suchu 14,7 krat a v extra suchu byl zvySen obsah tohoto proteinu 2,7 krat oproti suchu.
Naproti tomu protein ¢. 7006 (na obrazku ¢. 56 oznacen oranzovou Sipkou) by dle téchto
parametr ziejmé byl méné dobrym markerem suchovzdornosti, a to navzdory jeho vysoké
akumulaci pfi extrémnim suchu. Problémem je, Ze byt’ byla zaznamenéna zvysena akumulace
tohoto proteinu v suchu, nebylo toto zvySeni potvrzeno t-testem, a tedy nebylo statisticky
vyznamné. Toto tvrzeni by se ovSem muselo otestovat na vétsi Skale genotypt. Pokud by byl
tento princip vztahnut na aplikovany marker suchovzdornosti DHNS5, jehoz obsah byl za
pomoci imunologické metody méfen i u rostlin jednotlivych variant tohoto pokusu (viz
obrazek ¢. 38), lze prohlésit, Ze za pomoci méfeni akumulace tohoto markeru nebylo mozno
odlisit variantu sucho a extra sucho. Byl tedy zjiStén statisticky signifikantni rozdil mezi
obsahem DHN5 v kontrolni a suché varianté, nikoli vSak uz mezi suchou a extra suchou

variantou. Z tohoto pohledu lze markerovaci proteiny, jejichz akumulace vzrista ¢i klesa

24
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Obrazek ¢. 54: Detail proteinové skvrny 8104 (Cervené oznaceno sucho, zelené kontrola,

oranzove extra sucho)
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Jako proteomické markery nemusi slouzit jen proteiny, jejichz koncentrace V téle
rostliny stoupa, pokud je vystavena stresovym podminkam. Naopak, muze se jednat i o
proteiny, jejichz obsah se bude pfi stresu snizovat. Z funk¢nich proteinii to mohou byt
napiiklad transmembranové proteiny aquaporiny, jejichz akumulace je pii stresu suchem
nékterymi autory (Alexandersson et al., 2005) popisovana jako snizend. SniZuje se tim tak
hydraulicka vodivost membran, coz napomahé uchovavani vody v buiice. Jako perspektivni
se muze jevit protein ¢. 8001 (na obrazku ¢. 52 oznacen zelenou Sipkou), jehoz abundance
v suché varianté poklesla 3 krat, v extra suchu pak 8,3 krat a v extra suchu pak jeho

koncentrace oproti suchu poklesla 2,8 krat.
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Obrazek ¢. 55: Detail proteinové skvrny 8001 (Cervené oznaceno sucho, zelené kontrola,

oranzoveé extra sucho)
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V dobé odevzdani této disertatni prace nebyly hotovy identifikace vybranych
proteinovych spotl, z toho diivodu neni mozné piifadit k nim jejich funkci a jejich zapojeni

do biochemicko-fyziologickych procest pii stresu suchem.
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Obrazek ¢. 56: Statisticky signifikantni poméry abundance proteinii
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5.6 Nadobové pokusy simulujici stav dlouhodobého sucha

V ramci tohoto pokusu bylo analyzovéano pét odrid jeCmene, a to ¢esky Amulet, Bojos
a Malz, nizozemsky Jersey a syrska krajova odrtida Tadmor. Zasadnim rozdilem oproti
predeslym pokustm byla jejich organizace a fenologicka faze odbéru vzorki. Tento pokus byl
koncipovan jako venkovni. Péstebni nadoby byly umistény venku pod pfistfeskem, coz
umoznovalo regulovat zalivku. Diferencovana zalivka byla aplikovéana po 28. dnech od
vysevu, piicemz kontrolni varianta byla udrzovdna na 75 % PVK a sucha varianta na 30 %
PVK. Odbéry byly realizovany a) 14 dnti po zacatku diferencované zalivky ve fenologické
fazi pocatek metani a b) 26 dnii po aplikaci diferencované zalivky ve fenologické fazi zacatek
kveteni.

Nebot’ nebyla kultivaéni faze pokusu realizovana ve VURV, v.v.i., ale na Mendelové
univerzit¢ v Brné, nebylo ziskdno dostatecné mnozstvi vzorkli listh na provedeni tii
technickych opakovéani dehydrinovych analyz, proto nebylo mozné provést statistické

testovani pomoci ANOVA.

Obrazek ¢. 51: Elektroforetické rozdeleni termostabilni frakce proteinii — I. odber

Sucho — I. odbér Kontrola — I. odbér

I e oy
o O o o S o
< 3 8 N EZ 8 & NE ¥
S ES L2 =ETEDLELE=ET S
H o = = O <
S < mol <Ol == =

97.4
kDa

RozliSeni odrad dle akumulace DHNS v mnohém potvrdilo piedeslé vysledky. Odrada

Tadmor se v oblasti akumulace DHNS zcela odlisuje od ostatnich odrud, nicméné ani u této
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odridy nebyly za kontrolnich podminek detekovany jiné typy DHN proteini s nizSimi

molekulovymi hmotnostmi (obrazek ¢. 58, tabulka ¢. 17). Ostatni odridy se za kontrolnich

podminek od sebe vyrazné nelisily. Lze pfedpokladat, Ze vyraznéjsi mnozstvi DHNS u Malz

pii 1. odbéru miize byt zpiisobeno chybou vzorku, nebot’ v ramci 2. odbéru jiz byly obsahy

DHNS u vsech odrtd (vyjma Tadmoru) vyrovnany.

Obrdzek ¢. 58: Imunaoblot s vizualizovanymi dehydrinovymi proteiny — I. odbér
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Tabulka ¢. 17: Tabulkové schéma akumulace DHN proteinii u testovanych odriid

odrida

Oznac¢eni DHN na imunoblotu

1 2 3 4 5 6 7 DHN5
Amulet X X X
Bojos X X X
Er X X X
Jersey X X X
Malz X X X
Tadmor X X X X

Pti porovnani vysledki akumulace DHN5 obou odbérti nebyl u jednotlivych odrid

zaznamenan vyrazny rozdil a pokud ano, nebyl statisticky ovéten. Odrada Er opét vykazovala
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v

prohlasit, ze tato odriida skutecné nezaklada svou strategii pfeziti ¢i vyrovnani se se stavy
dehydratace na akumulaci DHN proteinii. Za pomoci imunologické analyzy bylo vyjma
DHNS detekovano sedm dalSich DHN proteini, které Ize pravdépodobné oznacit jako rtizné
typy, nebot’ vykazuji riznou molekulovou hmotnost. Zajimavym vysledkem vSak bylo
zjisténi Vv oblasti nizkomolekuldrnich DHN proteinti u odridy Er, nebot’ u ni byl detekovan
nizkomolekularni typ DHN, ktery byl detekovan také u Tadmoru, pficemz obé tyto odrudy
maji ptivod v Syrii. Odrida Er dale vykazovala akumulaci DHN oznaceného na imunoblotu

¢islem 4, ptficemz tento typ nebyl detekovan u zadné jiné odridy.

Obrazek ¢. 59: Graf relativni akumulace DHNS u souboru jecmenii péstovanych za odlisnych
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Kvalitativné se nelisil profil exprese DHN proteinti u odrid Amulet a Jersey, nebot’
ob¢ tyto odrudy exprimovaly a akumulovaly velikostné shodné typy dehydrind. Téméf
vyrovnany byl také obsah DHNS5 u téchto odrid, byt pfi druhém odbéru vykazoval Jersey
vy$$i akumulaci DHNS. OvSem protoze nebylo provedeno statistické testovani pomoci

ANOVA, neni mozné prohlasit to, ze odriida Jersey akumulovala v ramci tohoto odbéru vyssi
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obsah DHNS5. V piedchozich experimentech v ramci této disertani prace vsak jiz bylo
statisticky potvrzeno, ze odrtiida Jersey vykazovala vyssi obsah DHNS, nez odriida Amulet.

Odrada Tadmor vykazovala na imunoblotu slabé bandy viditelné tésn¢ pod DHNS (obrazek ¢.
61). Tyto prouzky by mohly byt povazovany za $§tépy tohoto vysokomolekularniho DHN,
pfiCemz jsou daleko 1épe vizualizovany na imunoblotu druhého odbéru. Zajimavé je, ze
Tadmor vramci kontrolni varianty nevykazoval pii prvnim odbéru akumulaci
nizkomolekularnich DHN proteint, pfi¢emz pii druhém odbéru jiz lze vidét 1 u kontrolni

varianty minimalné¢ tfi dalsi typy DHN proteina (2, 5, 7).

Obrazek ¢. 60: Elektroforetické rozdéleni termostabilni frakce proteinii
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Vysledky akumulace DHNS odridy Malz zcela neodpovidaji vysledkim zjisténym
v ptfedchozim experimentu, kdy odrida Malz vykazovala v porovnani s odridou Amulet
statisticky signifikantné niz8§i obsah DHNS5 (obrazek ¢. 62). Pokud jsou vSak srovnany tyto
dosazené vysledky s pokusem, ve kterém se rovnéz testovala odriida Malz, ovSem v jiné
fenologické fazi (3. pravy list) pfi nahlém vysychani, je mozno fici, ze vysledky tohoto
pokusu tenden¢né odpovidaly zjisténim plynoucich z analyz tohoto pokusu, kdy byly

testovany rostliny ve fenologické fazi metani az zacatek kveteni.
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Obrazek ¢. 61: Imunoblot s vizualizovanymi dehydrinovymi proteiny — II. odbér
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Obrazek ¢. 62: Graf relativni akumulace DHNS u souboru jecmenti péstovanych za odlisnych
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6 DISKUSE VYSLEDKU

Cilem experimentli v ramci této disertacni prace bylo potvrdit hypotézu, Ze rtzné
odrtdy je¢mene vykazuji rozdilnou odolnost viici suchu (jsou tedy odlisné suchovzdorné) a ze
Ize tyto odridy od sebe odlisit pomoci stanoveni obsahu dehydrint. Dalsim predpokladem
bylo, ze urcité charakteristiky aktualniho i dlouhodobéjsiho fyziologického stavu rostlin
(VSD, A BCa OP) lze vyuzit jako indikatory, které mohou pomoci dokreslit slozit¢ vztahy
mezi vlastnostmi odriid, které souviseji s vodnim rezimem rostlin.

Dalsim cilem kromé¢ aplikace jiz publikovanych markerd (dehydrini) bylo vytipovat
dalsi potencidln¢ vyuzitelné proteomické markery, které by mohly byt aplikovany v bézné
Slechtitelské praxi.

Z vysledki pouziti ruznych extrakénich postupi pro ziskani proteinové frakce
vyuzitelné v dehydrinovych analyzach, bylo dospéno k zavéru, ze varem, ktery je pouzivan
Vv postupu podle Vitamvas et al. (2007), 1ze dosahnout jiného elektroforetického profilu, nez u
postupu podle Sun et al. (2008) nebo jeho modifikace. Silny band na elektroforeogramu o
velikosti mezi 45 kDa a 66 kDa, ktery je nejabundantnéj$im bandem vysledku extrakce dle
Sun et al. (2008), na elektroforeogramu u extrakce dle Vitamvas et al. (2007) témét chybi.
Lze to vysvétlit tim, Ze proteiny této frakce jsou termolabilni a byly varem vysrdzeny. Dle
dostupné literatury by se mohlo jednat o subjednotky ribuloza-1,5bisfosfat
karboxylasy/oxygenasy (Rubisco), ktery je sloZzen z 16 proteinovych subjednotek — 8 kopii
malych podjednotek (SSU) a 8 kopii velkych podjednotek (LSU) (Raikhel et Chrispeels,
2000). Vysledky vizualizace dehydrinovych proteini za pomoci imunologické metody
navazani primarni protilaitky na antigenni determinantu dehydrinovych proteinli, tzv.
K segment nachazejici se blizko C terminalniho konce, jsou patrné z imunoblotu na obrazku
¢. 11. Ksegment je jedinou vzdy piitomnou konzervovanou doménou, skladajici se z 15.
aminokyselinovych zbytkd a v dehydrinech se vyskytuje od 1 do 11 kopii (Choi et al., 1999),
na kterou se vazou polyklonalni protilatky vyuzivané pii detekci dehydrini (Close et al.,
1993). Na imunoblotu je patrné, Ze dehydrinové proteiny byly detekovany jen u vzorki suché
varianty, které byly extrahovany dle metody Vitamvas et al. (2007).

Z vysledkli tohoto experimentu, ktery mél posoudit dvé rtizné metody extrakce
dehydrinovych proteint v¢. jedné modifikace, bylo dojito k jednoznaénému zaveéru, ze nebyly
potvrzeny vysledky extrakce dehydrinové frakce popisované Sun et al. (2008) a z tohoto
divodu bylo ptistoupeno k aplikaci metody extrakce dehydrinovych proteinti podle Vitamvas
et al. (2007). Tuto metodu extrakce lze charakterizovat jako velmi hodnovérnou, byt oproti

metod¢ dle Sun et al. (2008) jako pracnéjsi.
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6.1 Vyvoj a evaluace metody péstovani rostlin jecmene pro nasledné
experimenty

Rostliny jeémene odridy Amulet byly péstovany za tiech odliSnych vlhkostnich
podminek substratu — 35 % PVK a 40 % PVK (suché varianty) a 65 % PVK (kontrolni
varianta) (tabulka ¢. 5).

V piipadé¢ stresu suchem byly za pomoci imunoblotu detekovany nejméné dva typy
DHN proteini. Pro nasledné denzitometrické analyzy bylo déle pfistoupeno k hodnoceni
abundantniho proteinu DHNS, pfi¢emz lokalizaci jeho genu Close et al. (1995) popisuje na
chromozému 6H. U extra suché varianty byla detekovdna mirn¢ zvySena hladina DHNS,
pficemz hladina tohoto dehydrinu byla u suché a kontrolni varianty na hranici
denzitometrické detekovatelnosti (statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolni a extra suchou
variantou v obsahu DHN5). U extra suché varianty byl dale detekovan nizkomolekularni
DHN (cca 30 kDa), a to ve vyznamné vy$Sim mnozstvi, nez u suché a kontrolni varianty, u
nichz lze o detekci tohoto DHN pochybovat.

Zavéry z vysledku fyziologickych charakteristik jsou takové, ze za pomoci VSD bylo
mozno statisticky signifikantné rozliSit vS§echny tfi varianty, stejné tak byly varianty odliSeny
za pomoci zméfeni hodnot osmotického potencidlu. Timto zjisténim byla potvrzena negativni
korelace mezi obsahem vody v téle rostliny, ktery je vyjadfen charakteristikou VSD a
koncentraci tzv. osmoprotektivnich latek, vyjadfené jako OP. Tyto vysledky koresponduji
s vysledky prace Chen et Murata (2002), nebot’ ¢im je vyssi ztrata vody z bungk, tim vice jsou
biosyntézy a naopak inaktivaci jejich degradace.

Me¢fteni charakteristiky diskriminace izotopu Bc poskytlo vysledky toho typu, ze bylo
mozno statisticky vyznamné odlisit extra suchou/suchou variantu od varianty kontrolni.
Rostliny je¢mene stresovanych variant daleko méné diskriminovaly izotop BC a tedy lépe
vyuzivaly dostupnou vodu a zabudovavaly do organickych sloucenin vice atomt uhliku na
jednotku spotiebované vody, coz je vsouladu svysledky prace Farquhar et al. (1989).
Parametr A *C stoupal pozitivné s mnoZstvim dostupné vody, které mély rostliny k dispozici
pro svuj rast a vyvoj, tento vysledek je konzistentni s vysledky, které publikoval Chen et al.
(2011).

Po prvnim odbéru nésledovalo vyrovnani obsahu ptidni vlhkosti na 50 % PVK a

substrat s rostlinami 6 dni vysychal (tabulka ¢. 6).
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Denzitometrickou analyzou akumulace DHN bylo zjisténo, Ze doslo po 6. dennim
vysychani k prudkému nérGstu exprese DHNS u kontrolni varianty, coz je s nejvyssi
pravdépodobnosti spjato s nastupem obranné reakce neaklimatizované rostliny na stres
suchem (Skodacek et Pragil, 2011). Zajimavé bylo zjisténi relativni denzity
nizkomolekularnich DHN. Zatimco obsah tohoto DHN o pfiblizné molekulové hmotnosti 30
kDa u varianty extra sucha statisticky signifikantn¢ poklesl, u suché a kontrolni varianty
abundance tohoto DHN prudce vzrostla.

Pti 2. odbéru vzorkil byl obsah vody v substratu péstovanych rostlin jednotlivych
variant téméf shodny (30 % PVK). Tento fakt se vSak neodrazel v obsahu vody Vv rostlinnych
télech, ktery byl vyjadfen pomoci VSD. Neaklimatizované rostliny kontrolni varianty
S dlouhymi cepelemi list a vysokym poctem stomat na jednotku plochy vykazovaly pii
vysychani vysoky VSD (53 %), zatimco aklimatizované rostliny extra suché a suché varianty
nevykazovaly zvySené VSD oproti 1. odbéru, naopak rostliny suché varianty vykazovaly nizsi
VSD. Meniéi listova plocha transpiruje méné vody a v pid¢ se uchovava zasoba vody na delsi
obdobi. Pribéh charakteristiky OP byl velmi podobny, jako u VSD a bylo mozno statisticky
signifikantn¢ odlisit extra suchou/suchou a kontrolni variantu. Konzistentné s vyse uvedenymi
fakty reagovaly rostliny i v oblasti efektivity vyuZiti vody. Hodnoty A *3C rostlin
aklimatizovanych variant byly témé& shodné, ovem diskriminace **C neaklimatizovanych
rostlin signifikantné poklesla, nebot’ rostliny musely zalit efektivné vyuzivat vodu, coz je
v souladu s vysledky prace Chen et al. (2011). V této praci autofi testovali 4 genotypy
je¢mene (CDC Cowboy, Niobe, 170011 a Kasota), vykazujici riiznou uroven diskriminace
Bc. Rostliny byly péstovany ve skleniku v dobfe vodou saturovaném substratu a za sucha,
s cilem potvrdit genotypickou variabilitu parametru A Bc. Rostliny je¢mene byly zatizeny
suchem po 10 dnti ve stadiu sloupkovani. Autofi potvrdili, Ze za sucha rostliny diskriminovaly
B3C méng, neZ v kontrolnich podminkach, ptfi¢emz nékteré genotypy za stresovych podminek
vyuzivaly dostupné vody 1épe, nez jiné.

Vysledky faktorové analyzy ptinesly zjisténi toho druhu, Ze proménné VSD, OP a
DHN tvorily jednu skupinu proménnych, tj. vykazovaly vysoké hodnoty faktorové zatéze
k faktoru ¢. 1. Tyto proménné jsou tedy navzajem umérné, pricemz OP je nepfimo umérny
k VSD a DHN. Naopak proménné DHN a VSD vykazuji vzajemnou piimou korelaci.

Pti prevodu jednotlivych pozorovani do faktorového prostoru byly vytvotreny shluky a

to témi piipady, které se chovaly podobné.
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6.2 Testovani suchovzdornosti sedmi riiznych odriid jeémene péstovanych
za dvou odliSnych stupni nasyceni vodou a nahlého vysychani — I.
odbér

Rostliny je¢mene odrad Er, Jersey, Malz, Tolar, Amulet, Tadmor a Akcent byly
testovany za dvou odliSnych obsahti vlhkosti substratu — suchd varianta 30 % PVK a kontrolni
varianta 65 % PVK.

Rostliny se oproti predeslému experimentu nachazely pii 1. odbéru ve fenologické fazi
2. pravého listu a doba jejich kultivace byla také zkracena (tabulka ¢. 8). Lze predpokladat, Ze
tyto faktory mohly ovlivnit vysledky analyz oproti ptedeslému pokusu.

Z hlediska translace MRNA Dhn geni a nasledné akumulace DHN proteind, bylo na
zakladé imunologické analyzy zjisténo, ze se odridy v obsahu DHNS5 nelisily, a to dokonce
ani kontrolni a suché varianta mezi sebou. Vyjimku tvofily odridy Tolar a Tadmor, které
vykazovaly vysoky stupeni akumulace DHNS. Na zéklad¢ tohoto je mozné predpokladat, ze
strategii téchto dvou odriid, jakym zplisobem se vyrovnavaji s nedostatkem vody, je silna
exprese a akumulace dehydrinovych proteint. Co se ty¢e kvalitativnich rozdilt v expresi Dhn
genl, nebyla vtomto experimentu zjiSténa ptitomnost jinych (nizkomolekularnich)
dehydrint, nez DHNS. Lze se domnivat, Ze toto je skute¢né zptisobeno fenologickou fazi, ve
které se rostliny nachazely v dobé odbéru. Lze tedy hovofit o jisté vyvojové specifité exprese
Dhn gen, coz je v souladu s praci Guo et al. (2009).

Z hlediska doprovodnych fyziologickych charakteristik bylo mozZno rozlisit statisticky
signifikantné nékteré odriidy suché varianty mezi sebou.

Napriklad odrida Er, kterd pochazi z ptivodnich syrskych krajovych odrid a je citliva
vuci suchu, vykazovala vysoky stupenn vodniho deficitu, coZ bylo také vZdy spojeno se silnou
syntézou osmoticky aktivnich latek, tedy s niz§im osmotickym potencidlem. Toto zjiSténi je
v souladu s vysledky praci Nevo et Chen (2010).

Odrida Amulet vykazovala v ramci fyziologickych charakteristik primérné hodnoty.
Vyjimku tvofily hodnoty diskriminace B3¢, které byly tenden¢né nejnizsi, a je mozné tedy
fici, Ze tato odriida za podminek sucha hospodaii s vodou efektivnéji, nez ostatni testované
odridy. Opacny trend vykazovala odrida Tadmor, kterd v oblasti efektivity vyuziti vody
vykazovala ve srovnani s ostatnimi odridami nepfili§ dobré vyuZiti vody vzhledem

Kk vytvotené susiné.
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6.3 Testovani suchovzdornosti sedmi riznych odrid jeCmene péstovanych
za dvou odliSnych stupiii nasyceni vodou a nahlého vysychani — II.
odbér

V druh¢ fazi tohoto experimentu byl vyrovnan obsah ptidni vlhkosti u obou variant na
48 % PVK a nadoby s rostlinami byly po 7 dnti ponechany vysychat (tabulka ¢. 9).

V oblasti akumulace DHN proteint byly zaznamenédny zna¢né odli$nosti od vysledkil
1. ¢asti pokusu. Ve srovnani s 1. ¢asti pokusu byl zaregistrovan kvantitativni narist DHNS, a
to jak u neaklimatizovanych (kontrolnich), tak i u aklimatizovanych (stresovanych) odrad.
Nejvyssi akumulaci DHNS opét vykazovala odriida Tadmor, ktera je silné adaptovana na
sucho. Je tedy mozné fici, ze pii nahlém vysychani reaguje vétSina odrid nastartovanim
transkripce a nasledné translace Dhn gend, coz konsekvenéné vyvrcholi v akumulaci DHN
proteind, resp. DHNS, toto zjisténi je v souladu s pracemi Hong-Bo et al. (2005) nebo Park et
al. (2006). Ovsem ani pfi tomto pokusu nebyly zaznamenany jiné DHN proteiny, nez DHNS.

Pti porovnani VSD rostlin 1. odbéru stresované varianty a 2. odbéru kontrolni varianty
lze vypozorovat stejné tendencni rozlozeni odrid z hlediska této fyziologické charakteristiky.
Toto zjiSténi 1ze interpretovat tak, Ze kazda odriida testovanych je€menti udrzuje obsah vody
ve svém tele za totoznych vlhkostnich a teplotnich podminek na jiné Grovni, toto zjisténi je ve
shod¢ se Suprunova et al. (2004).

Zajimavé jsou vysledky odridy Er. Tato odrida reaguje na sucho expresi enzymd,
které piisobi v anabolickych cestach, jejichz vysledkem je vysoky obsah nizkomolekularnich
kompatibilnich solutti. Thomassini et al. (2008) ve své praci uvadi, Ze rostliny jeCmene, které
byly zatizeny suchem nebo chladem, indukovaly syntézu transkripti gent, které koduji
proteiny spojené s mechanismem ochrany membran a akumulaci osmoprotektanti —
sacharosy, rafinosy, glycin betainu, galaktinolu a prolinu. V piipad¢ sucha byly aktivovany
geny sacharosa-fosfat syntasy IF, sacharosa syntasy 2, ATP-vazajici galaktokinasy a
betainaldenyd dehydrogenasy. Pii stresu nizkou teplotou nebo pifi suchu byla zvysena
transkripce galaktionol syntasy, Al-pyrrolin-5-karboxylat oxygenasa. Jak jiz bylo zminéno,
molekuly osmoprotektantli se akumuluji v cytoplasmé ve vysokych koncentracich za
osmotického stresu a uplatiiuji se pii udrZzovani turgoru, stabilizaci proteinii a bunécnych
struktur a detoxikaci reaktivnich forem kysliku (Chen et Murata, 2002).

I metoda ndhlého vysychdni potvrdila strategii Tolaru, kterou se tato odriida
vyrovnava se stavy dehydratace. Tato odrtida primarné stavi strategii pieziti pfi stresovych
podminkach primarné na silné akumulaci DHN proteinti. Kosova et al. (2010) uvadi, ze tyto

proteiny jsou osmoticky aktivni, a tim tedy snizuji OP bunéc¢né st'avy.
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Rostliny odridy Tadmor, a to jak aklimatizované, tak i neaklimatizované na sucho,
vykazovaly v podminkach nahlého vysychani statisticky nevyznamné rozdily. Velmi podobné
reagovaly i odridy Jersey a Malz. Z toho lze usuzovat, Ze tyto odridy i V podminkach
nahlého vysychani disponuji mechanismy, které zamezuji nahlé ztraté vody z pletiv rostliny.
Odridy Amulet a Akcent dle vysledki méfenych fyziologickych parametri maji
pravdépodobné velmi podobnou schopnost regulace vydeje vody, i kdyz odrida Akcent
tendenéné vykazovala niz§i VSD. V oblasti efektivity vyuziti vody vykazovaly tyto dvé
odridy opét nevyznamné rozdily, byt tendencné opét vykazovaly nizsi diskriminaci B¢
rostliny Akcentu. V oblasti akumulace DHNS se vsak tyto dvé odrudy pii nahlém vysychani
lisily, a to u neaklimatizovanych odrid. Rostliny Akcentu ve srovnani s Amuletem
vykazovaly vysoky nariist DHNS5, proto lze prohlasit, Ze odrida Akcent reaguje

vV podminkach nahlého vysychani silnou expresi DHNS.

6.4 Testovani suchovzdornosti — metoda nahlého vysychani
Neaklimatizované rostliny odridy Amulet byly v ramci tohoto experimentu vystaveny

nahlému vysychani substratu (tabulka €. 7).

Obsah DHNS5 v pletivech lista rostlin stoupal v souvislosti s poctem dni od ukonceni
zalivky. Dramaticky nartst obsahu DHNS5 byl zaznamenan 8. den po ukonceni zalivky, kdy
VSD dosahlo 32 %. Z tohoto faktu 1ze usuzovat, Ze vyraznéjsi proteosyntéza DHNS zacind ve
chvili, kdy obsah vody v rostliné poklesne pod 70 %. V ramci tohoto odbéru byl také
zaznamenan vyznamny pokles v diskriminaci *C, coz zna&i, Ze v tomto stadiu jiz zalaly
rostliny efektivnéji vyuZzivat dostupnou vodu. V ramci nasledujiciho odbéru, tedy 12 dnl od
zacatku pokusu, se zvysil obsah DHNS 2.7 krat oproti predeslému odbéru, pfi€emz hodnoty
VSD dosahovaly hodnot 63 %, coz lze povazovat z fyziologického hlediska jiz za letalni
hodnoty (Prochazka et al., 1998) (odborna literatura uvadi rizné letalni hodnoty VSD, nékdy
uz od 40 %, zalezi na rostlinném druhu). Rostliny v této fazi vizualné vykazovaly vysoky
stupent nedostatku vody a byly proto slabé turgescentni, nicméné z4dnd nebyla rozpozndna
jako uhynula.

Po zavlazeni rostlin a vyrovnani pidni vlhkosti na 40 %, ktera byla udrzovana po 3
dny, nedoslo k vyznamnému poklesu obsahu DHNS, pti¢emz VSD pokleslo na 36 %.
Z tohoto je moZno usuzovat, ze odbouravani DHN bilkovin neni odstartovano ihned poté, co
dojde ke zvyseni obsahu vody v pletivech rostlin, a to dokonce ani po n¢kolika dnech. Toto je
v souladu s roli DHN proteini v aklimatiza¢nich procesech rostlin (Kosova et al., 2007). Tyto

procesy jsou samoziejmé komplexniho charakteru a nelze piedpokladat, ze po odeznéni
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stresoru bude okamzité¢ zahajena degradace DHN proteinti. Z hlediska diskriminace izotopu
3C byly u zavlazenych rostlin detekovany nejnizsi hodnoty A *C. Lze se domnivat, Ze v
aklimatizaCnim procesu, ktery byl odstartovan postupnym snizovanim obsahu vody
V substratu, pokracovaly rostliny i za vlhkostnich podminek, které 1ze oznacit jako relativné
vhodné. Tento fakt je v souladu s vySe uvedenou nerozdilnou hladinou DHNS za vysokého

stresu i za stavu relativni stabilizace vodniho rezimu rostliny.

6.5 Testovani suchovzdornosti ¢tyr odrid jeémene ve fazi 4. pravého listu
V tomto experimentu byly analyzovdny odridy je¢mene Amulet, Akcent, Malz a

syrska krajova odriida Tadmor, pficemz rostliny byly kultivovany v kontrolnich podminkach
(64 % PVK), v suchu (34 % PVK) a dale odrida Amulet jesté za extra sucha (30 % PVK)
(tabulka ¢. 10).

Rozdilem oproti pfedeslym pokustim bylo to, ze pfi pocatku pokusu, tj. pti aplikaci
diferencované zalivky a dale pak pii odbéru vzorkii se rostliny nachazely ve vyvojové
pokrocilejsi fenofazi.

Vysledky dehydrinovych analyz ukazaly, Ze v rdmci kontrolni varianty se akumulaci
DHNS odlisovala jen odrida Tadmor. Suchem zatizené rostliny jednotlivych odrid se vsak
chovaly v oblasti akumulace DHN5 navzajem odlisné a proto bylo mozno od sebe odlisit
zkouSené odridy dle obsahu DHNS5 v jejich listovych pletivech. Déle byly imunologickou
metodou detekovany nizkomolekularni DHN proteiny, a to nejméné pét S riznou
molekulovou hmotnosti.

V oblasti VSD byly vSechny odridy v ramci stresované varianty nerozdilné, vyjma
Tadmoru, ktery dosahoval hodnot kolem 32 %, pficemZ ostatni vykazovaly VSD kolem 40 %
(Amulet ve varianté extra sucha dosahl VSD 53,5 %). Odrida Amulet se v porovnani obou
stresovanych variant neliSila v oblasti akumulace DHNS, avSak vykazovala signifikantni
rozdil v OP.

Proteomické analyzy realizované v rdmci tohoto pokusu na Amuletu a nésledné
obrazové a statistické analyzy odhalily 106 diferencialn€ akumulovanych proteinii. Shlukova
analyza tyto proteiny dle hladiny jejich obsahu v jednotlivych variantach rozdé€lila do 4
shlukii. Obecné, obsah proteinti spadajicich do 1. a 3. shluku se za sucha zvySoval, naopak
akumulace proteinti ve shlucich 2 a 4 pfi suchu klesala.

Shluk €. 1 (25 proteinll) obsahuje proteiny, jejichz koncentrace stoupala od kontrolni
varianty pfes suchou az po extra suchou. Prace Bogeat-Triboulot et al. (2007) popisuje zmény

proteomu topolu Populus euphratica vystaveného suchu, pficemz byly zaznamenany zvysené
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kumulace proteinii plisobicich v metabolismu uhliku a fotosyntetickych drahach, jako
napiiklad a a B jednotka ATP syntasy, Rubisco aktivasa, podjednotky komplexu vyvijejiciho
kyslik (OEC) a proteinti zapojenych v glykolyze jako GADPH (glyceraldehyd-3-fosfat-
dehydrogenasa) a PGK (fosfoglyceratkinasa). Zhu et al., (2007) uvadi, Zze redukovany piijem
vody kofeny ma negativni vliv na prodluzovaci rist bunck, ktery je zalozeny na elongaci
bunécné stény bunék. Autofi této prace studovali zménu proteomu u kotent rostlin kukufice,
ktera byla zatizena suchem. Prace pfinesla zjisténi o zvySené akumulaci apoplastickych
enzymu zhasejicich ROS (aktivni formy kysliku), hlavné pak peroxidas. Zda se, Ze tyto
proteiny prispivaji k vy$§imu rozvolfiovani bunééné stény pfi stresu dehydrataci. Jiné proteiny
bunééné stény, které vykazovaly zvySenou abundanci, patfily do skupiny inhibitort
polygalakturonas, chitinas, osmotinu a prekurzoru nodulinu. Autofi také zjistili zvySenou
abundanci B-D-glukosidas, pfiCemz tyto enzymy participuji pfi odStépeni ABA z jejich
sacharidovych konjugati, coz je ptedpoklad pro aktivni ABA formu.

Koncentrace proteinti v ramci shluku €. 2 (44 proteinti) a 4 (8 proteintl) méla snizujici
se trend smérem od kontrolni varianty po extra suchou variantu. Prace Zhu et al. (2007), ktera
zkoumala vliv sucha na proteom kotent kukufice prokazala, ze pii suchu doslo ke snizeni
abundance né¢kterych hydrolas v bunécné sténé, coz indikuje snizeni elongacni aktivity
bunééné stény béhem sucha. Kosova et al. (2011b) uvadi, Ze mezi proteiny, jejichz akumulace
je pii stresu suchem snizena, spadaji také proteiny zapojené do signalnich drah (protein
homeobox-leucinového zipu, AP2/EREB transkripéni faktor BABY BOOM). Lehman at al.
(1995) uvadi, ze v rostlinach je¢mene byla za sucha sniZena akumulace 23 kDa jasmonatem
indukovaného proteinu (JIP-23), ktery ziejmé reguluje syntézu polysacharidii bunééné stény.
Alexandersson et al. (2005) ve své praci prokazal u rostlin Arabidopsis, které byly vystaveny
stresu suchem, snizené mnozstvi PIP proteini (plasma membrane intrinsic protein) v listech.
PIP jsou typy aquaporintl, které usnadnuji a reguluji transport molekul vody pfes membrany.

Koncentrace proteini v ramci shluku ¢. 3 mé pon€kud nestandardni prubéeh, pticemz
nekteré z nich dosahuji svého maxima ve varianté sucho a ve varianté extra sucho dochazi
poté k mirnému poklesu. To znamend, Ze s postupujicim suchem jiz nedochazi ke zvySovani
koncentrace téchto proteind.

Rozdéleni diferenéné se exprimujicich (akumulujicich) proteinovych spotli za pomoci
shlukovaci analyzy do ¢ty klastri je ve shodé s praci Vitamvas et al. (2012). Tato prace se
sice zabyvé analyzou proteomu odrid zimni pSenice béhem chladové aklimatizace, nicméné
na zakladé prace Kosova et al. (2011b) Ize generalizovat dynamiku odpovédi rostliny na

abiotické stresy. Kazda faze odpovédi rostliny na abiotické faktory koresponduje s rozdilnym
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slozenim proteomu. Iniciani faze (alarm stage), kterou lze oznacit jako poplachovou ¢i
Sokovou fazi, je asociovdna s indukci signalnich drah stresové odpovédi rostliny a silnym
oxidativnim stresem. Nasledna faze aklimatizace (acclimation phase) se vyznacuje de novo
biosyntézou protektivnich latek (proteiny jako chaperony nebo COR/LEA, antioxidanty jako
karotenoidy, tokoferoly a dale osmoprotektanty jako prolin), nésleduje faze udrzovaci
(maintenance phase), pii které je udrzovdna nové ustavena homeostaze (mira tolerance
rostliny béhem této faze zustava stabilni). Dalsi stupen je faze vyCerpani, ktera nastava tehdy,
trva-1i stres piili§ dlouho a rostlina neni schopna nové nastolenou homeostazi dal udrzet
(béhem této faze tolerance rostliny klesd). Poté, co pomine plsobeni stresu, nastava faze
obnoveni (recovery phase), pfi které dochdzi k degradaci protektivnich slozek a je ustavena
nova bunééna rovnovaha.

Poméry abundance proteini mezi jednotlivymi variantami (sucho/kontrola, extra
sucho/kontrola a extra sucho/sucho), jejichz statisticka signifikance byla ovéfovana t-testem,
ukézala zajimavé proteinové spoty, jejichz akumulace rostla s intenzitou stresu, kterému byly
rostliny vystaveny. Tyto proteiny by mohly v budoucnu slouzit jako potencidlné vyuzitelné
markery suchovzdornosti. Je samoziejmé nezbytné je nejprve identifikovat, ¢imz bude
odhalena také jejich funkce a na zakladé tohoto by mohly byt vyuzity pro testovani na $irSim

spektru genotypti za pomoci kvantitativnich metod (Western blot atd.).

6.6 Nadobové pokusy simulujici stav dlouhodobého sucha
V ramci tohoto experimentu byly analyzovany rostliny odriid je¢mene Amulet, Bojos

Malz, Jersey a Tadmor. Rozdilem oproti pfedchozim pokusim bylo to, Ze rostliny byly
péstovany venku, byt za kontrolované zalivky. Dal§im zésadnim rozdilem byla fenologicka
faze rostlin, ve které se nachazely v dob¢é odbéru vzorka (tabulka ¢. 11).

Vysledky tohoto pokusu potvrdily ptedeslé vysledky, naptf. v oblasti vysokeé
akumulace dehydrinovych proteinti u odridy Tadmor, nebo naopak nizké akumulace DHNS u
odridy Er. Vyjma DHNS byly na imunoblotu detekovany také rizné typy nizkomolekularnich
dehydrinovych proteind.
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7 ZAVER

e Mnozstvi akumulovaného DHNS Vrostlin€é jeCmene pravdépodobné zavisi na
fenologické fazi, ve které se rostlina pravé nachazi, tj. tento fakt Ize oznacit jako
kvantitativné vyvojovou specifi¢nost exprese a akumulace DHNS.

e Exprese nizkomolekularnich Dhn genti je pravdépodobné vyvojové specificka, nebot
v rangjSich fenofazich (1. — 3. pravy list) nebyly nizkomolekuldrni DHN proteiny
detekovany, ¢i byly na hranici denzitometrické detekovatelnosti.

e Nizkomolekularni DHN bilkoviny o riizné molekulové hmotnosti byly detekovany ve
vysoké mife u starSich rostlin je¢mene (od 3. — 4. pravého listu).

e Mohutnéjsi exprese a akumulace DHNS je u rostlin je¢mene ziejmé inicializovana,
poklesne-li obsah vody v pletivech listi rostliny pod 60 %.

e Miru akumulace DHNS ovliviiuje to, zda je rostlina na sucho aklimatizovana (prosla
fazi aklimatizace) ¢i je vystavena ndhlému vysychani:

o Amulet pfi dlouhodobé&j$im suchu ziejmée syntetizuje vys$i mnozstvi DHNS
nez Akcent, ktery ovSem ziejm¢ akumuluje DHNS ve stavu nahlého vysychani
ve vyS$i mife.

e Pfi ndhlém vysychani jsou Vvniz§i mife uplatnéna anatomicko-morfologicka
ptizpusobeni rostlin pro stabilizaci jejiho vodniho stavu, kterymi rostlina reaguje pii
aklimatizaci na sucho (sniZzeny pocet stomat na jednotku plochy listu, mensi plocha
listu, rozvinutéjsi kofenovy systém, atd.).

e Pfi nahlém vysychani kazda odrida rozdilné mobilizuje své obranné mechanismy,
pri¢emz nékteré uptednostiuje.

e Rizné odriidy mohou mit rlizné strategie, jak se vyrovnat se suchem:

o Odrida Er vzdy tenden¢né vykazovala vyssi stupen vodniho deficitu, ve
spojeni s mohutnou syntézou nizkomolekuldrnich osmoprotektanti a nizkou
akumulaci DHNS,

o Tadmor naopak pfi stresu suchem vzdy vykazoval tendenéné vysoky obsah
vody v pletivech (nizky VSD), vysoky obsah DHN a nizky obsah
nizkomolekularnich kompatibilnich solutii. To je v souladu s geografickou
oblasti jeho péstovani, nebot' tato linie byla vyselektovana z pivodnich
syrskych krajovych odrad Hordeum vulgare L. Nevyhodou je, Ze tato odrida
neni pro zemédélce v Ceské republice prakticky (komeréng) vyuzitelna, a to

z davodu nizkych vynosi a kvality zrna.
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e Pomoci faktorové analyzy bylo mozné rozd¢lit testované odridy ve faktorovém
prostoru diky jejich faktorovym skore, coz umoziiuje komplexné¢ zhodnotit reakci

dané odridy na stresovy faktor ve srovnani s odridami jinymi.

e Za pomoci metody 2-D DIGE bylo zjisténo cca 900 diferencialné exprimovanych
proteini u rostlin jarniho jeCmene odridy Amulet, které byly zatizeny dvéma
definovanymi trovnémi sucha.

e Kvantitativni analyza odhalila ztéchto 900 proteini 106 diferencialné
akumulovanych proteint, jejichz abundance se liSila nejméné dvakrat mezi
srovnavanymi variantami.

e Shlukovaci analyza rozdélila dle vzdalenosti té&chto 106 proteint do ¢tyt shluki:

o Prvni shluk zahrnuje proteiny, jejichz akumulace stoupala od kontrolni
varianty pies variantu suchou a svého maxima dosahovaly u extra suché
varianty,

o Druhy shluk obsahuje proteiny, jejichz akumula¢ni maximum bylo dosaZeno
Vv kontrolni varianté a pokles byl zaznamenan ve variantach stresovanych,

o Treti shluk obsahuje proteiny, jejichz dynamika mtze byt z fyziologického
pohledu zajimavé, nebot’ svého akumulaéniho maxima dosahuji ve varianté
sucho a ve varianté extra sucha jejich abundance klesa,

o Shluk ¢tyfi zahrnuje nejmensi pocet proteini. Akumulace téchto proteint
smérem ke stresovanym variantam klesa, nicméné vykazuji mnohem vyssi
akumulaci, nez proteiny zatazené ve shluku dvé.

e Na zéklad¢ detailnéjSich analyz pomérti abundanci proteinti u jednotlivych variant a
jejich testovani pomoci t-testu byly vytipovany proteiny, které by mohly slouzit jako
proteomické markery:

o Jedna se o proteiny, jejichZ koncentrace se obecné za sucha zvysila ¢i snizila a
navic pii vétSim stresu pokracoval trend akumulace ve vétSim meéftitku.

»= Jako vhodné markery by mohly slouzit proteiny cislo 4614, 8104
(zvysujici se akumulace pii suchu) a 8001 (snizujici se akumulace pfi
suchu).
V ftizenych podminkach sucha se podafilo od sebe statisticky signifikantné¢ odliSit
zkousené odridy jeCment ve fenofazi 4. pravého listu, a to jak za pomoci kvantitativniho

hodnoceni akumulace DHNS, tak i rozdilnou akumulaci rGznych typi dehydrinovych
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proteini. Z téchto faktl lze vyvozovat zavér, ze akumulace dehydrint v rostlin€ 1ze povazovat
za slibny a aplikovatelny marker suchovzdornosti pfi prescreeningu genotypd. Obsah
dehydrint lze tedy za definovanych podminek vyuzit pro zjisténi rozdili reakci jednotlivych
odrid a mohou tedy byt vyuzity pii markery asistované selekci pii Slechténi novych,
vykonnéjsich a odolnéjSich odrud této dilezité zemédélské plodiny. Presné definované
zatizeni rostlin stresem Ve Spojitosti s pfesné urenymi podminkami péstovani rostlin, je
nutno povazovat za jeden ze zakladnich ptedpoklada aplikace dehydrinovych proteina jako
markert odolnosti.

Fyziologické charakteristiky pomohly pfesné indikovat aktualni ¢i dlouhodobéjsi
vodni stav rostlin ve vztahu k akumulaci dehydrinovych proteind. Santraéek (2008) uvadi, ze
I docasny nedostatek vody se projevi mens$im mnozstvim fixovaného CO, a akumulované
susiny. Efektivita vyuziti vody (WUE), na kterou Ize usuzovat dle Farquhar et al. (1982) dle
charakteristiky A **C ukazala, 7e viechny odridy za optimalnich vodnich pomérii vyuZivaji
vodu zhruba stejné efektivné, byt s tendencnimi rozdily (odrida Akcent vyuzivala i za
optimalnich vlhkostnich podminek vodu efektivnéji, nez ostatni testované odriidy). V ramci
stresovanych variant vykazovaly jednotlivé odriidy opét tendenéni rozdily, byt ne vzdy byly
potvrzeny statistickou analyzou. Je ovSem nutno si uvédomit, Zze vysokd hodnota WUE na
urovni listu a rostliny neni zarukou vysoké WUE v agronomickém smyslu (pomér vynosu
zrna a spotiebované vody za zivot rostliny). Interferujici vlivy skliziového indexu, frakce
vody vypatené z povrchu pldy a rychlosti zapojeni porostu vedou k tomu, Ze vynosné odridy
nemusi nutné vyznacovat nizkou hodnotou A Bcv jejich susing. Re$eni problémt muize
prinést spojené Usili fyziologt, Slechtitelii a molekularnich biologl (napt. nalezeni QTL pro
znak Géinnosti vyuziti vody (Santriiéek, 2010).

VétSina publikovanych praci ukazuje na to, Ze u obilnin vyS$si vynos Casto poskytuji
genotypy s nizsi listovou ucinnosti vyuziti vody. Pfi¢ina je pravdépodobné v tom, zZe se
mnoho rostlin vetné pSenice a ziejmé trav obecné chova ,.konzervativné®, tj. pti nizkém ci/Cy
a tedy vysoké WUE indikované malou hodnotou diskriminace, rostlinou rostou méné¢ i tehdy
a pravé tehdy, kdyZz jsou dobfe zdsobené vodou. Zachovavaji si totiZ nizkou vodivost
priducht (a tim nizké c;) 1 pfes tfeba vyjimecny sezoénni dostatek vody. Ocekavany negativni
vztah mezi diskriminaci a vynosem biomasy nebo zrna (a pozitivni mezi WUE a vynosem) se
u nich projevi jen pti deficitu vody. Tedy jinymi slovy, nizké c¢; neni zpisobena zvySenou
karboxala¢ni kapacitou fotosyntetického aparatu ale pfivienim praduchi. Pozitivni korelace
diskriminace a riistu se da v nékterych piipadech vysvétlit také fenologickymi fazemi vyvoje

rostlin. Rostliny s vy&$im A °C maji Gasto rychly riist v zadatku vegetace, ktery vede
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k zastinéni povrchu pudy listy a naslednému niz$imu vyparu béhem vegetac¢ni doby. Vétsina
vody v padé tak zistava k dispozici pro transpiraci rostliny.

Dalsi aplikované fyziologické charakteristiky, které odrazeji aktualni vodni stav
rostlin, vodni sytostni deficit a osmoticky potencial jsou Vv negativni korelaci, nebot’ ztrata
vody z bunék je spouStécim mechanismem pro syntézu osmoticky aktivnich latek tzv.
osmoprotektantli. Tento fenomén je povazovan za jeden z nejcastéjSich a nejbéznéjsich

obrannych mechanismi rostlin pii stresech asociovanych s dehydrataci bunék.
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8 VYUZITELNOST POZNATKU PROTEOMIKY VE SLECHTENI
ROSTLIN

Stres je spojen s inhibici aktivniho rustu a také se sniZzenou regulaci fotosyntetického
procesu rostliny. Namisto biosyntézy novych bunéénych komponent, je bunécny
mechanismus ,,pfesmérovan* k biosyntéze rozlicnych protektivnich latek. Zmény
v transkriptomu, proteomu a metabolomu rostliny vede k ustaveni nové buné¢né rovnovahy
(homeostaze) pii pusobeni stresu a béhem faze aklimatizace. Protoze je proces aklimatizace
asociovan Ssde novo syntézou ochrannych latek, je tento proces zcela logicky spojen
se zvySenym energetickym pozadavkem rostliny. Proto je zvySena tolerance k danému stresu
obvykle pozorovana u téch rostlin, které mohou udrZzovat zvysenou fotosyntézu a asimilaci
uhliku i pii stresovych podminkach (Tuomainen et al., 2006). Stres suchem indukuje
vyznamné zmény V metabolismu uhliku véetné jeho fixace (Calvintv cyklus, ale Casto také
proteiny asociované s primarni fotosyntetickou reakci jako je fotosynteticky elektronovy
transportni fetézec) a metabolismu karbohydrati (enzymy zapojené v glykolyze, biosyntéze
UDP-glukosy, sacharosy a jinych oligosacharidti) (Bogeat-Triboulot et al., 2007). Nedostatek
vody také vyustuje ve zvySenou akumulaci kompatibilnich osmolytli a hydrofilnich
COR/LEA proteint s ochrannou a vodu vazebnou funkci (Battaglia et al., 2008).

Rostliny obecné odpovidaji na rizné abiotické stresy prostfednictvim aktivaci vicera
ochrannych mechanismi, jako napfiklad akumulaci ROS ,zhaSecich® enzymil a jinych
komponent s antioxida¢nimi vlastnostmi, chaperony zapojenych pfi svinovani nové vzniklych
proteinti a zvySenou aktivitu biochemickych drah, které vedou k akumulaci osmoticky
aktivnich latek. Je samoziejmé, ze existuji rozdily mezi urovni tolerance rostlin k danému
stresu, a to jak mezi druhy tak i uvnitt druhu, tedy mezi genotypy (Hajheidari et al., 2007).
Vysledky proteomickych analyz ukazuji, Ze rozdilna tolerance rostlin ke stresim je zaloZena
na tom, Ze tolerantni rostlina dokdze indukovat ochranné mechanismy mnohem efektivnégji,
nez rostliny nachylné. Dalsi dalezitou vlastnosti tolerantnich rostlin je schopnost udrzet
dostate¢nou miru dilezitych biochemicko-fyziologickych procesti, zejména téch, které jsou
asociovany s energetickym metabolismem (fotosyntéza, syntéza ATP), a to 1 za podminek,
které nejsou optimalni pro rust a vyvoj rostlin (Askari et al., 2006). Schopnost udrzet
dostateCnou miru procesii asociovanych s energetickym metabolismem je velice dilezita pro
efektivni aklimatizaci rostliny béhem stresu, nebot’ se jedna o aktivni proces spojeny s de
novo biosyntézou ochrannych komponent, coZ je spjato se zvySenym energetickym

pozadavkem (Bartels et Sunkar, 2005).
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Témét vSechny proteiny (s vyjimkou nékterych nizkomolekuldrnich peptidl, napf.
glutathionu, a produktii polymerizace glutathionu, napi. fytochelatini) vznikaji translaci
zralych mRNA na ribosomalnim aparatu (Kosova et al., 2011a). Na prvni pohled by se tudiz
mohlo zdat, ze k porozuméni odezvy rostlin na stres sta¢i studovat pouze zmény na
transkripéni arovni, tedy tzv. transkriptom. Vysledky studii stresové odezvy rostlin, kdy byly
soucasné v daném okamziku studovany zmény jak na Grovni transkriptomu, tak na urovni
proteomu (Bogeat-Triboulot et al., 2007) vSak ukazuji, ze odezva na stres na urovni
transkriptomu a proteomu se Vv daném c¢asovém okamziku vyznamné kvalitativné i
kvantitativn¢ 1iSi. Nelze proto na zmény na urovni proteomu usuzovat z vysledki
proteiny jsou na rozdil od transkripti gent pfimymi efektory odpovédi rostliny na stres.
Proteiny nezahrnuji jen enzymy, které katalyzuji biochemické reakce v burce, ale jsou také
souCastmi transkripcnich a translacnich masinérii, a jako takové také reguluji odpovéd
rostliny na stres na transkrip¢ni a proteinové urovni.

Proteiny se také uplatiuji v aklimatizaci rostlin na stresy, coz vede ke zménam
Vv plazmatické membrané, bunééné cytoplazmé, cytoskeletu a také ve slozeni intrabunéénych
kompartmentt, coz vede ke zméné jejich vlastnosti, jako naptiklad zméné afinity cytoplazmy
k vod¢é (Kosova et al., 2011a). Z vyse uvedeného plyne, ze zmény v akumulaci proteini pii
stresu jsou uzce spjaty s fenotypickou odpovédi rostliny na stres, coz je de-facto determinujici
pro stupen tolerance rostliny k danému stresu.

Proteomické srovnavaci studie analyzujici zmény proteomi rostlin po zatiZeni
stresem, mohou vést k identifikaci konkrétnich diferencialné se exprimujicich (akumulujicich)
proteinli mezi tolerantni ¢i rezistentni odriidou. Rozdily v akumulaci proteinli mohou odrazet
rozdilnou reakci na stres u rizné odolnych rostlin (odrid) a tyto proteiny mohou byt
vhodnymi kandidaty na nové proteinové markery odolnosti rostlin.

Analyzou dostatecného mnozstvi genotypt liSicich se v daném znaku ¢i vlastnosti
(parametru), mohou byt nalezeny specifické alely korespondujici s konkrétnimi proteiny,
které mohou byt zodpovédné za variabilitu studované vlastnosti. Tyto alely, liSici se
v kodujici sekvenci genu nebo v promotoru, coz samoziejmé koresponduje s diferencovanou
expresi proteinu, mohou byt uplatnény pii markery asistované selekci (MAS) ve
Slechtitelskych programech zaméfenych na zvySovani a zlepSovani danych vlastnosti ¢i
znakl, jako napfiklad odolnost vuéi stresu suchem. Proteomické studie tedy mohou

vyznamnym zpusobem piispét K detekci a identifikaci biomarkert stresové tolerance rostlin.
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Jako ptiklad mtize slouzit chladem indukovany protein WCS120 u pSenice (Vitamvas
et al., 2007), protein DHN5 u jeément vystavnych suchu (Skodagek et Prasil, 2011), protein
sHSPs u obilek pSenice vystavenych horku (Skylas at al., 2002), protein Trx h a GST u obilek
pSenice vystavenych suchu (Hajheidari et al.,, 2007) nebo Rubisco aktivasy a enzymu
Calvinova cyklu u rostlin topold (Populus x euroamericana) péstovanych za sucha
(Bonhomme et al., 2009).

Pro testovani kandidatnich proteomickych markert lze dale vyuzit technik genového
inZzenyrstvi (napf. transformace obilnin vektorem s transgenem kodujici protein pro ziskani
rostliny s vys$im ¢i naopak s niz§im obsahem daného proteinu). Vliv dané¢ho genu lze
nasledné odecist od fenotypové zmény transformované rostliny oproti kontrole. Tento pfistup
vyzaduje nutnost ovéfeni (napf. osekvenovani genomu, tvorba dostateného mnozstvi
transformantll), ze fenotypovy rozdil neni zpiisoben napf. inaktivaci jinych gend,
zpuisobeného vlozenim transgenu do regulacni sekvence jinych genli. Techniky genového
inzenyrstvi jsou ovSem nezbytné, pokud neexistuje Siroky soubor fenotypové popsanych
genotypl toho samého druhu liSicich se ve zkoumané vlastnosti. Tento problém vSak u druhu
Hordeum vulgare L. nenastava. Pokud tedy existuji genotypy lisici se ve zkoumané vlastnosti,
tak je Ize s vyhodou vyuzit pro testovani moznych markerti kvantitativnimi metodami (napf.

imunologickou metodou Western blot) na téchto genotypech.
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11 PRILOHY

11.1 Priloha ¢. 1

Pristroje:

Chlazena vertikalni elektroforéza (MultiGel-Long od firmy Biometra)

Zatizeni pro blotovani umoznujici pfenos proteintl z gelu na membranu (Fast-Blot od firmy
Biometra)

Zdroj stejnosmérného proudu pro elektroforézu a blotovaci systém (P30 od firmy Biometra)
Chlazena centrifuga s rotorem a adaptory pro centrifugani zkumavky o objemu 1,5 ml (boil
proof) al5 ml

Skener pro ptrevedeni signadlu na membrané do elektronické formy

Software na vyhodnoceni density signalu (QuantityOne od firmy Bio-Rad)

pH metr

Laboratorni magnetické michadlo

Analytické vahy

Laboratorni ptredvazky

Ttepacka na gely a membrany- nejlépe s pomalym, kyvavym pohybem

Ttepacka Vortex

Lednice

Mrazak (sta¢i -20 °C, pro dlouhodobé¢jsi skladovani vzorkt je doporu¢en hubokomrazici, tj. -
70 °C)

Laboratorni digestof

Termoblok vyhiivany na min. 95 °C na centrifuga¢ni mikrozkumavky (1,5 ml)

Vafi¢

Chemikalie

Vsechny chemikélie by mély mit min. Cistotu ,,analytical reagent* (p.a.)
Acrylamide/Bis Solution, 30%, 37,5:1 (Bio-Rad)

Immun-Blot Assay Kit, GAR-AP conjugate, with BCIP/NBT (Bio-Rad)
Anti-dehydrin polyklonalni protilatku vazajici se na K-segment (Stressgen)
EDTA _free protease inhibitor cocktail tablets (Roche)

Aceton

Glycin

Glycerol

Metanol

Etanol

Dodecylsulfat sodny (SDS)

Kyselina chlorovodikova (HCI)

Tris(hydroxymethyl) aminomethan (Tris)

2-merkaptoethanol

NNN’N’ — tetramethylendiamin (TEMED)

Persiran amonny (APS)

Bromfenolova modf

Spotiebni material, laboratorni pomiicky:

Nitrocelulosovd membrana (pory 0,45 um), kadinky, odmérné valce, petriho misky na
promyvani geli a membran, 1,5 ml plastové centrifugacni zkumavky a 15 ml, keramické tieci
misky a tloucky, automatické pipety a SpiCky na pipety, pinzety, niizky, blotovaci filtra¢ni
papir (QuickDraw (Sigma)), osobni ochranné pracovni prostiedky (rukavice)
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Roztoky

Vzdy pouzivat co nejc¢istSi vodu (miliQ, redestilovana, nebo deionizovand) pii piipraveé
roztokd.

A) zasobni extrakéni pufr (1 M Tris-HCI, pH 8,5):

B)

C)

D)

E)

F)
G)

H)

)

rozpustit 12,1 g Tris v 75 ml H,O, pomoci pH metru a koncentrované HCI upravit pH
roztoku na 8,5. Doplnit vodou na 100 ml a dométit pH na 8,5. Muze se skladovat
v lednici.

Extrakéni pufr (100 mM Tris-HCI, pH 8,5 s inhibitorem proteaz):

5 ml roztoku A doplnit vodou do 50 ml a piidat 1 tabletu inhibitoru proteaz
(EDTA free protease inhibitor cocktail tablets (Roche)). Rozpustit protiepanim
(votrex) a pouzit na extrakce rozpustnych proteinti.

Aceton s 1 % (v/v) 2-merkaptoethanolem:

1 ml 2-merkaptoethanolu doplnit acetonem do 100 ml. Vychladit v mrazaku (-20 °C)
pied pouzitim.

Zasobni pufr na délici gel (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8):

18,2 g Tris rozpustit v 75 ml vody, koncentrovanou HCI upravit na pH 8,8. Doplnit
vodou na 100 ml a doméfit pH roztoku na 8,8. Skladovat v lednici.

Zasobni pufr na zaostiovaci gel (0,5 M Tris-HCI, pH 6,8):

6,06 g Tris rozpustit v 75 ml vody, koncentrovanou HCI upravit na pH 6,8. Doplnit
vodou na 100 ml a doméfit pH roztoku na 6,8. Skladovat v lednici.

10 % APS (w/v):

200 mg APS doplnit vodou na 2 ml, roztok pfipravovat vzdy Cerstvy.

10 % SDS (w/v):

5 g SDS doplnit vodou na 50 ml, skladovat pti pokojové teplote.

Elektrodovy pufr (25 mM Tris, 192 mM glycin, 3,5 mM SDS):

Nejdiive se piipravi zasobni elektrodovy pufr: 33,3 g Tris se rozpusti v 700 ml vody a
poté se prisype 144 g glycinu. Po rozmichani doplnit vodou na 1 |. Skladovat v lednici.
1 g SDS se rozpusti v 500 ml vody, k tomu se pfidd 100 ml zasobniho elektrodového
pufru a doplni do 1 1.

Blotovaci pufr ((48 mM Tris, 39 mM glycin, 1,3 mM SDS, 20 % (v/v) metanol)):
5,8 g Tris, 2,9 g glycinu a 375 mg SDS se rozpusti v 500 ml vody. Ptida se 200 ml
metanolu a doplnido 1 L.

J) Vzorkovy pufr (60 mM Tris-HCI, pH 6,8, 10 % (v/v) glycerol, 2 % (w/v) SDS, 5%

K)

L)

M)

(v/v) 2- merkaptoethanol):

Nejdtive s pfipravi zasobni vzorkovy pufr: 1,2 ml roztoku E se promicha s 5,3 ml
vody. Ptidd se 1 ml glycerolu, 2 ml roztoku G a Spetka bromfenolové modfi.
Skladovat v lednici.

V digestoii se k 475 ul zasobniho roztoku se prida 25 ul 2-merkaptoethanolu a
promicha.

TBS pufr (20 mM Tris, 500 mM NacCl, pH 7,5):

Pro co nejmensi variabilitu vysledkt se doporucuje pouzivat ,,Immun-Blot Assay Kit,
GAR-AP conjugate, with BCIP/NBT (Bio-Rad)“ jehoZ soucasti je jiz pfedmichany 10
krat koncentrovany TBS (10x TBS; 200 mM Tris, 5 M NaCl, pH 7,5). Pak tedy 100
ml 10x TBS doplni vodou do 1 L.

TTBS pufr ((20 mM Tris, 500 mM NacCl, 0,05 % (v/v) Tween-20, pH 7,5)):

Ptidat 350 pl Tweenu-20 do 700 ml roztoku K.

Blokovaci roztok ((4 % netu¢né susené mléko (w/v) v TBS)):
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N)

0O)

P)

Q)

Ptidat 4 g suSené¢ho mléka do 100 ml roztoku K, rozmichat. Lze pouZzit i Zelatinu (3 %)
— ale pak se musi zahfivat a v chladnu (lednici) tuhne. BSA nepouzivat — polyklonalni
anti-dehydrin protilatka se vaze také na BSA.

Protilatkovy pufr (1,5% netué¢né susené mléko (w/v) v TTBS)):

3 g susené¢ho mléka piidat do 200 ml roztoku L, rozmichat. Pokud se pouziva zelatina,
tak se pouziji jen 2 g na 200 ml TTBS.

Pufr s primarni protilatkou:

Pridat 25 pl anti-dehydrin protilatky do 25 ml roztoku N. 25 ml stac¢i na jednu
membranu (11 x10 cm), 1ze opakované pouzit (3-4 krat) pokud se uschova po pouziti
v min. -20 °C.

Pufr se sekundarni protilatkou:

Pridat 16,5 pl sekundarni protilatky s konjugovanou alkalickou fosfatazou (AP) do 50
ml roztoku N. Sekundarni protilatka se nachazi v kitu ,,Immun-Blot Assay Kit, GAR-
AP conjugate, with BCIP/NBT (Bio-Rad)*.

Barvu vyvijejici roztok:

V kitu ,,Immun-Blot Assay Kit, GAR-AP conjugate, with BCIP/NBT (Bio-Rad)* se
nachazi 25x koncentrovany AP Color development buffer, ddle AP color reagent A
(obsahuje NTB) a AP color reagent B (obsahuje BCIP). Z 25x koncentratu se
odeberou 2 ml a smichaji se s 48 ml vody. K tomuto roztoku se ptida 500 ul AP color
reagent A a 500 ul AP color reagent B. Vzdy pfipravovat Cerstvy roztok, chranit pred
svétlem.
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11.2 Priloha ¢. 2

SDS pufr

30% sacharosa

2% SDS

0,1 M Tris-HCIl — pH 8
5% 2-merkaptoetanol

Lyzacni pufr (rozpusténi proteini)
30 mM TRIS

7 M UREA

2 M THIOUREA

4 % (w/v) CHAPS

Upravit pH na 8,5 pomoci HCI1
Uchovavat v mrazaku.

Rehydratacni pufr (rehydratace IPG stripii)
8 M UREA

2% (w/v) CHAPS

50 mM DTT (dithiotreitol)

Uchovavat v mrazéaku.

Elektroforéza

Ekvilibra¢i pufry — 30 ml DTT/6 stripi, 30 ml jodacetamid/6 stripi
DTT

6 M UREA

0,375 M TRIS-HCI, pH 8,8

2% (w/v) SDS

20% glycerol

2% (w/v) DTT (600 mg)

Jodacetamid

6 M UREA

0,375 M TRIS-HCI, pH 8,8

2% (w/v) SDS

20% glycerol

2,5 (w/v) jodacetamid (750 mg)

12,5% akrylamidovy gel — 600 ml/6 geli
250 ml 30% AA

150 ml 1,5 M TRIS-HCI, pH 8,8

6 ml 10 % SDS

6 ml 10 % APS

0,83 ml 10 % TEMED

187 ml voda

Water-saturated butanol

Running pufr
10x TRIS glycinovy pufr (30,3 g TRIS, 144 g glycin, 1 1 voda)
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1x anodovy pufr - 4,5 |
0,451 10x TRIS

4,05 | voda

4,59 SDS

3x katodovy pufr —1,2 |
0,36 1 10x TRIS

0,84 1 voda

3,6 g SDS

Agarosovy gel — 25 ml

25 mM TRIS

192 mM glycin

0,1% (w/v) SDS

0,5% (w/v) low melting agarosa
Bromfenolova modf

5% roztok kyseliny octové
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11.3 Priloha ¢. 3
Vycet proteinovych spoti v jednotlivych shlucich véetné molekulové hmotnosti (Mr) a

izoelektrického bodu (pI)

Shluk ¢. 1 Shluk ¢. 2 Shluk &. 3 Shluk ¢. 4
Cislo Mr pl | cislo Mr pl Cislo Mr pl cislo Mr pl
spotu (KDa) spotu (KDa) spotu (KDa) spotu (KDa)

4 19,17 | 5,01 11 19,65 | 5,23 205 33,33 805 69,11 | 5,2
4009 21,69 | 6,22 1001 13,09 | 5,31 8202 37,52 | 7,13 3804 69,32 | 5,89
8806 70 | 7,42 3008 24 | 6,09 2106 28,47 | 5,66 7301 44,07 | 6,79
8808 69,72 | 7,45 7520 53,07 | 7,06 3116 27,53 | 6,11 8708 63,62 | 7,24

17 20,1 | 5,09 8803 70,83 | 7,34 408 48,64 | 5,25 8801 69,43 | 7,08
8113 30,5 | 7,48 1104 26,49 | 5,34 7403 48,4 | 6,82 2702 64,06 | 5,6
5701 66,08 | 6,35 5202 336 | 64 8607 58,98 | 7,41 8701 65,64 | 7,15
8106 31,19 | 7,27 12 12,64 | 5,26 9009 22,54 | 7,91 2813 74,86 | 5,71
7001 19,2 | 6,85 1213 38,62 | 5,55 2111 31,03 | 5,73
8006 22,51 | 7,28 3401 51,26 | 5,83 4611 56,65 | 6,24
8104 315| 7,2 4109 31,55 | 6,15 5821 75,31 | 6,48
8110 31,04 | 7,33 8411 50,06 | 7,38 8201 3897 | 7.1
7006 18,74 | 6,99 118 26,66 | 5,25 2107 30,61 | 5,67
8103 31,62 | 7,14 2303 40,89 | 5,65 7106 29,99 | 6,89
114 25,61 | 5,22 8217 35,31 | 7,45 6513 51,51 | 6,77
6813 70,68 | 6,73 3306 40,81 | 5,91 2004 16,25 | 5,68
8809 69,44 | 7,49 7421 48,68 | 7,05 6108 26,09 | 6,64
9801 69,42 | 7,51 8403 49,82 | 7,11 7109 26,99 | 6,95
4614 56,62 | 6,31 1303 43,83 | 5,31 6402 48,13 | 6,57
119 24,48 | 5,28 1310 44,71 | 5,52 9006 1759 | 7,7
4303 41,71 | 6,18 3114 29,45 | 6,07 401 45,73
4708 66,43 | 6,24 112 31,55 | 5,15 1119 26,45 | 5,51
803 80 5 1212 36,97 | 5,53 2104 26,9 | 5,61
7802 70,46 | 6,82 4812 69,78 | 6,25 9004 1733 | 7,6
1403 48,59 | 5,34 1712 63,68 | 5,44 7005 12,01 | 6,95

3409 51,24 | 5,94 1007 15,66 | 5,43
8709 65,28 | 7,24 2108 29,7 | 5,69
2304 44,61 | 5,66 3104 24,38 | 5,84
3315 42,69 | 6,03 7110 25,1 | 6,96
3103 31,52 | 5,84
906 83,6 | 5,19
4501 51,98 | 6,12
1905 90,34 | 5,54
3107 29,05 | 5,91
7502 53,6 | 6,79
3810 80,44 | 5,92
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7702 67,09 | 6,86

8007 12,94 | 7,28

3006 19,64 | 6,08

8001 23,64 | 7,08

4007 23,64 | 6,18

4507 5191 | 6,34

4201 33,74 | 6,15

4203 32,78 | 6,2
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11.4 Priloha ¢. 4

Poméry abundanci 106 vybranych proteinovych spotli, vcetné vyznaleni statistické

signifikance odliSnosti akumulace proteini za pomoci t-testu.

Svs. K Ex Svs. K ExSvs. S
t test

Cislo spotu

t test t test

4] 1,4954|0,4263 0,0414| 1,3923 | 0,3467
11 0,0021| -1,9505|0,0625| 1,0875 |0,8313
12 0,0102 | -1,6657|0,0258 | 1,4502 |0,0672

17 1,6788 | 0,1355

112] 1,5194]0,1529 | -1,2301]0,5365 | -1,8690 | 0,0085

114 1,8451]0,1219 0,0104| 1,4388|0,1133

118 0,0171 -1,6336 | 0,0736 | 1,3913]0,3883

119 0,016

205 0,0036 -1,23250,7362 0,0020
-1,4748 10,0413 | 1,5150|0,0862 0,0223

401
0,0662 0,0102 | -1,1220] 0,6166

408
1,1411|0,3288

o3| | | |
805 0,0014] 0,0001 | -1,0968 | 0,7331

906 0,0037 0,0034 | 1,1393]0,5113

1001 0,0166 0,0178]-1,0172 | 0,8266
1,0517

1007 0,1165 -1,21970,7020 0,0885
1119| 1,9368 | 0,0940 0,0636 | 1,0498|0,7326

1104 [0,0201 | 0,0117 0,8100
1212] 1,1123 ‘ 0,5485 0,0329

1213 0,0217 | -1,1149 | 0,5688

1303 | -1,8485|0,0704 0,0283 |-1,6788 | 0,0702

1310-1,2169 | 0,4099 0,0373]-1,7004 | 0,1301

1403 0,0296 0,0032| 1,1501]0,5119

1712]-1,4392|0,1146 | -1,7938|0,0651 |-1,2464 | 0,1505

1905 0,0877 0,0897| 1,0255|0,8416

2004 ‘ 0,0676| 1,1426|0,6104 ‘ 0,0575

2104 [ 0,0373 0,0894 0,574

2106 10,0612 0,8343 10,0396

2107 |0.0043 0.7733

2108 |0,0591 | 1.1780 | 0.7000 JESHGRN 0.0065

2111 0,0249 0,0203| 1,3686|0,1435

2303 0,0420 0,0384 | 1,0220 | 0,9448
2304 |-1,3232]0,2109 0,0056 0,0382

2702 |-1,2397|0,2070 0,0151 0,0532

2813 0,0005 0,0002 | 1,2004 | 0,6587

3006 0,0037 0,0012|-1,4778 | 0,3056

3008 | -1,8962 | 0,0403 0,0289 | -1,0569 | 0,6613

3103 | -1,2296 | 0,3328 0,0158 0,0065
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3104 0,0008 0,0043 | -1,4998 | 0,0093

3107 0,0115 0,0077] 1,3563|0,3637

3114 |-1,3152|0,2323 0,0417|-1,5804 | 0,1204

3116 0,0340 1,477210,3273 | -1,8148 | 0,0833

3306 0,0330 0,0426| 1,1843|0,2488

3315 0,0489

3401 0,0710 0,0699 | -1,1322 | 0,7026

3409 | -1,2305 | 0,2103 0,0238 | -1,6815 | 0,0277

3804 0,0223 -1,8420|0,0040 | 1,1548|0,5795

3810 0,0248 -1,6718 | 0,0428 | 1,2405|0,3426

4007 0,0011 0,0015 | -1,8048 | 0,1630

4009 | 1,8074|0,0108 0,0005| 1,3555]0,0197

4109 0,0200 0,0358| 1,1678|0,7415

o | |

4203 0,0088 0,0110|-1,9365|0,2990

4303 0,0107

4501 0,0508 0,0221|-1,2702 | 0,2315

4507 [00405) |

4611 | 1,6317|0,1086 0,0341

1,3177]0,2003

4614 0,0017|

10,0093

4708 |-1,6478|0,1454 0,0128 0,0044

4812 | 1,1035|0,4736 | -1,8401|0,0444 0,0002

5202 [ 0,0157| 0,3488

5701 | 1,88300,1829 0,0010 0,0007

5821 | 1,5411]0,1182 0,0038 | 1,4447)0,0690

6108 0,0514 1,1451|0,4514 0,0801
6402 0,0199 1,5012|0,3907 | -1,5986 | 0,1415
6513 ‘ 0,0333 |-1,1220 | 0,4542
6813 | 1,6820 | 0,0421 0,0030| 1,4114]0,0534

0,0039

7001

7005 0,0011] 1,0573]0,3420 10,0001
7006 10,1026 | 10,0009

0,054 06253

7106

0,0028| 19206 | 0,3300 JEEHGNGN 0.0739

7109

7110 0,0111 0,0718 |-1,87780,0415

7301 [0,0103 0,0126| 1,1571 04822

7403 0,0243 0,0444| 1,10110,6807

7421|-1,7747|0,1312 0,1119|-1,1414 | 0,5855

7502 0,0134 0,0115| 1,34870,2083

7520 0,0195 -1,94350,0271 | 1,1607 | 0,5373

7702 10,0203 -1,7943[0,0182| 1,5313]0,0760
7802| | 1,8768 | 0,0011
8001 [0,0000 0,0000 0,000

8006| | 10,0068

8007 0,0345 -1,414710,0016 | 1,8345]0,1159
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0,0308 | 1,21870,4597

8403 |-1,7148|0,0122 0,0357|-1,2103 | 0,5631
8411 0,0020 -1,9425|0,0011 | 1,1092|0,4534

8607 0,0163 0,0004 | 1,2826|0,0873
8701 0,0083 0,0018 | -1,3089 | 0,3054
8708 0,0145 0,0087| 1,1994|0,5713

8709 | -1,1662 | 0,5849 0,0426 | -1,8478 | 0,1590

8801 0,0110 0,0061 | -1,1507 | 0,5426

8803 [ 0,0750 0,0512 | -1,2176 | 0,2819
8806 10,1461
8808

8809
9004 -1,5776
9006 0,0003 0,0351|-1,1473 ] 0,5839

|0,0784]

9009 0,0172] 1,1793|0,5561

9801 | 1,2731|0,1387 0,0277 | 1,5928 | 0,0621
Svs. K Ex Svs. K ExSvs. S
t-test t-test t-test
celkem 62 48 68 61 30 25
15 29 15
33 32 10

t-test <0.05
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