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V ramci prace "Exprese dehydrinowvych genl u lesnich dfevin™ se bude autor zabyvat variabilitou genove
exprese dehydrinovych genll zmapovanych u rizmych lesnich dievin. Dehydriny jsou skupinu proteind
pritommych v rostlindch, které jsou produkovany v reakci na sucho Ci na mraz. Analyza exprese
dehydrinovych genll je v soufasnosti predm&tem fady studii zabyvajicich se viivem sucha na lesni dieviny.
Cilern prace je zmapovat jiZ popsané rozdily v genové expresi dehydrinl na zékladé rizného mista pivodu
u lesnich devin. Zaroven bude autor zjistovat moZnosti vyuZit analyzy exprese dehydrind u lesnich dfevin
jake markerl plitomnosti stresu pfi porovnavani vzorkl z obdobi s dostatkem vidhy z obdobi sucha.

Metodika

Prace se bude skladat pfevainé z resersni cast, kde autor vyhleda a zpracuje relevantni studie, které byly
na dané téma publikovany. Zaroven zde autor dikladné popie laboratomni postupy extrakce RNA a zjisteni
genové exprese pomod metody gPCR u vybranych druhl dievin.

V ramci praktické Casti autor provede izolaci RNA, jeji prepis do cDNA a naslednou kvantifikac exprese de-

hydrinowych genl metodou gPCR. Reostlinnym materidlem zde budou miladé rostliny topolu osiky (Populus
tremula) vystavene riznym hydrickym reZimdm.
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ABSTRAKT

Dehydriny jsou proteiny, které umoznuji rostlinam reagovat na zmény v prosttedi.
Tyto zmény u rostlin pusobi stres, ktery se projevuje na fyziologické i biochemické
urovni. Sledovani genové exprese dehydrinti proto miize slouzit jako marker hodnoceni
stresu u rostlin. Pro praci se pouzily mladé rostliny topolu osika (Populus tremula L.).
Topol osika je Siroce rozsifen a Casto se vyuziva jako melioracni dfevina. Odbér listti byl
provadén jednou tydné celkem ctytikrat. Listy poskytly rostlinny material pro analyzu
genové exprese za vyuziti metody qRT-PCR. Experimentélni ¢ast konkrétné zahrnovala
izolaci RNA, reverzni transkripci do ¢cDNA a kvantifikaci pomoci qPCR. Z vysledkt
vyplyva vztah mezi stresovanymi rostlinami a zvySenim syntézy exprese dehydrinovych
genl. Lze tak pfedpokladat zapojeni dehydrinti do procesii zvysujici odolnost rostlin viici

suchu.

klicova slova: genova exprese, dehydriny, abioticky stres, qRT-PCR, topol osika



ABSTRACT

Dehydrins are proteins that allow plants to respond to the environment changes.
These changes in plants are caused by stress, which is shown on a physiological and
biochemical level. Monitoring gene expression of the dehydrins can serve as a marker for
stress assessment in plants. Young aspen poplar plants were used for the work (Populus
tremula L.). Aspen is widely represented and often used as an ameliorative wood. The
leaves were collected once per week a total of four times. The leaves provided plant
material for gene expression analysis using QRT-PCR. The experimental part included
RNA isolation, reverse transcription into cDNA, and quantification by qPCR. The results
indicate a relationship between stressed plants and increased synthesis of dehydrin gene
expression. It is thus possible to assume the involvement of dehydrins in processes

increasing the resistance of plants to drought.

keywords: gene expression, dehydrins, abiotic stress, QRT-PCR, Populus tremula
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU
ABA - kyselina abscisova

AMK - aminokyselina

cDNA - komplementarni DNA

Ct - prahovy cyklus

DHN - dehydrin

DNA - deoxyribonukleova kyselina

dNTPs - smées deoxynukleotidtrifosfati

DTT - dithiotreitol

LEA proteiny - proteiny pozdni faze embryogeneze
mRNA - mediatorova ribonukleova kyselina

PCR - polymerazova fetézova reakce

qPCR - kvantitativni polymerazova fetézcova reakce

qRT-PCR - kvantitativni polymerdzova fetézova reakce spojend s reverzni

transkripci

RNA - ribonukleovi kyselina

RT - reverzni transkriptaza

RT-PCR - polymerazova fetézova reakce spojend s reverzni transkripci
tRNA - transferovd RNA

WBI1 - promyvaci pufr 1

WB?2 - promyvaci pufr 2



1 Uvod

Zmény klimatickych podminek mohou na rostliny ptisobit negativné a ovliviiovat
jejich rist a produktivitu. Zména klimatu je stale CastéjSim tématem odbornych studii, ale
1 Siroké vefejnosti. V ndvaznosti na to se provadi vyzkumy zaméiené na nalezeni
a sledovani obrannych mechanismil rostlin na zmény prostredi (Velasco-Conde et al.,

2012). Mezi nejcastéji plisobici abiotické stresory patii sucho a chlad.

Dehydriny (DHN) jsou skupinou proteind, které jsou spojovany s reakci rostlin na
stres. Zejména pak na sucho, chlad a vysokou salinitu prostiedi. Disledkem téchto
stresortl je zména obsahu vody v rostlinach, kterd vede k jejich dehydrataci. DHN hraji
vyznamnou roli ve vodnim hospodafstvim rostlin - zamezuji ztratam vody a udrzuji
stabilitu membréan (Velasco-Conde et al., 2012; Kjellsen et al., 2013). Nicméné¢ se nejedna
o jedinou funkci téchto proteintl, a i pfes mnozstvi uskutecnénych studii se nepodaftila
objasnit funkce vSech doposud znamych skupin dehydrinti. Jednozna¢né je ale oznacit za

multifunkéni proteiny, které hraji dilezitou roli v toleranci rostlin na abioticky stres.

Topol osika (Populus tremula) patii mezi Siroce rozSifenou dfevinu a Casto je
vyuzivéan jako pifipravna dfevina na rozsahlych kalamitnich holinach. Proto jsou na tuto
dfevinu kladeny zvySené naroky na odolnost. Topol osika lze vysazovat na Sirokém
spektru stanovist, jednd se vSak o siln€ svétlomilnou dievinu a je proto dodrZovat

vysazovani na holinach bez konkurujici vegetace (Cizkova et al., 2020).



2 Cil prace

Cilem této prace bylo vytvofeni literarni reSerSe zaméfené na genovou expresi

dehydrint jako reakce na abioticky stres.
Dil¢i cile prace byly:
e kultivace rostlin topolu osika (Populus tremula)
e izolace ribonukleové kyseliny (RNA)

e provedeni analyzy kvantitativni polymerazové fetézové reakce spojené

s reverzni transkripci (QRT-PCR)

e vyhodnoceni mnozstvi dehydrinii ve vzorcich



3 Literarni resSerse

3.1 Stres a stresové faktory u rostlin

Rostliny reaguji na zmény prostiedi, které se pravidelné¢ méni s dennim i s ro¢nim
obdobim. Jsou ale také vystaveny mmnozstvi faktord, které zasahuji do jejich rustu
avyvoje (Fotopoulos, 2020). Neobvyklé zmény v rostlindich vyvoldvaji stres, a tak
dochdzi ke zméné fyziologického stavu a naruseni rovnovahy v rostlinném organismu

(Jaleel et al., 2009).

Faktory, které nepiiznivé pisobi na rostliny oznadujeme jako stresory. Casto
dochazi k soucasnému puasobeni néckolika faktord vzijemné. Mulze se jednat
napt. o sucho, které je spojené s vysokou teplotou a vysokym ozafenim. Dal§im
prikladem mohou byt kyselé znecistujici latky spojené s nizkou kyselosti pudy nebo
zaplavy spojené s degradaci pudy. Protoze jsou rostliny vystaveny témto faktorim, doslo
u nich k vytvoreni mechanismil, které umoznuji zvladani stresu. Mezi konkrétni ptiklady
pfizplisobeni rostlin stresorim mulzeme povazovat stromy s vlajkovymi korunami
na hiebenech hor nebo zakrslé formy stromt a bylin na hadcovych podlozich, u kterych
jsou kotreny ukotveny v pidé¢ s extrémnim obsahem hoi¢iku limitujicim jejich rast

(Tomaskova a Kubasek, 2016).

Cinitele stresu rozliSujeme na abiotické (environmentélni) a biotické (biologické).
Abiotickeé stresory nej€asteji zahrnuji zmény teplot, zmény mnozstvi vody, mezi néz patii
sucho a zaplavy, dale pak nedostatek nebo nadbytek Zivin, salinita, zmény kyselosti pudy
a ozafeni. Také mezi né fadime mechanickd poskozeni a poskozeni spojend s toxickymi
latkami. Abiotické stresory se vyjimecné vyskytuji samostatng, obvykle se jedna
o souCasny ucinek né€kolika faktorti (Jaleel et al., 2009; Cramer et al., 2011). Mezi
biotické stresové faktory patii poskozeni vyvolané jinymi organismy napft. zveéii nebo

rostlinnymi patogeny (Tomaskova a Kubasek, 2016).

3.1.1 Reakce rostlin na piisobeni stresu

ProtoZze se rostliny nemohou pohybovat stejné jako Zivocichové, vytvofili
si mnozstvi obrannych mechanisma (Fotopoulos, 2020). Mezi tyto mechanismy patii
fenotypové zmény, n€kdy také oznaCovany jako aklimace. Jednd se o disledek

kratkodobého plisobeni stresoru a zmény nejsou trvala (TomaSkova a Kubasek, 2016).
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Takovou obrannou reakci mize byt zvySeni aktivity nékterého enzymu nebo tvorba
specifickych metabolitd. Aklimacni zmény na nizké teploty zahrnuji hromadéni
osmoticky aktivnich latek, tvorbu chladovych proteinti, tvorbu antioxidac¢nich enzymu
azmény chemického slozeni lipidové vrstvy membran. V ni se zvySuje mnozstvi
nenasycenych mastnych kyselin snizujicich kritické teploty piechodu lipid do gelového

stavu (Gloser, 1998).

Dlouhodobé zmény oznacujeme jako adaptace a usnadiuji prezivani populace
v podminkach daného prostiedi. Tyto zmény jsou geneticky podminéné a ziskané béhem
generaci rostlin, které jsou pod vlivem ptisobeni stresovych podminek. Dochézi k zvySeni
frekvenci téch alel, které pomahaji rostlindm k lepSimu pfezivani a postupnému vymizeni
neuziteénych variant gentl. (Tomaskova a Kubdsek, 2016). Mezi adaptivni zmény pii
nizkych teplotach patfi morfologické zmény napf. zmenseni nadzemnich Casti, ale
1 fyziologické zmény napf. snizeni obsahu vody (konifera Pinus strobus a P. limba) nebo
pfeména Skrobu v cukr (Betula sp. a Tilia sp.) (Slavikova, 1986), ptfipadné vytvoteni

fytohormonii nebo regulacnich mechanismii (Toméskova a Kubasek, 2016).

Sledovani a pochopeni reakce rostlin na stres je jednim z aktudlnich témat studie
rostlin. Zejména protoZze abiotické stresy, jako je sucho, silné ovlivituji geografickou

distribuci rostlin a zemédélskou i lesni produkcei (Li a Cui, 2014).

3.1.1.1 Stres zplisobeny suchem

Pii stresu, ktery je zpisobeny suchem se jako prvni signél projevuje osmoticky
stres jako reakce na nedostatek vody. Nasledn€ dochazi ke sniZeni turgoru bunék, ktery
se projevi vadnutim rostliny a zastavenim rustu bun¢k. Dlouhodobé pak mtize dochéazet
az k plazmolyze bunék. Druhotny signal je komplexnéjSi a zahrnuje oxidativni stres,

poruchu bunéénych komponent a metabolickou dysfunkci (Toméskova a Kubések, 2016).

K podobnym reakcim dochazi i pii stresu zpisobeném zvySenou salinitou nebo
chladem, ten je doprovazen také sniZenim obsahu vody. Spolecnym rysem téchto typl
stresu je hyperosmoticky signal, ktery zvySuje kumulaci fytohormonu — kyseliny
abscisové (ABA) (Zhu, 2016). Ta vyvolava dalsi adaptivni odpovédi organismu jako
napf. uzavirani praducht (Repkova, 2013; Zhu, 2016).
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Reakci rostlin na poskozeni je i sniZeni rychlosti fotosyntézy, a naopak se zvySuje
aktivita hydrolytickych enzymii a roste mnozstvi osmoticky aktivnich metabolit
(Tomaskova a Kubasek, 2016) zejména polysacharidii. Jako osmotika puisobi i proteiny

oznacované DHN, jejichZ syntézu indukuje ABA (Repkova, 2013).

3.1.1.2 Stres zpisobeny nizkymi teplotami

Nizké teploty patii mezi nejCastéjsi abiotické stresory, které ovliviiuji rist rostlin
ajejich produktivitu (Puhakainen et al., 2004). Casto ovliviuji rostliny i bhem
vegetatniho obdobi (Tomaskova a Kubasek, 2016). Vétsina rostlin mirného podnebi
ziskava toleranci na chlad pomoci aklimatizace po vystaveni chladu s vyuzitim regulace
genové exprese. Nejcastéji pak vznikd tolerance k extraceluldrni tvorbé krystali ledu
ve vegetativnich tkdnich (Chinnusamy et al., 2007) ke kterému dochézi pii snizeni teploty
pod bod mrazu. Nejprve se krystaly tvoii v mezibunéénych prostorach a celkové dochazi
ke ztratam aktivni vody (Repkova, 2013). Aklimatizace také zahrnuje remodelaci bungk
a tkani a pfeprogramovani metabolismu a genové exprese (Chinnusamy et al., 2007; Zhu,

2016).

Béhem piisobeni chladu dochazi ke ztraté schopnosti rychlého ristu, dale dochéazi
vadnuti aZ uhynuti. NaruSuji se procesy fotosyntézy, dychdni a zastavuje se proudéni
cytoplazmy a dochazi ke zméné permeability membran (Repkova, 2013). Stres z nizkych

teplot méa podobny charakter jako stres z nedostatku vody (Tomaskova a Kubasek, 2016).

Mnoho rostlin na nizké teploty také reaguje expresi genli reagujicich na chlad
s ochrannou funkci napt. enzymi pro biosyntézu osmoprotektantii, proteinli pozdni faze
embryogeneze (LEA), protimrazovych proteinti nebo chaperonti (Puhakainen et al., 2004;
Repkova, 2013; Zhu, 2016). Déle se zvysuje mnozstvi osmotickych latek jako jsou cukry,
prolin, organické kyseliny a aminokyseliny (Repkova, 2013; Tomaskova a Kubasek,
2016). Jasna korelace mezi t€émito geny a klimatickymi zménami neni stale jasna, navic
neni identifikovana ani drdha vedouci k toleranci chladu (Puhakainen et al., 2004). Znama
je regulace genti ptisobenim ABA, jejichz tvorbu podminuji nizké teploty. ABA pak
zvysuje toleranci k chladu u $irokého spektra rostlinnych druhti (Repkova, 2013).
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3.2 Genova exprese

Jako genova exprese se oznaCuje pienos genetické informace v bunkach
z deoxyribonukleové kyseliny (DNA) pies RNA do proteind. Genetickd informace je
ulozend v DNA ve formé sekvenci nukleotidii a do dalSich generaci je pfendSena pii

replikaci DNA (Alberts, 1998).

DNA podminuje vznik proteint, které jsou jednou ze zékladnich slozek bunék
urCujicich jejich strukturu i funkci. Vlastnosti a funkce proteinii jsou dany poradim
aminokyselinovych sekvenci, z nichz jsou slozeny. Geneticka informace musi tedy

urcovat aminokyselinovou sekvenci proteinu (Alberts, 1998).

3.2.1 Transkripce

Tvorba konkrétniho proteinu zacind piepisem genetick¢ informace z DNA
do molekuly RNA. Dojde k rozvolnéni dvojSroubovice DNA a jeden z fetézct slozi jako
templat pro tvorbu RNA. Nasleduje komplementarni parovani bazi a vznika RNA
s ptislusnou nukleotidovou sekvenci podle templatového feté¢zce DNA. Tento proces se

oznacuje jako transkripce - ptepis genetické informace z DNA do RNA (Alberts, 1998).

Vznikla molekula RNA se oznaCuje jako medidtorovd RNA (mRNA/ také
messenger RNA). Nese informaci pro strukturu a syntézu polypeptidového tetézce
(Snustad et al., 2017). V buiice vznikaji i dal$i typy RNA napf. ribosomalni RNA (rRNA),
ktera tvoifi soucasti ribosomil, na kterych z mRNA vznikaji proteiny. Dal$im typem je
transferovd RNA (tRNA), vyskytujici se ve dvaceti variantach, kdy kazda zapojuje jednu
specifickou aminokyselinu (AMK) do polypeptidového fetézce béhem translace (Alberts,
1998).

3.2.2 Translace

Jako translace se oznacuje piepis genetické informace z RNA do proteinové
sekvence na ribozomech (Alberts, 1998). Ribozomy jsou sloZit¢ makromolekuldrni
struktury v cytoplazmé. Na translaci se podili vSechny tii vySe uvedené typy RNA vzniklé

béhem transkripce (Snustad et al., 2017). Molekula mRNA slouzi k syntéze novych

......

zatazeni AMK podle templatu mRNA (Snustad et al., 2017). Vznikajici proteiny jsou
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slozeny z AMK. K zapojeni AMK do proteinové sekvence dochazi pomoci

tzv. genetického kodu (Alberts, 1998).

Geneticky kod je soubor pravidel, podle kterych se genetickd informace
z nukleotidové sekvence pienaSi do aminokyselinové. Na ribozomech se sekvence
nukleotidii ¢te ve formé tripletil tzv. kodond, ty se poté piekladaji jako jednotlivé AMK.
N¢kolik riznych kodonti mize urcovat stejnou AMK, ale také nemusi mit pfifazenou
zadnou. Takové triplety se poté oznacuji jako terminacni (stop) kodony a urcuji ukonceni
translace, uvolnéni peptidu a rozpad translaéniho komplexu. Triplet AUG ma funkci

.....

specialnich pfipadech také fungovat inicia¢né (Alberts, 1998, Snustad et al., 2017).

Po dokonceni tvorby proteini dochdzi k posttranslacnim modifikacim
napt. chemickd modifikace AMK, tvorba disulfidickych mustki, tvorba glykoproteinti
(Albert, 1998) a k jeho sbaleni do pfesné trojrozmérné struktury. Nasledné muize dojit
k realizaci funkce proteinli v buiice (Snustad et al., 2017). Pomoci téchto procesii

uskutecnuje bunka své genetické instrukce (Alberts, 1998).

NUCLEUS

Exon Intron

Tra nscriptir,ml

DMA

RNA splicingl

CYTOPLASM Exportl

mRNA
Translationl

Protein

Obrazek 1. Prenos genetické informace z DNA do proteinii v eukaryotnich

buiikdch (O"Connor et Adams, 2010).
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3.2.3 Regulace genové exprese

Buitka ma schopnost regulace genové exprese. Prokaryota i eukaryota jsou
schopny zapinat a vypinat expresi jednotlivych genl, a zarovenn maji schopnost
koordinovat expresi vétSich celkti genti. Eukaryotni buniky vyuzivaji nékolik regulacnich
proteinti ke kontrole kazdého genu a mohou rychle rozhodovat a kontrolovat expresi
celych skupin genti. Obvykle se realizuje s vyuzitim kratkych regulac¢nich sekvenci DNA
na chromozomu. Hlavni regulacni funkci mize mit ale i1 jen jediny regulacni protein

(Alberts, 1998).

Hlavni arovni, na které se reguluje proces transkripce je jeji iniciace. U prokaryot
dochazi k vazbé promotoru na DNA, obsahujici informace o zacatku transkripce.
Nasledné dojde k rozvolnéni dvojsroubovice a k syntéze fetézce RNA. Az do ukonceni
a uvolnéni obou molekul, které jsou iniciovany oblasti zvanou termindtor. Bakteridlni
DNA se nachazi volné v cytoplazmé stejné jako ribozomy, na kterych transkripce
probiha. U eukaryot je transkripce slozitéjsi. Probiha v jadie, kde je i DNA, ale ribozomy
se nachazeji v cytoplazmé. Vznikajici RNA proto musi byt nejprve transportovana
do cytoplazmy, a to aZ po tzv. posttranslacnich Upravach. V jadru se jedna hlavné
o pridani Cepicky a polyadenylaci, které maji vliv na stabilitu a translaci (Alberts, 1998;
O'Connor et Adams, 2010). Eukaryotni geny ale navic obsahuji useky, které nejsou
soucasti zralé RNA (O'Connor et Adams, 2010). Patii mezi né kodujici useky tzv. exony
a nekodujici sekvence tzv. introny. K odstranéni nekodujicich intronti musi dojit dfive,
neZ mRNA opusti jadro. Po dokonceni modifikaci mize byt RNA transportovana

do cytoplazmy (Alberts, 1998; O'Connor et Adams, 2010).

3.2.3.1 Konstitutivni, inducibilni a represibilni geny

RozliSujeme geny podle jejich potfeby v organismu. Mezi zdkladni geny
exprimované neustale patii konstitutivni geny (také housekeeping). Zahrnuji geny pro
tRNA, rRNA nebo ribozomové proteiny. Jedna se o geny potiebné pro zakladni pieziti
organismu. Ostatni jsou exprimovany jen za urcitych Zzivotnich podminek. Jsou
zodpoveédné za reakci na zmény a schopnost piizptisobit se. Oznacuji se jako inducibilni
a represibilni geny. Jejich syntéza je fizena pfisluSnym regula¢nim systémem (Alberts,

1998).
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3.2.3.2 Operony
Operony jsou skupiny genil, které jsou piepisovany do jedné molekuly RNA.
Bézné jsou u prokaryot, u eukaryot je kazdy gen regulovan samostatné. Zahrnuji

strukturni geny, operator a promotor (Alberts, 1998).

.....

polymerazy. Oblast operatoru se oznacuje jako regulacni sekvence a fidi zapinani
a vypinani gentl, tedy zesiluje nebo inhibuje vazbu RNA polymerdzy. Kratsi regulacni
sekvence jsou obvyklé u prokaryot. Dlouhé sekvence poté u eukaryot, ty mohou
odpovidat i na vice riznych signdlu. Kontrolu transkripce tidi také regulacni proteiny
tzv. represory, které jsou rozpoznavany regulacnimi sekvencemi (Alberts, 1998;
O'Connor et Adams, 2010). Nékteré regulacni proteiny mohou ovlivnit transkripci vice
gent, diky existenci vice regulacnich vazebnych mist (O'Connor et Adams, 2010).
V pfipadé€ inducibilnich operont, se po vazbé represoru na operator transkripce genil
vypina. U represibilnich operonti je transkripce vypnuta pouze v ptipadé korepresoru, coz

je komplex represoru a efektorové molekuly (Alberts, 1998).

Ptikladem regulace genové exprese je Lac operon u bakterie E. coli. Tento operon
obsahuje geny pro enzymy umoznujici transport a st€peni laktézy. Nachazi-li se E. coli
v prosttedi bez laktozy, jsou tyto enzymy bez vyuziti. Pokud tedy laktoza pfitomna neni,
je transkripce Lac operonu utlumena Lac represorem. E. coli tedy vyuZziva regulacnich
mechanisml podle pfitomnosti nebo nepfitomnosti laktézy v médiu. Jde o piiklad

indukce gend, tedy zapnuti exprese genti jako podnét na latku v prostiedi (Alberts, 1998).

Ptikladem represibilniho operonu muize byt Trp operon, obsahujici geny pro
syntézu tryptofanu. Pokud je v prostfedi dostate¢né mnoZstvi tryptofanu, plisobi jako
efektorova molekula a vaze se na represor. Dojde ke zméné struktury represoru, kterad
umozni vazbu na operator. Pfi vzniku vazby represor-operator dochazi k alosterické

modulaci a k vypnuti genu pro syntézu tryptofanu (Alberts, 1998).

U eukaryot je regulace slozitéjSi, protoze obsahuji vysoky pocet gent, které¢ jsou
exprimovany v riznych tkanich (Alberts, 1998). Obecné obsahuji 1 vét§Si mnoZstvi
regulacnich proteind a jejich vazebnych mist (O'Connor et Adams, 2010). Slozit&jsi je
také diky obsahu chromozomi a diky rozdilnému uspotadani informaci v burice, tj. obsah
DNA v jadie a regulatort v cytoplazmé (Alberts, 1998). Exprese eukaryotickych gent je

obvykle regulovana kombinaci né€kolika regulacnich proteinli, které piisobi spole¢né
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a umoziuji tak vétsi flexibilitu pfi kontrole genové exprese (O'Connor et Adams, 2010).
Takovymi vnitfnimi signaly u rostlin mohou byt rostlinné hormony, auxiny, cytokininy,
ABA adalsi. Regula¢né ptisobi pfimo na trovni transkripce, ale 1 na jinych trovnich napt.

modifikaénim vlivem na regulaéni proteiny (Repkova, 2013).

3.3 Stresové proteiny

Reakei rostlin na stres je spusténi slozité a komplexni regulacni sité zahrnujici
produkci signalnich molekul vcéetné stresovych hormont, reaktivnich forem kysliki,
fytochromti a vapniku a naslednych regulac¢ni faktord, zejména pak transkripénich
faktori. Mezi nejcastéjsi stresové hormony patii jiz zminovana ABA, dale reaktivni
formy kysliku ¢i oxid dusny a dalsi. Signalni molekuly spousti transkripéni reakce
areguluji enzymovou aktivitu. Tyto odezvy se poté podili na obran¢ rostlinného
organismu proti stresovym faktorim (Beck, 2007; He, 2018). Tvorba latek regulujicich

genovou expresi je ovlivitovana vné&j§im prostiedim rostliny (Repkova, 2013).

3.3.1 LEA proteiny

Proteiny pozdni faze embryogeneze — late emryogenesis abundant (LEA) byly
prvné identifikovany ptfed 30 lety v semenech baviniku béhem pozdnich fazi vyvoje
embrya. Od té doby byly detekovany v kotfenech, listech, kvétech i1 ostatnich tkanich
rostlin. Siroce rozsitené jsou u vyssich rostlin, ale byly nalezeny v li§ejnicich, houbéch,
bakteriich, a dokonce i u nekterych bezobratlych zivocichti (Jin et al, 2019). Jsou
syntetizovany zejména béhem embryonalniho vyvoje, ale také hraji dilezitou roli
v odpovédi na abioticky stres. Hlavné na stres zplsobeny salinitou a dale suchem

a teplem (Puhakainen et al., 2004; Jin et al, 2019).

Podle struktury, aminokyselinovych sekvenci a fylogenetického vztahu se déli do
8 skupin. Do dnesni doby vSak nebylo stanoveno jednoznacné a univerzalni klasifika¢ni
kritérium. Do jedné ze skupin LEA proteint patii DHN (Puhakainen et al., 2004; Jin et
al., 2019).
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3.3.2 Dehydriny

JiZ jsme zminili, ze DHN biochemicky patii mezi stresové proteiny skupiny LEA
proteinti. Charakteristickym znakem je pfitomnost segment obsahujici velké mnozstvi
lysinu (Kosova et al., 2007). Jedna se o proteiny, které¢ jsou ptitomné v témét vSech
organismech. U rostlin se obvykle vyskytuji v semenech, jsou vSak pfitomné i ve
vegetativnich tkanich. Vyskytuji se v rozdilnych bunécnych kompartmentech jako jsou
mitochondrie, vakuoly, nalézt je lze 1 v okoli plazmatické membrany. Nicmén¢ nejveétsi

zastoupeni maji v cytoplazme¢ a jadie (Rorat et al., 2006; Hanin et al., 2014).

3.3.2.1 Struktura a vlastnosti

DHN jsou hydrofilni, termostabilni proteiny o velikosti 9-200 kD, které ve své
struktufe obsahuji mnozstvi glycinovych a lysinovych rezidui (Yang et al., 2012).
Typicky obsahuji sekvence oznacené K-, S- a Y-segmenty (Beck et al., 2007). Tyto
segmenty lze identifikovat podle usporadani aminokyselin. Obecné podle jejich poctu
a uspotradani se DHN rozdéluji do né€kolika poskupin (Puhakainen et al., 2004; Rorat et
al., 2006; Beck et al., 2007; Yang et al., 2012; Hanin et al., 2014)

Vsechny DHN obsahuji alespon jeden K-segment, ktery je obvykle lokalizovany
blizko C-konce proteinu. K-segment je tvofen o-helixovou strukturou sloZenou
z 15 aminokyselin. Helixova struktura muze stabilizovat membrany a proteiny béhem
stresovych podminek. Jedna se o segment bohaty na lysin (Kosova et. al, 2007; Yang et
al., 2012; Liu et al., 2017). Diky hydrofobnim skupindm K-segmentu mohou DHN
pravdépodobné v bunkach plsobit jako emulgatory nebo chaperony. Diky interakci
s membranami je mohou chranit pfed nepfiznivym plsobenim dehydratace (Kosova

etal., 2007)

DalSim specifickou ¢asti DHN jsou S-segmenty. Ty obsahuji mnoZstvi serotoninu,
ktery miize byt modifikovan fosforylaci. Fosforylace napoméha vazbé na specifické
signalni peptidy a jejich translokaci do jadra (Kosova et al., 2007; Yang et al., 2012; Liu
etal., 2017). Akumulace DHN byla prvné pozorovéana v embryondlni tkani kukufice seté
(Zea mays) po aplikace ABA (Kosova et al., 2007). S-segment fosforylovan
proteinkindzou umoziuje tvorbu iontovych vazeb, a tim ziskava schopnost vazat ionty

kovl (Liu et al., 2017).
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Y-segmenty jsou obvykle lokalizovany v N-termindlnim konci dehydrini.
Vykazuji podobnost s vazebnymi misty nukleotidl pro rostlinné a bakterialni chaperony.
Nicméné jesté nejsou zddné experimentalni dikazy potvrzujici vazbu Y-segmentli na

nukleotidy (Yang et al., 2012; Liu et al., 2017).

Mezi specifické segmenty DHN patii napt. segment bohaty na polarni
aminokyseliny. Ten se oznacuje jako ®-segment. Je velmi variabilni a vyskytuje se rizné
v jednotlivych DHN (Hanin et al., 2006). Tento segment ma nahodile zavinutou strukturu
a schopnost tvotit polarni peptidové vazby. To umoznuje vazat zna¢né mnozstvi molekul
vody (Kosova et. al, 2007). Mezi dalsi objevené funkce jednotlivych segmentli patii

napt. schopnost vazby na DNA a RNA (Yang et al., 2012).

3.3.2.2 Funkce a mechanismus G¢inku

Jejich exprese je vyvolana riznymi faktory prostiedi (Kosova et al., 2007). Jasna
funkce DHN vSak jesté neni zndma. Nastinénd je schopnost nékterych podrodin DHN.
Ty se dokdzou vazat na lipidové vezikuly obsahujici kyselé fosfolipidy nebo se mohou
vazat na kovy a mohou fungovat jako scavengery hydroxylovych radikalu, ¢imz ptispivaji

k protekci lipidovych membran proti peroxidaci (Rorat et al., 2006).

Potvrzena je exprese DHN jako reakce na abioticky stres spojeny s dehydrataci
bunck. Vyznamnou roli hraji zejména pii adaptaci rostlin na teplo a sucho, chlad a mraz
nebo zvySena salinita prostfedi (Kosova et. al, 2007). Akumulace byla prokazana
napiiklad u rostlin Populus popularis vystavenym suchu (Rorat et al., 2006; Hanin et al.,
2014). Pfesny mechanismus ochrany rostlin pfed poSkozenim stile neni jasny. Nicméné
se predpoklada Zze pusobi jako chaperony, a to prostfednictvim stabilizace membran
(Yang et al., 2012; Puhakainen et al., 2004). Tim se zabrani agregaci anebo inaktivaci
proteind, které jsou zpisobeny dehydrataci nebo vysokymi teplotami (Yang et al., 2012).
Ptipisuje se jim funkce kryoprotektantii a osmoregulator. Pfedpoklada se i schopnost
vazby iontl, zejména vapenatych, a tak mohou ptisobit jako pufry (Puhakainen et al.,

2004).
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3.3.2.3 Dehydriny v dievindch

Sledovéani role DHN v extrémné nizkych teplotach probihala na jehlicich
sibifského smrku (Picea obovata Ledeb.). Tato studie vyuZzivala vazby DHN na protilatky
K-segmentl s vyuzitim polymerdzové fetézcové reakce (PCR). Identifikovany byly
DHN, které¢ byly pfitomny jiz béhem pozdniho vegetacniho obdobi a rychle se
kumulovaly béhem aklimatizace a po jejim skoncenti jejich hladiny naopak rychle klesaly.
Jiné tfidy DHN se objevily az béhem procesu aklimatizace a ve stejnych hladinach byly
detekovany po celou dobu pulsobeni nizkych teplot. Vysledky potvrdily hypotézu
ochranné role DHN pfed extracelularnim zmrazenim bunék a tkdni a intraceluldrni
dehydrataci (Kjellsen et al., 2013). Akumulace DHN v chladném prostiedi byla zjiSténa
1 na jehli¢i borovice lesni (Pinus sylvestris) (Korotaeva et al., 2017). Indukce exprese
DHN v reakeci rostlin na stres zptisobeny chladem byla sledovana jiz u mnoha druht
dfevin napf. btiza bélokora (Betula pendula), btiza pytita (Betula pubescens) a smrk sivy
(Picea glauca), ale také u hospodatskych plodin jako je pSenice seta (7riticum aestivum)
a brukev tepka (Brassica napus), ¢i u ovocnych stromt napft. broskvoil obecna (Prunus

persica) (Kosova et. al, 2007).

Studie na jehlic¢i a klite smrku ztepilém (Picea abies) odhalila korelaci mezi DHN
a suchem. Nékteré tiidy DHN byly signifikantné nadregulovany v reakci na sucho, jiné
byly naopak snizené. Poméry tfid DHN proto miizou potencialné slouzit jako markery
stresu ze sucha (Eldhuset et al., 2013). Studie Cepla et al. (2020) zjistila odlisnou expresi
DHN u rtiznych ekotyptli Picea abies v zavislosti na ptirodnich podminkéch. Zjisténa byla

korelace mezi expresi DHN a srazkami, délkou dne a teplotou.

Signifikantni zvySeni hladin DHN bylo zaznamenano u jedle bélokoré (Abies
alba) jako reakce na stres zpiisobeny suchem (Behringer et al., 2015). Ze DHN hraji
vyznamnou roli v toleranci vici suchu u smrka a dalsich dievin z rodu borovicovitych

(Pinaceae) potvrdila studie Stival Sena et al. (2017).
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3.4 Detekce exprese dehydrini

3.4.1 Reverzni transkripce

Pro detekci exprese dehydrinovych gent je tfteba RNA pievést na DNA. Enzym
reverzni transkriptdza (RT) umoznuje ptepis RNA do cDNA, tj. jednofetézcova
komplementarni DNA (cDNA). Tu lze dale pouzit pro PCR. Spojeni téchto metod se

oznacuje jako PCR spojend s reverzni transkripci (RT-PCR).

342 PCR

Polymerazova fetézcova reakce je metoda umoznujici amplifikaci DNA. Lze ji
vyuzit pro DNA z riznych druht, tkani a organismu, véetné biologického materialu.
Umoziuje prakticky neomezené zmnoZit poZadovany isek DNA, 1 za pouZiti extrémné
malého mnoZzstvi piivodniho vzorku. Jedna se proto o velmi citlivy test. Vysokym rizikem
je vSak kontaminace, je proto tfeba pracovat za velmi pfisnych podminek, tak aby bylo

kontaminaci zabranéno (Garibyan et Avashia, 2013).

Principidlné¢ vyuziva termostabilni DNA polymerazy, izolované z bakterie
Thermus aquaticus, ptivyklé k zivotu ve vysokych teplotach. Tento enzym je schopny
zapojovat jednotlivé nukleotidy za vzniku nového vldkna DNA, které je komplementarni
k vlaknu templatu. Zapottebi je ktomu templdtovd DNA, primery, nukleotidy
a zminovand DNA polymerdza. Primery jsou kratké fragmenty DNA s definovanou
sekvenci komplementarni k cilové DNA. To umoznuje, pomoci konkrétnich primert,

vymezit urcitou sekvenci templatu, kterou chceme sledovat (Garibyan et Avashia, 2013).

PCR probiha za pomoci cyklickych zmén teplot, obvykle ve tfech zakladnich
krocich (~ 95 °C, ~ 60 °C, ~ 75 °C). Prvnim krokem je zahtati nad teplotu tani. To umozni
oddéleni fetézc DNA tzv. denaturaci. V druhém kroku se teplota snizi, aby doslo
k vazb¢ specifickych primeri na cilové segmenty DNA tzv. hybridizace. Ttetim krokem
je opét zvyseni teploty. Tim dojde k aktivaci DNA polymerazy, kterd prodluzuje primery
pfidavanim nukleotidl (Garibyan et Avashia, 2013). Tak se dosdhne piepisu fetézce DNA
in vitro. S kazdym opakovanim se pocet kopirovanych molekul DNA pfiblizné
zdvojnésobi, roste tedy exponencidln€. Obvykle se vyuziva 30 - 40 opakovani téchto tfech

krokli. V prvnim cyklu opakovani vznikaji fetézce nespecifické délky a syntéza je
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ukoncena pii zméné teploty. V dalSich cyklech jiz vznikaji tetézce specifické délky

a teoreticky dochazi k zmnozeni geometrickou fadou.

RT-PCR PCR
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Obrazek 2. Polymerazova fetézcova reakce spojend s reverzni transkripct,

upraveno podle Dr. Mohiuddin Kabir.

3.4.3 Real-time PCR

Kvantitativni nebo-li real-time PCR (qPCR) umoznuje detekci 1 kvantifikaci
vznikajiciho produktu PCR, a to vredlném case béhem syntézy DNA. Nejcastéjsi
metodou je detekce fluorescence. S pomoci fluorescen¢nich latek, které mohou byt
nespecifické nebo sekvencné specifické. Zafeni je znich uvolnéno v zdvislosti na

mnozstvi produktu (Garibyan et Avashia, 2013).

Béhem procesu amplifikace DNA se monitoruje fluorescencni signal, a to béhem
kazdého cyklu PCR. Z pocatku je fluorescencni odezva mald, protoZe je ve vzorku malé
mnozstvi DNA. Zéroven je tfeba zvolit prahovou hodnotu odpovidajici hluku na pozadi.
Postupné dochazi k exponencidlnimu ristu mnozstvi produktu (obvykle 1,8 - 1,9
znasobeni) a fluorescencni signal prudce stoupd. Pozdé€ji se dosahne tzv. platd faze
a signal je relativné konstantni, to miize byt diky vycerpani stavebnich jednotek ve vzorku
(Holden et Wang, 2008). Po piekroceni prahové fluorescence lze odecist ptivodni
mnozstvi RNA. Pro absolutni kvantifikace lze vyuzit standardi DNA nebo RNA.

Typicky se vyuZiva tzv. housekeeping gent s vice méné stalou hladinou exprese.
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3.4.4 Vyhody PCR

Vyhodou PCR je jeji jednoduchost a rychlost. Jedna se o vysoce citlivou metodu
s velkym mnozstvim vzniklého produktu. A mé velice Siroké vyuziti. Metoda mé vsak
1 svd omezeni. Patfi mezi n€¢ vysoké riziko kontaminace vzorku i stopovym mnoZzstvim
DNA, kter¢ nasledné mutize vést k nepresnym vysledkiim. Naro¢na je i pfiprava primerd,
kterému musi piredchéazet znalost sekvence dat. PCR Ize proto vyuzit pouze k identifikaci
jiz zndmych genl. Déle se primery mohou navazat na sekvence, které jsou podobné, ale
ne zcela identické s cilovou sekvenci DNA. Riziko, i kdyz velmi nizké, ptinaseji
i nukleotidy, které mohou byt DNA polymerdzou nespravné zatazeny do sekvenci

(Garibyan et Avashia,2013).

Vyhodou vyuziti qPCR pro detekci exprese dehydrinovych gent je rychlost,
specifita a spolehlivost. Mira exprese gend odpovida na aktualni stresové podminky
pusobici na rostlinu. Zaroven lze odhalit stres, ktery jesté neni zjistitelny na jinych

arovnich.
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3.5 Rostliny pouZzité pro praci
3.5.1 Topol osika (Populus tremula L.)

Topol osika patii do Celedi vrbovité (Salicaceae). Jedna se o druh rozsifeny témér
po celé Evropé, dale v Malé Asii a severni Africe, ptes stfedni Asii az na Déalny Vychod.
V Ceské republice roste v nizindch i v horskych oblastech a nejroziifengjsi je
v pahorkatinach (DoruSkovéa, 2009; Horacek, 2007). Mezi topoly patii osika

k nejrozsifencjSimu druhu.

Obrazek 3. Rozsifeni topolu osika. autor Giovanni Caudullo, CC BY 4.0
<https://creativecommons.org/licenses/by/4.0>, via Wikimedia Commons [cit. 12. 4.

2021]

Jednd se o pomérné odolnou dfevinu, kterd roste i na obnazenych piidach
a pasekach. Je svétlomilny, odolny mrazu a k ptidnim zménam. Roste na vlhkych

1 suchych pidach, nejcastéji na pis€itohlinitych a na ziviny bohatych (Doruskova, 2009).

Je to strom vysoky 15 - 35 m s fidkou korunou. Borka v mladi je hladka. Listy
jsou okrouhlé az okrouhle vej¢ité a 3 - 12 cm dlouhé. Zubaté listy jsou pii raseni plstnaté,
ale velmi brzy celé¢ lysé. Na rubu jsou modravé a na podzim zluté nebo cervené. Kvete na
konci bfezna a v dubnu. Roste velmi rychle a doziva se i 150 let (Doruskova, 2009;

Horacek, 2007).

Z domécich topoli ma nejkvalitnéjsi dievo. Pouziva k vyrobé dyh, zapalek
a celulozy. Vyuziva se k vysadbé na rekultivované plochy (Doruskova, 2009). Vyuziti
ma zejména jako dievina pfipravna na kalamitnich holinach. Péstovana je na plochach,

kde neni mozné dosdhnout Gspésné obnovy a odristani cilovych dievin. Hlavni funkci je
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biologicka ptiprava ploch nebo miize byt vyuzivana pti zalesnovani zemédélské puidy.
Obnova cilovymi dfevinami poté probihd pod porostem osiky, nebo po jejich smyceni

(Cizkova et al., 2020).

Obrazek 4. Pfirozené zmlazeni osiky ndletem semen na cerstvé holiné, autor

Ludka Cizkova
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4 Metodika

4.1 Material, pomiicky a pristroje

automatické pipety, reakcni desticky, rukavice, Spicky, mikrozkumavky,

homogenizac¢ni kulicky, psaci potieby, pinzety

centrifuga, homogenizator, inkubator, laminarni box, termocykler, tftepacka

ethanol, dithiotreitol (DTT)

GenelET Plant RNA Purification Mini Kit, #K0801, Thermo Fisher Scientific

lyzacni roztok rostlinné RNA
promyvaci pufr 1 (WB1)
promyvaci pufr 2 (WB2)

sbérné zkumavky s filtry

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kits, Thermo Fisher Scientific

pufr

smés deoxynukleotidtrifosfati (ANTPs)
sm¢s primert

RT 50 U/uL

inhibitor RNaz 100 puL

biologicky material

Topol osika (Populus tremula L.)
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4.2 Zisk a priprava biologického materialu

Pouzité rostliny topolu osika byly jednoleté, koupené ze Skolky. Nasledné byly
presazené do sadbovacl a jako substrat se pouzila raseliny. Rostliny byly zalévany
dvakrat tydn€. Stresované rostliny byly zcela bez zalévani. Vzorky byly odebirany po

tydnu po dobu jednoho mésice.

Rostlinny material - list se ihned po utrhnuti vlozil do tekutého dusiku (-80 °C),
z diivodu rychlé degradace RNA. Pii této teploté se v hlubokomrazicim boxu material
udrzoval az do provedeni analyzy. I zde ale RNA po nékolika mésicich bez stabilizatora

degraduje.

4.3 1Izolace RNA

4.3.1 Lyza bunck z rostlinného materialu
Do pfipravenych zkumavek se vlozi rostlinnd tkdn spolu s homogenizacnimi
kulickami. Zkumavky se zmrazi v tekutém dusiky a nasledné vlozi do homogenizatoru

na 1 min, kde dojde k nadrceni rostlinné tkané.

4.3.2 Izolace RNA z rostlinného materialu

Pro izolaci RNA se vyuzila souprava Thermo Scientific GeneJET Plant RNA

Purification Mini Kit.

Ptipravi se roztok pro extrakci RNA s dithiotreitolem (DTT), ato z 10 ul 2M DTT
a 500 pl lyza¢niho roztoku pro rostlinnou RNA. Vznikla smé&s nesmi obsahovat sraZeniny.

Pokud je obsahuje, roztok se zahtfeje na 37 °C a nasledné zchladi zpét na 25 °C.

Do mikrozkumavek se k homogenizované rostlinné tkani ptida 500 pl lyzaéniho
roztoku RNA s DTT. Nasledné se zkumavky zvortexuji a inkubuji po dobu 3 min pfii
teploté 56 °C. Poté se na centrifuze sta¢i 5 min pfi 14 000 rpm. Vznikly supernatant
(450 - 550 pl) se prenese do zkumavky a smisi s 250 pl 96 % ethanolu. Smés se
napipetuje do filtri ve sbérnych zkumavkach. Ty se sto¢i 1 min pfi 11 000 rpm. Roztok,
ktery ptejde pies filtr se odstrani. Molekuly RNA jsou nyni navdzané na strukturu filtru.
Na filtr se ptida 700 pl promyvaciho pufru WB1 a opét se sto¢i 1 min pii 11 000 rpm.
Roztok, ktery prejde pies filtr se odstrani. Stejny postup se dvakrat zopakuje s 500 ul
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promyvaciho pufru WB2, pro druhé stoceni se pouzije 14 000 rpm. Promyty filtr se vlozi
do 1,5 ml sbérné zkumavky bez RNaz. Ke vzorku se pfida 50 ul vody cisté nukleaz pro
uvolnéni RNA a zkumavky se sto¢i 1 min pii 11 000 rpm. Tim se molekuly RNA z filtru
uvolni. Po odstranéni filtru se piecisttna RNA pouzije okamzité nebo se miize

skladovat pfi -20 °C. Pti dalsi praci se RNA udrzuje na ledu.

4.4 RT-PCR

4.4.1 Reverzni transkripce

Pro praci se vyuzila souprava High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits.

Na ledu se pfipravi RT smés: 2 ul RT pufr, 0,8 ul 0,IM smés
deoxynukleotidtrifosfatti (ANTPs), 2 ul riznych primerii, 1 pl RT, 1 pl inhibitor RNz,
3,2 pl vody cisté nukledz. Napipetuje se 10 pul RT smési do kazdé jamky na reakéni
desticce. Ke kazdé se prida stejné mnozstvi (10 ul) vzorku RNA a promisi se. Desticka

se uzavre a kratce sto¢i. Do vlastniho méfeni se desti¢ka uchovava na ledu.

Reverzni transkripce probiha v termocykleru ve ¢tyfech krocich dle tabulky €. 1.
Vznikla cDNA se mtize hned pouzit pro qPCR nebo miize byt uchovana dlouhodobé pii
teploté -15 °C az -25 °C.

Tabulka 1. Podminky termocykleru pro RT

Krok 1 Krok 2 Krok 3 Krok 4
Teplota [°C] 25 37 85 4
Cas [min] 10 120 5 oo

4.42 gqPCR

Pro reakci qPCR se pouziji housekeeping referencni geny pro aktin, DHN a
poDHN. Dehydrinové geny poDHN patii do skupiny genii analyzovanych v topolu. Tyto
referencni geny byly pfipravené podle Bae et al. (2009).
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Do kazdé¢ mikrozkumavky na 96 jamkové desticce se ptida 6 pl gPCR 2x SYBR
Master Mixu (Top-Bio), dale specifické primery 1,2 pl 5 primert a 1,2 pl 3" primerd
(5 pmol/ul), déle 1 pul analyzované cDNA, 2,1 ul vody a 0,5 ul ROX (Top-Bio). Pro kazdy
vzorek se pripravi tii technické replikaty. DestiCka se vlozi do termocykleru, ktery je
nastaven na optimalizované podminky: 10 min pti 95 °C, 15 s pti 94 °C a 1 min pti 60 °C.
Posledni dva kroky se opakuji 40krat. VsSechny turovné genové exprese jsou

normalizovany na genovou expresi aktinu, vybraného jako vnitini standard.
Hodnoty prahového cyklu (Ct) se vypocitaji podle rovnice:
dct = Ctdehydrin — Clactin-

Nasledné se vytvori kiivka tani s pomoci kontinudlniho zvySovani teploty z 60 °C
na 95 °C. Béhem toho se zaznamenava fluorescence SYBR Green, to umozni odhalit

ptipadny vyskyt riizn¢ dlouhych sekvenci, diky rozdilnym teplotdm tani.
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5 Vysledky

Sledovani exprese dehydrinovych geni probihalo na topolu osika vystaveném
stresu - sucho. Plati, Ze ¢im je niz§i hodnota Ct, tim vice se ve vzorku nachazi templatové
DNA. Z pocatku jsou hodnoty u zalévanych a nezalévanych rostlin stejné. S postupem

¢asu, lze v obou ptipadech (poDHN, DHN) sledovat zvySeni exprese.

Relativni exprese poDHN

* Nezalévané
- * Zalévané

-15

Relativni genova exprese
-9

-30

Cas odbéru
Obrazek 6. Relativni genova exprese poDHN u zalévanych a nezalévanych rostlin

topolu osika; chybové usecky ukazuji standardni chybu.

Relativni exprese DHN
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T T T T
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Obrazek 5. Relativni genova exprese DHN u zalévanych a nezalévanych rostlin

topolu osika; chybové tiseCky ukazuji standardni chybu.
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6 Diskuse

Abioticky stres na rostliny piisobi riiznymi zpiisoby. V rostlinach dasledkem toho
dochdzi k mnozstvi fyziologickych i morfologickych zmén, s cilem pfizpisobit se
zménénym podminkam. Mezi takové ochranné mechanismy patii i indukce genové
exprese dehydrinti. Pfedpoklada se, ze DHN maji mnoho funkci. Mezi hlavni funkce patii
ochrana rostlin béhem nedostatku vody. To miize byt zpisobeno suchem, mrazem nebo

pudnimi zménami.

Pro studii byl vybran topol osika (Populus tremula), jako casto vyuzivana
meliorizacni dfevina. ProtoZe se neustale diskutuje o globalnim oteplovani, jako stresor
bylo vybrano sucho. Navic sucho Ize snadno dosahnout i v laboratornich podminkach.
Rostliny topolu tedy nebyly zalévany a po dobu mésice se kazdy tyden odebral vzorek,

konkrétné list.

Byly pozorovany zmény na urovni exprese dehydrinovych genti. Skutecné, jak se
predpokladalo, byla zaznamenana zvySena exprese u rostlin, které byly del§i dobu bez
zalévani. Zpocatku byla hladina genti pro DHN stejna jako u kontrolnich (zalévanych)
rostlin. Stejnych vysledki bylo dosazeno na rostlinach z ¢eledi borovicovitych
(Pinaceae) napt. Pinus pinaster, v ovocnych stromech - jablon, broskvon, ale také v ryzi
nebo eukalyptu (Stival Sena, 2015) ¢i v jinych odridach topolu - Populus euramericana
(Velasco-Conde, 2012). Piestoze se nejedna o kompletni vycet rostlin, u nichz byl
pozorovan stejny trend, lze potvrdit aktivaci genové exprese a zapojeni dehydrinli do
procesu zvySovani odolnosti vici stresu. Navic se potvrzuje zapojeni metabolickych
procest, jesté pred zménami morfologickymi. Sledovani exprese dehydrinovych gent,
proto muize piispét k odhaleni stresovych faktorti dfive, nez dojde k nevratnym

morfologickym zménam.
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7 Zavér
Bakalarskéa prace v ivodni ¢asti popisuje piisobeni stresorti na rostliny a jejich
odpovéd’. Zaméiuje se na genovou expresi dehydrinti v reakci na abioticky stres. Popséna

je metoda analyzy genové exprese - RT-qPCR.
V praktické ¢asti bylo dosazeno nasledujiciho:

. Kultivovali jsme sazenice topolu osika (Populus tremula). Cast rostlin
byla dostatecné zadsobena vodou a Cast nebyla zalévana viibec, tim bylo nasimulovano

sucho. Z rostlin jsme odebrali listy pro dalsi analyzu.

. Z odebranych vzorkl jsme izolovali RNA.
. Provedli jsme analyzu qRT-PCR podle optimalizované metodiky.
. Vyhodnotili jsme mnozstvi dehydrint v analyzovanych vzorcich.

Vysledky potvrdily pfitomnost dehydrinovych genti a postupny narGst jejich exprese

v zavislosti na dobu trvani sucha.
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