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Proteomicka analyza rizné odolnych ozimych odriid pSenic viici

abiotickému stresu
Souhrn

Studium mechanismu stresovych reakci na molekuldrni a biochemické urovni je
pfedpokladem pro zamérné ziskdvani odolnéjSich genotypti polnich plodin a dalSich
zemédelsky vyznamnych rostlin. Cilem této diplomové prace bylo ovéfit, zda odridy pSenice
s vy$$i odolnosti viici chladu akumuluji ve vegetativnim stadiu vice dehydrinii ve stresovanych
pletivech. A dale zjistit, zda existuje zavislost odolnosti vi¢i nizkym teplotdm na obsahu

dehydrinti u vétsiho poctu odrid péstovanych v polnich podminkach.

V této diplomové praci bylo studovano 22 odrid ozimé pSenice, které byly vybrany tak,
aby byla zastoupena Skdla preziti v hodnoceni zimovzdornosti pomoci provokacni nadobové
metody ve Vyzkumném dustavu rostlinné vyroby (Prasil et al. 2018) na devitistupfiovém
hodnoceni. Studovany byly odriidy Annie, Baracuda, Bodycek, Bohemia, Dagmar, Elly, Frisky,
Genius, Gordian, Julie, LG Imposanto, Mironovskd 808, Novosibirskaya 2, Partner, Rebell,
RGT Reform, RGT Sacramento, Seladon, Steffi, Sultan, Tobak, Vanessa. Odrudy ozimé
pSenice byly péstovany na poli Slechtitelské stanice Selgen a.s., Stupice v zimnim obdobi
2018/2019. Z pole byly odebrany odnozovaci uzle vSech odrid na konci listopadu (termin
zvolen dle Vitdmvés et al. 2019). Relativni akumulace dehydrinovych proteinii byla stanovena
pomoci SDS-PAGE a imunoblotu s antidehydrinovou priméarni protilatkou (Vitamvas et al.
2010). Relativni densita dehydrinovych bandl byla vyhodnocena softwarem Quantity One.

Z naméfenych dat bylo statistickou analyzou prokazano, ze odridy, které spadaji do
skupiny odrud s vysokou zimovzdornosti, se statisticky vyznamné lisi v relativni akumulaci
dehydrinii od odriid, které spadaji do skupiny se stfedni a nizkou zimovzdornosti. OvSem
odriidy s nizkou a stfedni zimovzdornosti se od sebe statisticky vyznamné nelisi. Dalsi analyzou
pak byla statisticky prokazana zavislost relativni akumulace dehydrint (vlastni proteomicka
zimovzdornost, 9 - nevyssi zimovzdornost). Z té€chto vysledkt lze tedy vyvodit, ze velmi
odolné odridy ozimé pSenice k chladu a mrazu maji vice akumulovanych dehydrinti v obdobi
aklimatizace, nez ostatni odriidy a nasledné také Ize konstatovat, ze byla pozorovana zavislost
mezi odolnosti odridy k nizkym teplotdm a celkovému mnoZzstvi akumulovanych dehydrini.

Dehydriny by tak bylo mozné vyuzit jako ukazatele (markery) odolnosti pSenic
péstovanych i v polnich podminkéch. OvSem je nutné otestovat vétsi sortiment genotypt
v polnich podminkach i v dalSich sezoénach pro ovéteni spolehlivosti dehydrinovych analyz
jako markeru odolnosti vii¢i danym abiotickym stresim. Snéze by tak mohlo dochézet k vybéru
genotypl pSenice odolnych k nizkym teplotdm pro dalsi Slechténi.

~ Experimentalni ¢ast prace byla feSena na pracovisti Odboru genetiky a Slechténi rostlin
VURV Praha, v.v.i. vlaboratoii Biologie stresu a biotechnologie ve Slechténi. Prace byla
podpofena projektem MZe QK1710302.

Kli¢ova slova: dehydriny, chlad, odnozovaci uzly, polni podminky, stresové proteiny, Triticum
aestivum L.



Proteomic analysis of differently tolerant winter wheat cultivars
to abiotic stress

Summary

The study of the mechanism of stress reactions at the molecular and biochemical level
is a prerequisite for the deliberate acquisition of more resistant genotypes of field crops and
other agriculturally important plants. The aim of this thesis is to verify whether wheat varieties
with higher resistance to cold accumulate more dehydrins in stressed plant tissue during the
vegetative stage and to determine whether there exists a dependence between the rezistance to
low temperatures and dehydrin content in a larger number of varieties grown in field conditions.

In this thesis, 22 varieties of winter wheat were studied, which were selected to represent
the survival scale for evaluation of winter hardiness using the provocative container method at
the Research Institute of Plant Production (Prasil et al. 2018) based on nine point scale. The
varieties Annie, Baracuda, Bodycek, Bohemia, Dagmar, Elly, Frisky, Genius, Gordian, Julie,
LG Imposanto, Mironovska 808, Novosibirskaya 2, Partner, Rebell, RGT Reform, RGT
Sacramento, Seladon, Steffi, Sultan, Tobak, and Vanessa were studied. Winter wheat varicties
were grown in the field of the breeding station Selgen a.s., Stupice, in the winter period
2018/2019. Branching nodes of all varieties were removed from the field at the end of
November (date chosen according to Vitdmvas et al. 2019). The relative accumulation of
dehydrin proteins was determined by SDS-PAGE and immunoblotting with an anti-dehydrin
primary antibody (Vitdmvas et al. 2010). The relative density of the dehydrin bands was
evaluated by Quantity One software.

From the measured data, statistical analysis showed that varieties that fall into the group
of varieties with higher winter hardiness differ statistically significantly from varieties that fall
into the group with medium and low winter hardiness. However, varieties with low and medium
winter hardiness do not differ statistically significantly from each other. Another analysis
statistically proved the dependence of the relative accumulation of dehydrins (own proteomic
analysis) on winter hardiness (evaluation of varieties using the scale 1-9, where 1 — the lowest
winter hardiness, 9 — the highest winter hardiness). From these results it can be concluded that
very resistant varieties of winter wheat to cold and frost accumulate more dehydrins during
acclimatization than other varieties and subsequently it can be stated that the dependence
between resistance of the variety to low temperatures and total accumulated dehydrins can be
observed.

Dehydrins could thus be used as indicators (markers) of resistance of wheat grown in
field conditions. However, it is necessary to test a larger range of genotypes in field conditions
and in other seasons (as well) to verify the reliability of dehydrin analyses as a marker of
resistance to given abiotic stresses. It could thus be easier to select genotypes resistant to low
wheat temperatures for further breeding.

The experimental part of the work was solved at the workplace of the Department of
Genetics and Plant Breeding VURV Prague, v.v.i. in the laboratory of Biology of stress and
biotechnology in breeding. This thesis was supported by the project of the Ministry of
Agriculture QK1710302.

Keywords: dehydrins, cold, crown, field trials, stress proteins, Triticum aestivum L.
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1 Uvod

PSenice patfi k nejvyznamnéjSim plodindm pro ¢lovéka. Pro vice nez tretinu celosvétové
populace tvori zaklad stravy, je vyznamnou sloZkou krmiva pro hospodérska zvifata a rozsahem
osevnich ploch také vyznamné ovliviiuje ekonomiku vétSiny zemédélskych podniki. S rostouci
potrebou populace celkova produkce 1 spotieba pSenice postupné stile stoupd. Na zabezpeceni
dostate¢né produkce pSenice se ve svété vyznamné podileji riiznd vyzkumna pracovisté¢ zamérend
na péstitelské systémy, Slechténi a genetiku.

V disledku klimatickych zmén se setkdvame ¢im dal Castéji s extrémnimi vykyvy pocasi.
V souvislosti s klimatickymi zménami pak na rostliny vice ptisobi abiotické stresy, napiiklad sucho
nebo nizka teplota. Abiotické stresy pak mohou mit za nésledek sniZeni kvality 1 vynosu zemédélsky
vyznamnych plodin. Nékteré odridy se s t€mito stresy vyrovnavaji vyrazné 1épe nez ostatni, funguji
u nich lépe obranné a adaptacni mechanismy. Proto je vyzkum odpovédi rostlin na abioticky stres
tak dulezity, aby bylo mozné v budoucnu zajistit vybér a dalsi $lechténi odolnéjsich genotypti, a tim
omezit zhorSen{ kvality a niZzeni vynosu hospodarsky vyznamnych plodin jako je napriklad pSenice.



2 Védecka hypotéza a cile prace
Cilem diplomové préce je ovérit platnost nasledujicich védeckych hypotéz:

1. Odrudy psenice s vyssi odolnosti vici chladu akumuluji ve vegetativnim stadiu vice dehydrini
ve stresovanych pletivech.

2. Akumulace dehydrini byla zkouména doposud na malém poctu vybranych odrdd s vyrazné
rozdilnou odolnosti vic¢i danym stresim. Pokud je tato vlastnost geneticky podminénd, lze
predpokladat zavislost odolnosti vii¢i nizkym teplotdm na obsahu dehydrind u vétsiho poc¢tu odrid
péstovanych v polnich podminkéch.

Konkrétni cile prace jsou shrnuty v nasledujicich bodech:

1. Zpracovani literarni reSerSe k dané tématice

2. Vybér analyzovanych odrtid ozimé psenice

3. Experiment bude probihat formou polniho pokusu

4. Pro zji$téni odpovédi rostlin na stres prob&hne stanoveni obsahu stresovych proteint
(dehydrinii) - izolace proteint, SDS-PAGE elektroforéza, Western Blotting, imunodetekce
5. Analyza akumulace dehydrint



3 Literarni reSerse

3.1 PsSenice

Rise: rostliny (Plantae)

Podrise: cévnaté rostliny (Tracheophyta)
Odd¢lenti: krytosemenné (Magnophyta)

Trida: jednodé€lozné (Liliopsida)

Réd: lipnicotvaré (Poales)

Celed: lipnicovité (Poaceae)

Rod: pSenice (Triticum)

Druh: pSenice setd (Triticum Aestivum L.)

PSenice setd (Triticum aestivum L.; Obr. 1) je nejvice péstovana plodina na orné pidé jak
v Ceské republice, tak v celosvétovém méfitku (Zimolka 2005). V Ceské republice predstavuje
podil osevu na orné piidé 30 % s celkovou vymérou pies 800 000 hektard (CSU, 2019). Psenice
byla domestikovana priblizné€ pfed 10 000 lety a od té doby se rozsitila po celém svété, péstuje se
ve velmi odliSnych podminkéch v riznych ¢astech svéta (Dubcovsky et Dvordk 2016). Adaptabilita
pSenice méla za ndsledek existenci odrid s riznymi ristovymi navyky. Ozima pSenice se seje na
podzim, vyzaduje dlouhé vystaveni rostlin nizkym teplotim béhem zimy (vernalizace) a sklizen
probiha nésledujici rok. Zatimco jarni pSenice nemaji poZadavek na vernalizaci a mohou byt vysety
na jare. Ozima pSenice poskytuje vySssi a stabiln€jsi vynosy diky delsi vegetacni dobg€. Adaptabilita
pSenice také zpuUsobila, Ze rizné odriidy miZou na abioticky a bioticky stres vytvaret odlisné
adaptace, obranné mechanizmy nebo reakce v rozdilné intenzit€ a Casovém rozestupu od zacitku
pusobeni (Yan et al. 2004).

Obrazek 1: PSenice seta (Triticum aestivum)

Zdroj:<https://cs.wikipedia.org/wiki/PSenice_seta#/media/Soubor:Illustration_Triticum_aestivum1 .jpg>



Jedné se o jednodomou rostlinu s vysoce komplexnim genomem skladajicim se z 3 sad
chromozomt (subgenomtl) a obsahujicich 21 parii chromozomii ve dvou kopiich. Genom pSenice
je z vice nez 85% tvoren repetitivnimi sekvencemi. International Wheat Genome Sequencing
Consortium (IWGSC) v roce 2018 publikovalo osekvenovani celého genomu psSenice (Obr. 2).

Obrazek 2: Strukturni diagram genomu pSenice

Strukturni diagram ptedstavujici genom pSenice s pomenovanim chromozomi a jejich velikosti (Mb =
megabase-pair). Svétle Seda barva patii kraitkemu ramenu chromozomu a tmavé Sedd dlouhému ramenu, ve
sttedu diagramu je modrou ¢arou zndzornéno propojeni homolognich chromozomt a zelenou barvou jsou
oznaceny translokované tdseky.

Zdroj: International Wheat Genome Sequencing 2018

Slechtitelé se neustile snazi vyvijet vylep§ené odridy jemnym vyladénim geneticky
komplexnich parametri vynosu, kvality a pfizpiisobeni plodiny regiondlné specifickym biotickym
a abiotickym strestim (International Wheat Genome Sequencing 2018).



3.2 Stres u rostlin

3.2.1 Stresové faktory

Faktory, které maji negativni vliv na rostliny, miZeme rozdélit na abiotické a biotické
(Obr. 3). Mezi biotické faktory fadime choroby (jejichz ptivodcem jsou viry, bakterie, houby),
skidce (hddatka, msice, plostice, tfasnénky, atd.) a konkurenci. V oblasti abiotickych faktort se
jednd predevsim o vlivy pocasi, nedostatek Zivin, chemickou zatéz a nevhodné technologické zasahy
(Bittner 2009, Hnilicka & Stfeda 2016). VSechny tyto faktory mohou u rostliny vyvoldvat stres
(Hnilicka & Streda 2016). Podle Levitta (1980) se stresem u rostlin rozumi zména v podminkéch

vnéjsiho prostiedi, kterd miZze zpomalit nebo nepiiznivé ovlivnit rlst a vyvoj rostlin.

STRES
v ‘ v
BIOTICKY ABIOTICKY

— Sk Teolota
: horoby —  Vysoka (horko) ’
: Konkurence L— Nizka (chlad, mraz) ’
Chemicka zitéz | ——{ Nadbytek (zaplaveni) |
Soli (nadbytek, deficit) 1 —1 Nedostatek (sucho) ’

pH, toxicke latky — — Zareni
SO, 05, N0, — L—ISvéteiné, UV, ionizujici

Mechanicka zatéz |——— ) statni
' Vitr, éastice, tlak, ‘ — Elektrické, mag. pole ]

Obrazek 3: Rozdéleni stresovych faktort

Zdroj: Hnilicka & Streda 2016

3.2.2 Odpovéd rostliny na stres

Odpovéd rostliny na stres je z4visld na vlastnostech stresu - intenzita, trvani, pocet expozic,
kombinace stresii a také na vlastnostech rostliny - misto plsobeni stresu, vyvojova faze rostliny,
genotyp, citlivost, rezistence (Hnilicka & Streda 2016; Obr. 4).
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Organy nebo
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Genotyp

Obrazek 4: Pusobeni stresorti na rostliny

Zdroj: Hnilicka & Streda 2016

Po zacdatku pisobent stresu jsou aktivovany obranné reakce rostliny, které maji za cil zabranit
jejimu poskozeni nebo uhynuti. Zde se projevi adaptacni schopnost, ktera zavisi jak na intenzité a
délce pusobeni stresového faktoru, tak na geneticky vazané odpovédi rostliny (Hnilicka & Stfeda
2016). Po rozpoznani stresu rostlinou zacne probihat aklimatizace a miZe prechodné dojit
ke zvySeni trovné odolnosti (rezistenci) vici stresu (Kosova et al. 2011; Obr. 5). Ke zméndm tdrovné
odolnosti rostliny dochéazi predev§im pomoci zmén v expresi gentl, které ndsledné¢ vedou ke
kvalitativnim nebo kvantitativnim zméndm proteomu. Jedna se o geny, jejichZ exprese je regulovana
stresem (Ahuja et al. 2010). Dochazi tedy k syntéze proteind, které pomdhaji rostliné prekonavat
stres a setrvavat ve stresovém prostiedi, jednd se napf. o LEA proteiny a HS proteiny (Jorrin et al.
2007).
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Obrazek 5: Schéma stresové reakce a odpovédi organismu

Zdroj: Kosova et al. 2011



3.2.3 Vyznam vody pro rostlinu

Ze vsech abiotickych faktorti se vodni stres podili nejvice na rtistu a produktivité rostlin.
Voda je nezbytna pro metabolismus rostliny, je univerzidlnim rozpoustédlem latek, mediem pro
rozvod organickych i minerdlnich latek vodivym systémem rostliny. Voda je také zdrojem elektront
a protontl v procesu fotosyntézy a ma vyznamnou funkci pri regulaci teploty rostliny (Prochazka et
al. 1998). Nedostatek vody v rostlinnych pletivech naruSuje bunéfnou homeostizu a vede
k morfologickym, fyziologickym a molekuldrnim zménam (Richards et al. 2011). Dochazi
k regulaci genové aktivity, jedna se zejména o zvySovani ¢i snizovani tvorby enzymd a strukturnich
proteind i dal§ich metabolit (Prochédzka et al. 1998).

Rostliny mohou uplatiiovat nékolik strategii k vyporddani se s dehydratacnim stresem.
Prvni z nich je unik pred suchem. Jedna se o adapta¢ni mechanismus, kdy rostliny mohou rychle
dokoncit svij Zzivotni cyklus béhem kratkého obdobi pfiznivych podminek, nebo v obdobi
nedostatku vody (Shavrukov et al. 2017). Druhou strategii je vyvarovani se suchu. Tato strategie je
zaloZena na vySSim prijmu vody a niz$i spotiebé. Jedna se napf. o silnou kutikulu na listech nebo
prodlouzeni kofenti. Treti strategii je tolerance nedostatku vody, rostlina se v takovémto
ptfipadé aktivné pfizpGsobuje zmeéné prostiedi napi. tvorbou stresovych proteind, syntézou
osmolytl, pfestavbou bunécéné stény a membrany (Yan et al. 2018).

3.2.4 Nizka teplota jako stresovy faktor

Nizka teplota je jednim z vyznamny stresi omezujicich rtst a produktivitu ozimych obilovin.
Rizné fenotypové projevy v reakci na stres nizkymi teplotami zahrnuji Spatné kli¢eni, zakrslé
sazenice, Zloutnuti listii (chloréza), vadnuti a mohou vést ke smrti tkan€ (nekrdza). Stres zpisobeny
nizkymi teplotami (chlad, mraz) také vazné brzdi reprodukcni vyvoj rostlin (Yadav 2010). Chlad
(nizké teploty nad bodem mrazu) zptusobuje zmény fyzikdlné-chemickych vlastnosti membran.
Z polotekuté konzistence membrany se stdva pevny gel a dochazi k volné propustnosti membran a
k zastaveni selektivniho a aktivniho transportu (miZe dochdzet az k odumirani bunék). Také
dochazi ke zméné struktury cytoskeletu a poskozeni chloroplastii. Poskozeni rostlin mrazem je
spojeno s tvorbou ledovych krystali ve strukturdach bohatych na vodu spojenych s mrazovou
dehydrataci buriek, pfi tomto procesu dochdzi k poSkozeni rostlinnych pletiv a jejich odumirdni
(Prochazka 1998).

Aby se vyporadaly s nizkoteplotnim stresem, vyvinuly ozimé obiloviny adaptivni
mechanismy, které jsou regulovany nizkou teplotou. Ozimé obiloviny reaguji na nizké teploty
pomoci dvou procesii: aklimatizace a vernalizace. Aklimatizace znamena prechodné zvysenou
odolnost vuci abiotickym stresorim. Jedna se o komplex procesii zaméfenych na zvyseni tolerance
vici mrazu a posileni preziti rostlin pfi nepiiznivych nizkych teplotach. Vernalizace znamena
vyvojové prizplsobeni pravidelnym dlouhodobym obdobim nizkych teplot v mirném podnebi,
zabranujici pfedcasnému prechodu do citlivéjsiho reprodukéniho stddia za nepfiznivych podminek
prostfedi (mraz), to je zajisténo potlatenim kveteni podporujicich genti (Chouard 1960; Sung &
Amasino 2004). Aklimatizace je nejdileZit€jsi mechanismus rotlin pro pteZziti zimy. Je regulovana
slozitymi fyzikdlnimi a biochemickymi interakcemi, které jsou zdvislé na genotypovych a
enviromentdlnich faktorech (Fowler et al. 1996). Aklimatizace (otuZeni) je kumulativni proces,



ktery je zahdjen ptisobenim teplot okolo 10 °C. Zde existuje inverzni vztah mezi mirou aklimatizace
a nizkou teplotou od 10 °C do 0 °C. OvSem pii vystaveni rostliny teplotdm nad 10 °C se tolerance
nizkych teplot ztraci (Limin & Fowler 1985). Odolnost vii¢i nizkym teplotim a mrazu ma proto
siln€ sezonni charakter. I ty druhy a odridy, které jsou v zimnim obdobi vysoce odolné, by byly
silné poSkozené pri ndhlém poklesu teplot (Prochazka et al. 1998). Ozima pSenice se na obdobi
nizkych teplot pripravuje jiz od zaseti. Pfi standardnim pribéhu pocasi by pSenice pred zacatkem
zimy méla mit v idedlnim piipadé 2-5 odnozi, kofenovy kréek v hloubce 2 cm pod povrchem pldy
a 4-5 list pro dostatecnou energii na prezimovani. Tolerance nizkych teplot se zvySuje postupné se
zkracovanim doby slune¢niho svitu a sniZovanim teplot. Dochazi k fyziologickym zménam
v rostlin€, zvySuje se napriklad mnozstvi syntetizované kyseliny abscisové, cukrti, nenasycenych
mastnych kyselin a nékterych proteinti (dehydrinG). V tomto obdobi se projevi rozdily mezi
odridami ve schopnosti reagovat na tyto vnéjsi faktory. Nékteré odridy jsou béhem zimy otuzilejsi
a jsou tak schopny lépe sndSet nizké teploty. Zimovzdornost je dilezitd odridova geneticky
podminéna vlastnost, kterd miiZze byt vyuzita pro $lechténi rostlin (Horcicka et al. 2017).

3.2.5 Zimovzdornost

Zimovzdornost je schopnost rostliny vyrovnat se se stresovymi faktory v pribéhu zimy,
regenerovat a ispésné pokracovat v ristu v jarnim obdobi. Tento fyziologicky proces je izce svazan
se abiotickymi stresy, jako jsou pfimy mraz (holomraz), zimni sucho (odpafeni vody), zmény teplot
prostfedi. Tato vlastnost se miZe vyznamné liSit u odrid jednotlivych plodin a patfi mezi
rozhodujici faktory pfi registraci a doporuc¢ovani novych odrid (Hordkova et Dvorackova 2019).
Zimovzdornost je mozné testovat nddobovou (bedynkovou) metodou, na jejimz zakladé lze ziskat
rozliSeni zimovzdornosti - provokacni test. Metoda poskytuje tdaje o zkouSenych ozimech a
viceleté vyhodnoceni umozniuje zafazeni odrid do stupnii zimovzdornosti (SZ) ve stupnici od

SZ 1 = nejméné odolné, do SZ 9 = nejodolnéjsi (Prasilova & Prasil 2007).

3.2.6 Stresové proteiny

Pii plsobeni kteréhokoliv ze stresovych faktori dochazi k velmi vyznamnym zménam
v kvalitativnim 1 kvantitativnim zastoupeni proteinli v rostlinnych bunikach. Syntéza nékterych
proteinll se zastavuje, a naopak se mohou syntetizovat proteiny, které se za normalnich podminek
vibec v rostlinnych buitkdch nevyskytuji. K témto zménam muize dochézet uz béhem nekolika
hodin puasobeni stresu. Nékteré proteiny mohou byt indukovany nespecificky (rliiznymi stresy),
u jinych je indukce specificky vdzana na urcity stresovy faktor. Mezi nespecificky indukované
proteiny patii chaperony, protedzy a ubikvitin. Jedna se o konstitutivni proteiny, které se nachazi
v burice rostlin i bez plsobeni stresu, ovSem pfi plisobeni stresu se jejich mnozstvi mnohondsobné
zvySuje. Mezi proteiny indukované pii plisobeni jen nékterych stresovych faktorl patii proteiny
indukované zvySenou teplotou (heat-shock proteins, HSP), proteiny indukované chladem (cold-
induced proteins), proteiny indukované dehydrataci (dehydration-induced proteins) a proteiny
indukované snizenou koncentraci kysliku (anaerobic stress proteins, ASP). Do skupiny proteint,
jejichz exprese je podminénd dehydrataci, patii proteiny zvané dehydriny (Prochdzka et al. 1998).



3.3 Dehydriny
3.3.1 LEA proteiny

Pojmem dehydriny je oznacovana Sirsi skupina proteind. V druhé poloving 20. stoleti Leon
Dure identifikoval nékolik skupin proteint, které se akumulovaly béhem faze dozravani
embryogeneze bavlny (Gossypium hirsutum), coZ dalo vznik jejich nazvu jako proteiny LEA (late
embryogenesis abundant proteins) - proteiny pozdni faze embryogeneze (Dure & Chlan 1981). Tato
klasifikace se pak dale zacala pouZivat i pro ostatni druhy. LEA proteiny jsou pfitomny v mnoha
rostlinach a riznych rostlinnych tkanich. Jedna se o hydrofilni proteiny, které u organismu zvysuji
toleranci k nedostatku vody. V souc¢asné dobé mizeme LEA proteiny rozdélit do péti rodin (skupin):
LEA D19 (skupinaI), LEA D11 (skupina II), LEA D7 (skupina III), LEA D113 (skupina IV) a LEA
D95 (skupina V), na zakladé podobnosti aminokyselinovych sekvenci uvnitt skupiny (Ingram et
Bartels 1996). Jednou z téchto skupin jsou dehydriny, ty jsou oznaCovany jako skupina D11 neboli
LEA II (Hara 2010). Dehydriny jsou akumulovany u rostlin vystavenych riznym stresim jako je
napiiklad mraz, sucho a zasoleni pidy. Tyto abiotické stresy na stejném principu vyvolavaji
nedostatek vody v burice. Odolnost vici témto stresim je Casto spojovdna pravé s dehydriny
(Campbell & Close 1997, Close 1997). Déle mohou mit dehydriny zdsadni funkci pfi zrani semen,
aklimatizaci rostlin na podzim a na zacatku vegetacni sezony (Rorat 2006).

3.3.2 Struktura dehydrinu

V soucasné dobé se dehydriny definuji jako proteiny, které maji alespon jednu kopii
aminokyselinové sekvence bohaté na lysin, jedna se o K-segment. Ten to K-segment md sekvenci
patnicti aminokyselin EKKGIMDKIKEKLPG (Close 1996, Close 1997), ta ovSem nemusi byt
naprosto identickd u vSech dehydrinti a mize byt pfitomna az v 11 kopiich v molekule dehydrinu.
K-segment je obvykle pfitomen v blizkosti C-konce (Rorat 2006) a tvoii amfipaticky (obsahujici
¢ast hydrofilni a hydrofobni) alpha-helix, jeden ze zdkladnich motivli sekundarni struktury proteind,
ktery je schopen interakce s membrdnami (Boddington et Graether 2014). JelikoZz kazdy
dehydrinovy protein obsahuje K-segment, miZe byt pro jejich detekci pouzita polyklondlni
protildtka proti K-segmentu (Close et al. 1993; Obr 6). Dal$imi konzervovanymi oblastmi jsou Y-
segment (T/VDEEGNP), oblast bohata na tyroxin, obvykle blizko N-konce molekuly a S-segment,
sekvence tvorend fetézcem 4 az 10 serind (Close 1996; Obr. 7). Diky zkratce “YSK“, ktera je
zaloZena na téchto sekvencich, 1ze dehydriny klasifikovat (Battaglia et al., 2008). Pocet a poradi
segmentll Y, S, K definuje rtizné biochemické podskupiny dehydrinti: YnSK2, Kp, KpnS, SKp a
Y2Kp dehydriny. Kromé téchto segmenti se v molekulach dehydrint vyskytuji méné konzervované

sekvence tzv. ®-segmenty, obvykle bohaté na glycin a polarni aminokyseliny (Close 1996; Close
1997). Tyto oblasti vyznamné prispivaji k typickym charakteristikdm dehydrinu, které jsou: vysoka
hydrofilita, rozpustnost ve vodnych roztocich po dosazeni bodu varu a vysoka afinita k detergentim,
jako je dodecylsulfit sodny (SDS) (Danyluk et al. 1994). Dehydriny téméf postradaji cystein a
tryptofan (Close 1997). Podle nejnovéjsich poznatkli byl objeven novy segment pojmenovany F-
segment (ndzev byl odvozen z pfitomnosti aminokyseliny fenylalaninu), ktery se sklada ze sekvence
aminokyselin DRGLFDFLGKK (Riley et al. 2019).
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Obrazek 6: Sekvence aminokyselin K-segmentu s variacemi, aminokyseliny jsou oznacené jednopisemnymi
zkratkami a indexy pfedstavuji mozstvi nalezenych vyskytt

Zdroj: Close 1996
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T/VDEYGNP EKKGIMDKIKEKLPG

Obrazek 7: Typické slozeni rostlinného dehydrinu

Zdroj: Close 1997

3.3.3 Lokalizace a exprese dehydrini

Dehydriny se vyskytuji u nahosemennych i krytosemennych rostlin (vSechny dosud
studované druhy obsahuji aspon jeden gen pro dehydriny na rostlinny genom), jejich pfitomnost
miuiZe korelovat s toleranci na nedostatek vody (Close 1996). Nachazeji se prevazné v rostlinnych
tkanich vystavenych dehydrataci, jako v semenech pfi dozravani nebo ve vegetativnich tkdnich
vystavenych environmentdlnim stresim, dehydriny se nevyskytuji ve specifickych bunécnych
strukturdch (Rorat 2006). Dehydriny mohou byt lokalizovany v rdznych castech burky.
NejcastéjSim mistem vyskytu je jddro a cytoplasma. Dal$Simi misty vyskytu jsou mitochondrie,
chloroplasty, cytoplasmatickd membrdna (Boddington & Graether 2014), plastidy, tonoplast
a endoplasmatické retikulum (Hara 2010). Exprese daného genu dehydrinu predstavuje vysledek
spole¢nych ucinkt nékolika exogennich faktord - teplota, dostupnost vody a endogennich faktorti -
ABA, dal$ich fytohormoni - kyseliny salicylové (Allagulova et al. 2003).
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3.34 Funkce dehydrini

Biochemické analyzy a lokaliza¢ni experimenty naznacuji nékolik funkci dehydrinti, av§ak
ne vSechny dehydriny musi mit vSechny tyto funkce (Boddington & Graether 2014). Vyskytuji se
velké rozdily ve funkci mezi riznymi dehydrinovymi geny (Hara 2010). Upln4 dehydratace bungk
je pro organismus letdlni, proto existuji takové proteiny, které mohou pomoci udrZzovat potfebné
mnozstvi vody v butice. Dehydrinové proteiny jsou vysoce hydrofilni, tj. mohou zadrZovat velké
mnozstvi vody a chrénit jiné proteinové molekuly nebo povrchy biomembrin pred podstatnou
ztratou vody, ¢imZ mohou zabranovat disledktim dehydratace (Kosova et al. 2007).

Dehydriny se mohou vazat na makromolekuly jako (napf. fosfolipidy, nukleové kyseliny a
cytoskelety). Vazba na fosfolipidy je mozna diky K-segmentu (amfipaticky alpha-helix), coz
dokazaly studie interakei téchto proteinti s bunéénymi membranami. Dehydriny se specificky vazou
na kyselé fosfolipidy jako je kyselina fosfatidova. To naznacuje interakci dehydrint se specifickymi
oblastmi buné¢nych membran. Skutecnost, Ze dehydriny se vazi na tyto makromolekuly citlivé na
stres, naznacuje, Ze je mohou pred abiotickym stresem chranit (Hara 2010). Dale dehydriny mohou
vdzat malé molekuly - dvojmocné kovové ionty (zinek, mangan, nikl, m&d). Vodnf stres u rostlin
vyvolava vyliti kovovych iontl z organel, coZ zvysuje intraceluldrni koncentraci volnych kova.
Bylo prokéazano, Ze dehydriny jsou schopné interakce s dvojmocnymi ionty kovi. Pfedpoklada se,
Ze takto ochranuji rostlinné bunky pfed skodlivymi u¢inky kovovych iontli (Svensson et al. 2000).
Dalsi funkei je ochrana pred denaturaci proteinti. Denaturace je fyzikalni jev, kdy proteiny ztraci
spravnou sekundarni strukturu vlivem nepfiznivych podminek. Deanturace je jednim z nejcastéjSich
fyziologickych jevl, které se vyskytuji v rostlinnych bunkach vystavenych rliznym stresim.
Denaturace muZze nastat napiiklad pfi nizkych teplotich, tehdy mohou mit dehydriny
kryoprotektivni uc¢inek. Tato funkce je pravdépodobné zasadni pro expresi dehydrinovych gent
(Campbell & Close 1997, Hara 2010).

3.3.5 Dehydriny u pSenice

U ozimé psenice byly detekovany dvé hlavni skupiny dehydrinovych gend vyvolanych
chladem: Wes120 a Weor410 (Fowler et al. 2001). Proteinova rodina WCS120 zahrnuje 7 Clent
s molekulovou hmotnosti v rozmezi od 12 do 200 kDa: WCS200 (200 kDa), WCS180 (180 kDa),
WCS66 (66 kDa), WCS120 (50 kDa), WCS40 (40 kDa), WCS726 (21 kDa) a WCS80 (12 kDa).
Geny WCS120 kédujici proteiny WCS120 s vysokou molekulovou hmotnosti (WCS200, WCS66 a
WCS120) jsou umistény na homolognich chromozomech skupiny 6. Dehydriny rodiny WCS120
maji pouze n€kolik kopii K-segmentu (proteiny patii do Kp podskupiny dehydrint), v téchto
molekuldch se nenachazeji zadné Y-segmenty nebo S-segmenty (Sarhan et al. 1997). Genova rodina
WCOR410 ma tfi homologni ¢leny WCOR410a, WCOR410b a WCOR410c, které jsou umistény
na dlouhém rameni homologni skupiny 6 chromozomu hexaploidni pSenice. Proteiny WCOR410
jsou vysoce hydrofilni, kyselé dehydriny typu SK3, u kterych bylo zjisténo, Ze jsou lokalizovany
v blizkosti plazmatu (Danyluk et al. 1994, 1998).

Nizké teploty predstavuji rozhodujici environmentélni faktor uréujici preziti zimy u odrad
ozimé pSenice. Nizké teploty indukuji aktivni aklimatizacni reakci rostlin, kterd je spojena se
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zvysSenou akumulaci stresem indukovatelnych proteinti véetné dehydrinti. Béhem aklimatizace na
nizké teploty se proteiny WCS120 hromadi pfevazné v meristematickych tkanich, protoze preziti
téchto tkani je zasadni pro preziti celé rostliny v zimé a proteiny WCS120 vykazuji relativné
vysokou kryoprotektivni aktivitu. Proteiny WCS120 jsou indukovatelné nizkou teplotou (v mensi
mife 1 suchem a zasolenim), tyto proteiny ovSem nejsou pritomny v pSeni¢nych tkanich za
ptiznivych ristovych teplot (Houde et al. 1992). V kontrolovanych podminkach fytotronu (rtstové
komory) u mladych rostlin ve vegetativni fazi (stadium 3 listll) byla zji$t€na pozitivni korelace mezi
relativni akumulaci dehydrinovych proteint a stupném zimovzdornosti odridy, kdy odridy s vetsi
zimovzdornosti akumulovaly dehydriny difive a vice neZ méné zimovzdorné odridy. Vice
zimovzdorné rostliny ozimé pSenice maji vyssi prahové indukéni teploty pro akumulaci dehydrinu,
tudiz maji vyS$$i hladinu dehydrinovych proteinti pfi stejné okolni teploté ve srovnani s méné
zimovzdornymi odriidami (Vitamvas et al. 2007; Kosova et al. 2012). Tato zdvislost byla nasledné
pozorovana i u nékolika odrid ozimych pSenic v polnim pokusu, ov§em pouze u vzorkl odebranych
pred vernalizaci. Po dokonceni vernalizace byla tato korelace velmi slaba (Vitamvas et al. 2019).

Dehydriny 1ze tedy u pSenice detekovat v riznych rostlinnych tkanich (listech, odnoZovacich
uzlech), v rostlindch vystavenych nizkym teplotim nebo mrazu. Lze proto dojit k zavéru, zZe
proteiny WCS120 piisobi jako ochrana mnoha Zivotné dilezitych bunécnych proteinti v tkani
rostlin, které prosli aklimatizaci (Houde et al. 1995, Sarhan et al. 1997). Diky tomu lze povaZovat
dehydriny za markery zimovzdornosti (na urovni transkriptu i proteinu). Ov§em musi byt brano
v potaz vyvojové stadium rostliny, doba aklimatizace (Kosova et al. 2011).
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4 Metodika

Experimentalni ¢ast prace byla feSena na pracovisti Odboru genetiky a Slechténi rostlin
VURV Praha, v.v.i. v laboratofi Biologie stresu a biotechnologie ve Slechténi pod vedenim
Mgr. Pavla Vitamvase, Ph.D.

4.1 Rostlinny material

4.1.1 Lokalita a odbéry vzorku

Odrtudy ozimé psenice byly péstovany na poli Slechtitelské stanice Selgen (50.0520492N,
14.6459456E) v Sibfiné, Stupice. Osivo bylo vyseto 4.10.2018. Odbéry vzorkt probéhly 30.11.2018
v 11h dopoledne. Termin odbéru byl zvolen na zakladé ¢lanku Vitdmvas et al. 2019, kde analyza
relativni akumulace dehydrinovych proteinti odhalila variabilitu akumulace v zimnim obdobi
(listopad, prosinec, leden). Tato studie naznacuje pozitivni korelaci mezi schopnosti preZzit zimu a
relativni akumulaci dehydrind u ozimych psenic ve vegetativnim stadiu (pfed vernalizaci). OvSem
je nutné, aby pred odbérem a v dobé odbéru pSenice byly rostliny vystaveny nizkym teplotdm a
probéhla zde exprese stresovych proteind. Jednotlivé odridy byly vysety na parcelky o rozloze 2m?
s 5 fadky, v bloku 12 x 20 parcelek (Obr. 8). Po vysevu a uvaleni bylo jedinym agrotechnickym
opatrenim postiik Cougar forte 0,35 1/ha + Glean 2 g/ha pred vzejitim. Odebral se vzdy 1 centralni
odnozovaci uzel z kazdé rostliny, 9 uzll (rostlin) z jedné odridy predstavovalo jeden vzorek, u
kazdé odrudy probehly tfi odbéry po 9 uzlech - 3 biologickd opakovani. Dehydriny se akumuluji
v listech i odnoZovacich uzlech, ov§em v odnoZovacich uzlech je akumulace vétsi (Ganeshan 2008).
Centrélni odnozovaci uzel nejdileZitéjsi organ rostliny, je chranény a podobny u vsech jedinci
pSenic. Listy nebyly zvoleny pro odbér také proto, Ze u pSenic péstovanych na poli je vétsi riziko
poskozent listd (abiotické faktory nebo okus), dile je u odebirani listli vétsi riziko zimény rtiznych
listi (napf. 2. list zaménény za 3. list, nebo zaména listd hlavniho stvolu za listy odnozi). Velikost
rostlin pfi odbéru byla cca 10 cm a rostlina méla cca 2 odnoZe (Obr. 9; Obr. 10; Obr. 11). Dle
makrofenologické stupnice pro obilniny (Enz & Dachler, 1997) se odridy ozimé psSenice v dobé
odbéru nichézely ve 22. fenologické fazi mezindrodniho znaceni BBCH - 2 postranni viditelné
vyhony. Vzorky byly ihned zmrazeny v tekutém dusiku a nasledné uchovany pii —80 °C v mrazaku
az do dalSiho zpracovéni.

Obrazek 8: Parcelky rtiznych odrid ozimé psenice
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Obrazek 9: Ozima pSenice pii odbéru vzork

Obrazek 10: Jedna rostlina ozimé pSenice pii odbéru
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4.1.2 Charakteristika odrud pSenic

Vzorky byly odebrany z 22 odrid ozimé pSenice, jednalo se o odridy Annie, Baracuda,
Bodycek, Bohemia, Dagmar, Elly, Frisky, Genius, Gordian, Julie, LG Imposanto, Mironovsk4 808,
Novosibirskaya 2, Partner, Rebell, RGT Reform, RGT Sacramento, Seladon, Steffi, Sultan, Tobak,
Vanessa. Odridy byly vybrany tak, aby byla v tomto experimentu zastoupena v rimci moznosti
v podobném poméru zimovzdornost nizkd, stredni a vysokd. Osivo kazdé odrudy pochdzelo z jedné

matefské rostliny z jednoho klasu, ze kterého probéhl klasovy vysev. Zimovzdornost a stupenl
zimovzdornosti jednotlivych odrid psenic pro naslednou analyzu byla pouZzita z publikace Prasil et

al. 2018 (Tab. 1), kde probéhlo hodnoceni zimovzdornosti dle metodiky pro praxi: Hodnoceni
zimovzdornosti obilnin provokac¢ni nddobovou metodou ve Vyzkumném ustavu rostlinné vyroby,
v.v.i (Prasilovéa & Prasil 2007).

Tabulka 1: Prehled zimovzdornosti odrid pSenice ozimé, pozn. 1 - nejnizsi zimovzdornost, 9 - nevyssi

zimovzdornost, * neni dostate¢n¢ otestovano, bude uptesnéno v roce 2020 (VURV)

fggg;a Odrida Ztll;[;e;nz dormosti Zimovzdornost Eg:l;(fy Zdroj osiva
An Annie 6 vysokd CZE SELGEN
Bar Baracuda 3,5 nizka DEU SELGEN
Bd¢ Bodycek 7 vysokd CZE SELGEN
Boh Bohemia 7 vysokd CZE SELGEN
Dgr Dagmar 5 stiedni CZE SELGEN
El Elly 5 stiedni CZE SELGEN
Frs Frisky 35 nizkd CZE UKZUZ
Gns Genius 5,5 stredni DEU SELGEN
Grd Gordian 4.5 stredni DEU SELGEN
Jul Julie 6 vysokda CZE SELGEN
Imp LG Imposanto 45 stiedni DEU SELGEN
Mir Mironovska 808 8 vysokd UA SELGEN
Nvs Novosibirskaya 2 8* vysokd RUS VUKROM
Par Partner 3,5 nizka FRA SELGEN
Rbl Rebell 2,5 nizkd DEU VURV
Ref RGT Reform 5 stiedni DEU SELGEN
Sac RGT Sacramento 2,5 nizka FRA SELGEN
Sld Seladon 5,5 stredni CZE SELGEN
Stf Steffi 35 nizka CZE SELGEN
Sul Sultan 3,5 nizka CZE SELGEN
Tbk Tobak 4 stiedni DEU SELGEN
Vns Vanessa 4 stiedn{ CZE SELGEN
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4.1.3 Pribéh pocasi v misté péstovani rostlin

Data byla poskytnuta Vyzkumnou stanici Uhiinéves, FAPPZ CZU. Jedna se o nejblizsi
meteorologickou stanici lokalité Slechtitelské stanice Selgen, kde byly pSenice péstovany.
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Obrazek 12: Primémé denni teploty vzduchu ve 2 metrech, rok 2018

Primérné denni teplota v obdobi od vysevu do odbérti: 9,39 °C (Vyzkumna stanice Uhiinéves,
FAPPZ CZU).
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Obrazek 13: Zobrazeni dennich srazek, rok 2018

Primérné denni srazky v obdobi od vysevu do odbért: 0,8 mm (Vyzkumna stanice Uhfinéves,
FAPPZ CZU).
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4.2 Metody realizovaného experimentu

4.2.1 Postup laboratorniho experimentu

Laboratorni experiment se sklddal z nékolika krokti. Pro stanoveni relativni akumulace
dehydrinovych proteint byly ze vzorkil izolovany proteiny rozpustné po varu, dale nasledovala
SDS-PAGE elektroforéza a imunoblot s antidehydrinovou priméarni protilatkou. Relativni densita
dehydrinovych bandt byla vyhodnocena softwarem Quantity One 4.6.2 (Vitamvas et al. 2010).
Analyza v laboratori probéhla ve 3 biologickych opakovanich, z kazdého biologického opakovani
probéhly 2 technické opakovani (Obr. 14).

odbér vzorki

3x9 rostlin
celkem 27 rostlin od kazdé odrady

= l:a
izolace U
elektroforéza {: { i :
Al, = l_ A

imunoblot

Obrazek 14: Schéma experimentu

4.2.2 Chemikalie pouzité pro laboratorni analyzy

Izolace proteinti
- 1,5 mol'I'" Tris-HCI, pH 8,8 (Bio-Rad Laboratories)
- Inhibitory proteaz (Roche Diagnostics)
- 2-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich)
- Aceton P.A. (Lach-ner, s.r.0.)
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SDS-PAGE Elektroforéza

40% Akrylamid/bis solution 37. 5:1 (Bio-Rad Laboratories)

1,5 mol-1"! Tris-HCI, pH 8,8 (Bio-Rad Laboratories)

10x koncentrovany Tris-Glycin-SDS (TGS) (Bio-Rad Laboratories)

Dodecylsiran sodny (SDS) (Sigma-Aldrich)

Persulfat amonny (APS) (Sigma-Aldrich)

N,N,N',N'-tetramethyl-ethylendiamin (TEMED) (Sigma-Aldrich)

0,5 mol-1"! Tris-HCI, pH 6,8 (Bio-rad Laboratories)

Hmotnostni standard Precision Plus Protein™ All Blue Standards (Bio-Rad Laboratories)
Barvivo Bio-Safe™ Coomassie G250 (Bio-Rad Laboratories)

2x koncentrovany Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad Laboratories)

Western Blotting

Trizma® hydrochlorid (Sigma-Aldrich)

Glycin (Sigma-Aldrich)

Methanol (VWR International, s.r.o0.)

Dodecylsiran sodny (SDS) (Sigma-Aldrich)

Ponceau S (Sigma-Aldrich)

99,8% Kyselina octova (Lachner)

10x koncentrovany Tris-pufrovany fyziologicky roztok (TBS) (Bio-Rad Laboratories)
Tween 20 (polyoxyetylen sorbitan monolaurat) (Bio-Rad Laboratories)

Susené nizkotu¢né mléko Blotting-Grade Blocker (Bio-Rad Laboratories)

Primérni protilatka Dehydrin (Plant) pAb (polyklonalni protilatka) (Enzo Life Sciences)
Sekundérni protilatka Goat Anti-Rabbit IgG (H+L)-AP Conjugate (alkalicka fosfatasa)
(Bio-Rad Laboratories)

25x koncentrovany AP Color Development Buffer (Bio-Rad Laboratories)

AP Color Reagent A (Bio-Rad Laboratories)

AP Color Reagent B (Bio-Rad Laboratories)

4.2.3 Roztoky pouZité pro laboratorni analyzy

2-merkaptoethanol v acetonu

80% aceton
0,1% (v/v) 2-merkaptoethanol

Extrakéni pufr

0,1 mol-1"! Tris-HCI pH 8,8
1 tableta inhibitori protedz / cca 40-50 ml pufru

Vzorkovy pufr

Laemmli Sample Buffer
2,5% (v/v) 2-merkaptoethanol

Rozdélovaci gel (12,5 %)
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- 12,48% (v/v) Akrylamid/bis solution 37. (5:1)

- 0,375 mol-I"! Tris-HCI pH 8,8
- 0,1% (w/v) SDS

- 0,026% (wW/v) APS

- 0,08% (v/v) TEMED

Zaostiovaci gel
- 3,07% (v/v) Akrylamid/bis solution 37. (5:1)
- 0,123 mol-I"! Tris-HCI pH 6,8
- 0,1% (w/v) SDS
- 0,095% (w/v) APS
- 0,15% (v/v) TEMED

Blotovaci pufr
- 0,036 mol‘1I'! Trizma® hydrochlorid
- 0,039 mol‘I'! Glycin
- 20% (v/v) Methanol
- 0,13% (w/v) SDS

TTBS
- TBS
- 0,05% (v/v) Tween 20

Blokovaci pufr
- SuSené mléko: 4,5 g/ 100 ml
- TBS

Roztok vyvijece
- 3,71 % (v/v) AP color development pufer
- 0,93 % (v/v) AP color reagent A
- 0,93 % (v/v) AP color reagent B

Pufr na protilatky
- SuSené mléko: 1,7 g/ 100 ml
- TTBS

Roztok primarni protilatky
- 0,1% (v/v) Primarni protilatka, pAb
- Pufr na protilatky

Roztok sekundarni protilatky
- 0,033% (v/v) Sekundérni protilatka
- Pufr na protilatky
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4.2.4 Pristroje pouzité pro laboratorni analyzy

Izolace proteinti
- Analytické vahy (Sartorius)
- Centrifuga Heracus Megafuge 8R Centrifuge (Thermo Scientific)
- Vortex Mixer (Labnet)
- Vortex P-LAB (Velo Scientifica)

SDS-PAGE Elektroforéza
- Zdroj elektrického napéti Standard Power Pack P25 (Biometra)
- Aparatura Typ: G47, Model: Multigel-long (Whatman Biometra)
- Inkubator Dry Bath Incubator, Model MD-02 (Mayor Science)

Western Blotting

- Blotovaci pfistroj TE 77 PWR Semi-dry Transfer UN (Amerscham Biosciences)
- Zdroj elektrického napéti Standard Power Pack P25 (Biometra)

- Automatickd michacka C-MAG HS 7 (IKA®)

- Trepacka KS 130 Basic (IKA®)

4.2.5 Izolace proteini rozpustnych po varu

Pozn.: Je nutné pracovat v rukavicich a vzorky drZet, pokud mozno, stile na ledu.

RozruSeni bunék

Pozn: Rozbiti bunék, pletiv, tkani a zamezeni degradaci proteinti (pfidani inhibitord proteaz).

1) Byly dopfedu pripravené sterilni misky s tlou¢ky zabalené v alobalu (sterilizace probiha
suchym vzduchem pii teplot€¢ 160 °C, 1h) predchlazené v mrazdku (-50 °C), byl donesen
dostatek tekutého dusiku, v jedné nddobce s tekutym dusikem byly doneseny vzorky (do té
doby drzené v -80 °C), dale byl pripraven extrakéni pufr (0.1 M Tris-HCI pH 8.8 s inhibitory
proteaz [1 tableta inhibitorti na 40-50 ml]).

2) Misky s tloucky byly vychlazené pomoci tekutého dusiku, do kazdé misky s tekutym dusikem
byl vloZen jeden vzorek, u kazdého vzorku byla oznacena odriida a hmotnost.

3) Vzorky byly rozdrceny tlouckem na jemny prasek a do misky byl dopliiovan tekuty dusik, aby
vzorky nerozmrzly. Vzorek byl drcen 3x.

4) Do rozdrcenych vzorki zalitych tekutym dusikem byl pfidan extrakéni pufr o objemu 4,5x
vétsim, nez hmotnost vzorkl (4,5 ml pufru na 1 g vzorku), déle byly vzorky rozdrceny se
zmraZzenym extrakénim pufrem na prach.

Priklad:
Odriida g ml
ANNIE 0,338 1,520

BARACUA 0229 1,030
BODYCEK 028 1,260
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BOHEMIA 0,39 1,755
DAGMAR 0,345 1,555

5) Misky s rozdrcenymi vzorky a extrakénim pufrem se nechaly roztat na pfi pokojové teploté.
Centrifugace
6) Po roztati byly preneseny vzorky do 15 ml zkumavek a dany na led.

7) Vzorky byly centrifugovany (5 000 RPM, 20 min, 4 °C; nebo taky 12 000 RPM a 10 min) a
1,8 ml supernatantu byl prenesen do 2 ml zkumavek. Zkumavky byly vloZeny na led.

8) Vzorky byly opét centrifugovany (14 000 RPM, 20 min, 4 °C) a 1,7 ml supernatantu byl
pfenesen do novych 2 ml zkumavek. Zkumavky byly vloZeny na led. (V pripadé preneseni
necistot do nové zkumavky byla opakovana centrifugace a bylo pfeneseno 1,6 ml.)

Vlozeni do vrouci vody

Pozn.: Zachovani pouze termostabilnich proteind.
9) Vzorky byly vloZeny do vrouci vody na 15 min.

10) Vzorky byly dany na 5 min na led a kaZdou minutu se zkumavky otoc€ily o 180 ° a zpatky, pro
odlepeni sedimentu ode dna (neodlepeny sediment od zpodku zkumavky bylo nutné odlepit).

Centrifugace

11) Vzorky byly centrifugovany (14 000 RPM, 20 min, 4 °C) a supernatant byl pfelit do novych
2 ml zkumavek.

12) Z takto pripravenych vzorkl bylo odebrano 3x 300 ul do tiech 2 ml zkumavek. Ke kazdému
vzorku byl pridan pétindsobek ledového 1% merkaptoethanolu rozpusténého v acetonu (1,5
ml), ndsledné byl vzorek zvortexovan.

Pozn.: Merkaptoethanol (beta-merkaptoethanol) funguje jako redukéni Cinidlo -stabilizace vzorku.
13) Vzorky byly inkubovany pres noc v mrazédku pfi teploté -50 °C.

Pozn.: Inkubovat pro vysraZeni termostabilnich proteinti.

14) Dalsi den byly vzorky centrifugovany (14 000 RPM, 20 min, 4 °C).

15) Ke kazdé peleté byl pridan 1 ml vychlazeného 80% acetonu, vzorek byl zvortexovin a
inkubovan v mrazaku -50 °C, 20 min.

Pozn.: Aceton je pouZzit na proplachnuti od moznych necistot.

16) Vzorky byly centrifugovany (14 000 RPM, 15 min, 4 °C), v digestofi byl vylil supernatant, a
peleta byla ponechdna na dné zkumavky.

17) Pelety se nechaly suSit v zapnuté digestori nékolik hodin.
18) Vzorky bylo mozné ihned pouZit (elektroforéza) nebo skladovat pfi teploté -80 °C.

Rozpusténi vzorku

19) Kazda vysuSend peleta byla smisena s 70 ul vzorkového pufru a vortexovdna do rozpusténi.
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vzorkovy pufr:

950 ul 2x Laemmli Sample Buffer prilit
50 u12.5 % merkaptoethanolu

1000 y1 nano H,O.

Pozn.: 2x Laemmli vzorkovy pufr je pouZit pro rozpusSténi vzorku a kompatabilitu s SDS systémem,
obsahuje bronfenolovou modf pro zviditelnéni vzorku pii migraci gelem. Bronfenolovd modrf je
negativné nabitd a migruje spolu s proteiny k anodé, ma malou molekulovou hmotnost, takze
migruje rychleji neZ nejmensi proteiny, glycerol pro zatiZeni vzorki, aby klesly do jamky gelu.
Merkaptoethanol je redukéni ¢inidlo (rozvolnéni disulfidickych mistki).

20) Vzorky byly 5 min inkubovéany pfi teploté 95 °C a stoCeny (kvtli kapkam zkondenzovanym na
vicku).

4.2.6 Proteinova denaturujici elektroforéza SDS-PAGE
(Sodium dodecylsulfat - Protein Acrylamide Gel Electrophoresis)

Pozn.: Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za pritomnosti SDS. Jedna se o separaci proteini
(dehydrinii) na zakladé délky polypeptidového fetézce pomoci migrace v gelu v elektrickém poli.
Délka fragmentt 10 - 250 kD.

1) Byla sestavena dvojice skel pro elektroforézu.
2) Byl pripraven 12,5 % rozdé€lovaci (resolving) gel (asi 12,5 ml na 1 gel).

Pozn.: TEMED (tetramethylethylendiamin) a APS (peroxydisiran amonny) - pfidat az tésné pred
nalitim gelu, protoZe spusti jeho polymeraci (katalyzatory polymerace). SDS (dodecylsiran sodny)
zajist'uje (denaturaci) a zaporny naboj vsech proteint. Tris-HCI slouZ{ pro upraveni pozadovaného
pH. Pomér bisakryamidu a akrylamidu urcuje porozitu gelu.

rozdélovaci gel:
5,3 ml H,O
3,9 ml 40% smési akrylamid-bisakrylamid
3,125 ml 1.5 M Tris-HCI (pH 8.8)
0,125 ml 10 % SDS
33,12 ul 10 % APS
9,75 ul TEMED
Pozn.: 10 % APS pripravime tak, Ze na kazdy mg APS pridame 10 x1 H,O.

3) Rozdé€lovaci gel byl 10x promichan obracenim a pipetou postupné nalévan do prostoru mezi
skly, dokud nebyl jeho horni okraj asi 1 cm pod okrajem skla (cca 11,7 ml gelu).
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4) Strickou byl nastfikan 0,1 % SDS roztok nad gel tak, aby tento roztok vyplnil zbyvajici prostor
(asi 1 cm) nad gelem (zamezeni pfistupu vzduchu zrychli polymeraci)

5) Gel se nechal polymerovat 60 min.
6) Dadle byl pripraven 3 % zaostfovaci (stacking) gel (asi 5 mlna 1 gel).
zaostfovaci gel:
3,285 ml H,O
0,375 ml 40 % smési akrylamid-bisakrylamid
1,125 ml1 0.5 M Tris-HCI (pH 6.8)
0,05 ml 10 % SDS
32 ul 10 % APS
8 ul TEMED
Pozn.: TEMED a APS pridat az t€sné pred nalitim gelu, protoZe spusti jeho polymeraci.

7) Z prostoru mezi skly byl vylit 0,1 % SDS. Pipetou do prostoru mezi skly bylo nalito tolik
zaostfovactho gelu, aby zcela zaplnil zbyvajici prostor (asi 4 ml). Do zaostfovaciho gelu byl
vlozen hiebinek, gel se nechal polymerovat 30 min.

Pozn.: Diskontinualni systém — jsou pouZzity dva typy geli o rozdilném pH a koncentraci
akrylamidu. V zaostfovacim gelu je mensi odpor a mensi napéti, urychluje pohyb proteint a tim se
zaostii bandy.

8) Byla sestavena aparatura pro elektroforézu, kazdy par skel (1 gel) byl pfipnut pomoci dvou
svorek k elektroforéze, do aparatury byl nalit running pufr.

Pozn.: Running pufr stabilizuje pH béhem elektroforézy

9) Do jamek byly napipetovany vzorky
6 ul standardu — komeréné dostupny, smés proteinti o zndmé velikosti
8 ul interniho standardu
8 ul od kazdého vzorku

Pozn.: Na kazdém kraji bylo ponechano nékolik volnych jamek, do nich napipetovat vzorkovy pufr
o stejném objemu (8 ul). Vzorky se nenandsi hned do jamek na krajich kvili okrajovému efektu
(,,smilling effect*) — vznikd zahfivanim a jinym proudem po stranach gelu.

10) Elektroforéza byla zapojena, bylo spusténo chlazeni a nastaven proud 15 mA na 1 gel. Nyni
bylo potfeba pockat, neZ se predni ¢4st mobilni faze dostane na zacatek rozdélovaciho gelu.

11) Hodnota proudu byla zvySena na 25 mA na 1 gel.

12) Dale se pockalo az barva (bromfenolova modr) dojede témér ke konci rozdélovaciho gelu a pak
byl vypnut proud i chlazeni.
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427 Westernovy polosuchy pirenos

(Semi-dry Western Blotting)

Pozn.: Proteiny jsou separovdny SDS-PAGE a nésledné pieneseny z gelu na nitrocelul6zovou
membranu.

1) Pomoci fezacky byly pripraveny blotovaci papiry (6 papir na 1 gel) tak, Ze jsou v kazdé ose
00,2 cm kratsi nez gel. Obdobnym zplsobem byly nakrdjeny i nitrocelul6zové membrany (1
membréna na 1 gel).

2) Blotovaci papiry, nitrocelul6zové membrany i gely byly zality blotovacim pufrem a dany trepat
na 20 min.

Pripravit 300 ml (1 gel) blotovaciho pufru.
blotovaci pufr 300 ml (1 gel):
1,745 g Tris-HC1
0,879 g glycin
60 ml methanol
1,125 ml 10 % SDS
3) Gel byl vyjmut z elektroforézy.

4) Do pfistroje pro Semi-dry blot byl vyskladan ,,sendvic*, ktery se zklada z 3 blotovacich papiri,
1 membrany, 1 gelu a dalSich 3 blotovacich papirti. Kazda vrstva se zaléva blotovacim pufrem,
aby nedochazelo k vysusovani a dikladné se vytlacuji valeckem vzduchové bublinky.

5) Podminky blotovani 0,8 mA/cm? po dobu 55 min.

Pozn.: Jednd se o polosuchy western eletroblotting, hnaci silou pro pfenos proteinti na
nitrocelul6zovou membranu je sila elektrického pole.

6) Nitrocelul6zové membrany byly vyjmuty z pfistroje a zality nanovodou, tiepany 5 min.

7) Membrany byly nechany oschnout a byly preneseny do suchych plastovych petriho misek.
4.2.8 Imunodetekce

Pozn.: Zviditelnéni separovanych proteinti pienesenych na membranu probiha pomoci primarnich

a sekundarnich protilatek.

1) Na 1 membranu bylo pfipraveno 350 ml TBS. 100 ml TBS odlit a ze zbylych 250 ml TBS
pripravit TTBS. S vyuzitim TBS a TTBS byly pfipraveny blokovaci pufr a antibody pufr.

TBS (na 1 membranu):
315 ml deionizované vody
35 ml 10x TBS

TTBS (na Imembranu):
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250 ml TBS
0,125 ml Tween 20

Pozn.: TBS (Tris Buffered Saline) a TTBS (Tris Tween Buffer Saline) - promyvaci roztoky.

blokovaci roztok - blocking solution (na 1 membranu):
1,35 g suSeného mléka

30 ml TBS

Pozn.: Blokovani — pouZiti nizkotu¢ného suSené mléka pro zablokovani zbyvajicich vazebnych

mist pro proteiny na membrané, aby zde nedochéazelo k navazani nechténych proteini.

antibody pufr — pufr pro protilatku (na 1 membranu):
0,75 g suseného mléka

50 ml TTBS

Ponz.: Nosic protilatky.

2)

3)

Membrany v miskdch byly zality deionizovanou a tfepdny 5 min. Deionizovand voda byla
vylita.

Na kazdou membranu bylo nalito 25 ml TBS, tfepano 5 min. TBS byl vylit.

Pozn.: Piiprava membrany na blocking solution.

4)

5)

6)

Na kazdou membranu bylo v misce nalito 30 ml blokovaciho pufru, ttepano 40 min. Blokovaci
pufr byl vylit.

Na kaZzdou membranu v misce bylo nalito 25 ml TTBS, tfepano 5 min. TTBS byl vylit. Tento
krok by proveden celkem 2x.

Smichat antibody pufr s primérni protilatkou, na kaZzdou membrinu bylo nalito 20 ml této
smeési, ttepano 3 h.

priméarn{ protilitka (na 1 membréanu):
20 ml antibody pufru
20 pl primarn{ protilatky (Plant dehydrin)

Pozn.: Primarni protilatky se vazi na oblast KIKEKLPG, coz je ¢ast konzervativniho K-segmentu,

7

ktery je charakteristicky a jedineCny pro vSechny dehydriny. Polyklonalni protildtka pochazi
z krali¢iho séra.

Na kaZzdou membranu v misce bylo nalito 30 ml TTBS, tfepano 5 min. TTBS byl vylit. Tento
krok byl proveden celkem 2x.

Pozn.: Piiprava membrany na antibody pufr.

8)

Antibody pufr byl smichan se sekundarni protildtkou, na kazdou membranu bylo nalito 25 ml
této smési, trepano 1,5 h.

sekundarni protilatka (na 1 membrinu):
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- 25 ml antibody pufru
- 8,25 ul sekundarn{ protilatky

Pozn.: Sekundarni protilatka se vaZe na primarni protilatku, jedna se o Goat Anti-Rabbit IgG AP
conjugate.

9) Membrany v miskdch byly zality TTBS, tfepano 5 min. TTBS byl vylit. Tento krok byl
proveden celkem 2x.

10) Membrany v miskach byly zality TBS, tfepano 5 min. TBS byl vylit.
11) Na kaZdou membranu v misce bylo nalito 20 ml vyvijece, tfepano 10 min.
vyvije¢ (25 ml na 1 membranu):
24 ml deionizované vody
1 ml AP color development pufru
0,25 ml AP color reagent A
0,25 ml AP color reagent B

12) Membrany v miskdach byly zality deionizovanou vodou, tfepano 5 min. Deionizovand voda byla
vylita.

13) Membrany v byly miskach zality deionizovanou vodou, tfepany 5 min a oskenovdny na
skeneru.

4.2.9 Kvantitativni analyza dehydrinu

Relativni densita dehydrinovych bandi byla vyhodnocena softwarem Quantity One 4.6.2
(Bio-Rad). Urceni hodnoty intenzity jednotlivych bandd probéhlo oznacenim bandli a k nému
piislusné dvé pozadi. Pimér intenzity dvou pozadi (B1, B2) byl ode¢ten od intenzity bandu (U1),
timto zplisobem byla uréena intenzita bandu (Obr. 15). Déle byla provedena matematicka
transformace dat s cilem standardizovat a kvantifikovat akumulaci dehydrind a soucasné eliminovat
vliv pozadi. Méfeni probéhlo ve 3 biologickych a 2 technickych opakovéanich, jednalo se tedy
celkem o 6 opakovani. Bandy kazdé odrudy byly seCteny a tim vznikla celkova relativni akumulace
dehydrinti u kazdé odrtidy (viz tabulka prilohy ¢.1).

e R

HEH
i

Obrazek 15: Ukazka oznaceni bandu (U1) a jeho pozadi (B1, B2)
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Statistické zpracovani vysledkti probéhlo pomoci programu R (verze 3.6.2):

Zobrazeni rozloZeni dat, identifikace a vyfazeni odlehlych pozorovéani v naméfenych datech

Testovani vlivu odriidy na relativni akumulaci dehydrinii

Analyza rozptylu (ANOVA), pro hodnoceni normality byl pouzit Shapiro-Wilkiv test,
studentizovana verze Bresch-Paganova testu byla pouZita pro testovani homoskedasticity
(shodnost rozptylit), dale byla pouzita Tukeyho procedura mnohonasobného porovnavani

Testovani vlivu skupiny zimovzdornosti na relativni akumulaci dehydrini

Analyza rozptylu (ANOVA), pro hodnoceni normality byl pouzit Shapiro-Wilktv test, pro
testovani homoskedasticity (shodnost rozptyltl) byla pouzita studentizovana verze Bresch-
Paganova testu s Whiteovu HC3 tupravou, pro mnohondsobné porovnani byla pouzita
Hothorn-Bretz-Westfallova procedura s Whiteovou HC3 upravou

Testovani vlivu stupné zimovzdornosti na relativni akumulaci dehydrinii
Shapiro-Wilkliv test normality, studentizovany Breusch-Paganliv test homoskedasticity
rezidui, linedrni regrese

4.2.10 Kvalitativni analyza dehydrini

Analyza vyhodnoceni molekularni hmotnosti jednotlivych dehydrinti u 22 odrtd pSenice

byla uskutecnéna pomoci softwaru Quantity One 4.6.2. Urceni molekulové hmotnosti prob&hlo
pomoci standardu ALL Blue Precision Plus Protein Standards (Bio-Rad; Obr. 16), ktery byl nanesen

spolecné se vzorky na gel pro elektroforézu, od znamych velikosti proteinti standardu byla odecténa
velikost analyzovanych dehydrinti (Obr. 17).

- 250 kD

-180
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— - 20
- 15
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Obrazek 16: Zobrazeni smési deseti modfe zbarvenych rekombinantnich proteinti 10-250 kD (Bio-Rad)
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Obrazek 17: Reprezentativni imunobloty 22 testovanych odrid, M - ALL Blue Precision Plus Protein
Standards (Bio-Rad), IS — interni standard (smésny vzorek) nutny pro normalizaci kvantit mezi gely
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5 Vysledky

5.1 Kbvantitativni analyza dehydrinti

5.1.1 RozloZeni dat a identifikace odlehlych pozorovani

Vzhledem k charakteru méfeni je mozné, ze v nékterych piipadech nebyla relativni
akumulace dehydrinli zméfend spravné. Je tedy zddouci zdat vyfadit potencidlni odlehla
pozorovani, jejichz ponechani by mohlo (chybné) ovlivnit vysledky statistické analyzy. Nejdfive
byly zobrazeny procentni rozdily jednotlivych méfeni relativni akumulace dehydrini vzhledem
k priméru pro kazdou zkoumanou odriidu pSenice zvlast (u kazdé odridy byl spocitdn primér a
analyzovano, jak se pozorovani lisi od priméru dané odriidy). Na krajich histogramu nize vidime 2
podezield mefeni (Obr. 18). Konkrétné se jedna o 3. méfeni u odriidy Elly a 3. méfeni v datech
u odridy Mironovska (viz ptiloha €. 1).

15 20 25 30 35

Frekvence

10

5
|

20 % 40 % 60 % 80 % 100 % 120 % 140 % 160 % 180 %
% rel. akumulace dehydrint vzhledem k prim. odridy

Obrazek 18: Histogram podilu hodnot relativni akumulace dehydrinti pozorovani a priiméru dané odridy

Vzhledem k charakteru této analyzy byl dilezity pfedevsim vliv odlehlého pozorovani na
odhad linearniho modelu. Pro otestovani byl odhadnuty linedrni model relativni akumulace
dehydrint v zavislosti na odrid¢é pSenice a byly analyzovany hodnoty jeho studentizovanych
rezidui. Tato rezidua by méla mit Studentovo t-rozdéleni s uréitym poctem volnosti (zavislym na
poctu pozorovani a poctu vysvétlujicich proménnych, resp. jejich kategorii). Dilezity poznatek je
vSak vtom, Ze t-rozdéleni by mélo mit stfedni hodnotu 0 a histogram podobny normélnimu
rozdéleni. Pfi pohledu na histogram studentizovanych rezidui naSeho modelu je velmi zfetelné vidét
jedno odlehlé pozorovani. Jednalo se o pozorovani 3. méfeni v datech u odridy Mironovska a
vzhledem k druhému potvrzeni jeho odlehlosti bylo z dat vylouceno, 3. méteni u odridy Elly neni
tieba vyloucit (Obr. 19).
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Obrazek 19: Histogram studentizovanych rezidui pro urceni odlehlych pozorovani

Hlavnim cilem této analyzy je zjistit, zda se naméfend relativni akumulace dehydrint
v jednotkach RD*mm? 1i8i v zavislosti na odrtidé, jeji zimovzornosti (nizka stiedni, vysoka) a
stupn€ zimovzdornosti (1-9, 1 - nejnizsi zimovzdornost, 9 - nevyssi zimovzdornost).

(=]
<

Frekvence
20 30
|
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I T T | T T
0.0 0.5 1.0 1.5 20 25 3.0

Relativni akumulace dehydrind v jednotkdch RD*mm?2

Obrazek 20: Histogram relativni akumulace dehydrintt v RD*mm?2 pro celé data, ktera budou vyuzita v dalsi
analyze (bez odlehlého pozorovani)
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5.1.2 Vliv odriidy na relativni akumulaci dehydrini

V nasledujicim grafu je zobrazeno (Obr. 21), jak se praimérna relativni akumulace dehydrini
1i81 mezi jednotlivymi odridami. Kromé priméru je v grafu znazornéna i smérodatnéd odchylka
méteni v jednotlivych skupinach. D4 se predpokladat, Zze formalni testy potvrdi hypotézu, ze mezi
nékterymi odridami se relativni akumulace dehydrinti vyznamné lisi.

An Bar Bdc Eloh Dgr EI Frs Gns Grd JuI Imp er st Par Rbl Ref Sac Sld Stf Sul Tbk Vns
Odrida

Obrazek 21: Primérné relativni akumulace dehydrint dle odrid
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K otestovani hypotézy zavislosti relativni akumulace dehydrinii na odradé bylo pfistoupeno
v prvni fadé konstrukei linedrniho modelu. Pfedpokladem pro pouziti analyzy rozptylu (Anova) je
nezévislost méteni, normalita dat a homogenita rozptylti. Analyzou a testovanim vlastnosti rezidui
bylo zjisténo, zda jsou splnény piedpoklady, které budeme pottebovat pro dalsi testy. (Pokud by
byla napftiklad pfimo testovana normalita relativni akumulace dehydrinti jednotlivych odrid,
vzhledem k malému poctu pozorovani u kazdé skupiny by normalita jisté nebyla zamitnuta).
Nezamitnuti obou dulezitych vlastnosti rezidui potvrzuji i formalni testy. Pro normalitu byl pouzit
Shapiro-Wilklv test, jehoz vysledkem byla p-hodnota 0,07 a pro homoskedasticitu (shodnost
rozptyld) studentizovanou verzi Bresch-Paganova testu také s vyslednou p-hodnotou rovnou 0,07.
Na hladiné¢ spolehlivosti 0,05 tedy normalita ani homoskedasticita rezidui nebyla zamitnuta. Diky
tomu jsou splnény vSechny piedpoklady Anova testu a miize byt proveden.
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Analyza rozptylu (Anova)

Bylo otestovano, jestli se lisi relativni akumulace dehydrinti u riznych odrid pSenice
(testovani rozdilu stiednich hodnot odrtid). Diky p-hodnoté 2,2*10°16, ktera je niz§i nez hladina
spolehlivosti 0,05 miizeme tvrdit, Ze nulova hypotéza o shodné relativni akumulaci dehydrint nap#ic
jednotlivymi odridami je zamitnuta. Relativni akumulace dehydrini se tedy mezi odridami
statisticky vyznamné li§i (v souboru je asponi jedna odrtda s jinou relativni akumulaci dehydrini).

Tabulka 2: Vysledky analyzy rozptylu

Df (pocet stupiili volnosti) |F hodnota | P hodnota
21a109 12,253 2,2*%10716

Tukeyho procedura mnohonasobného porovnavani

Pro testovani, mezi kterymi odriidami piesné se relativni akumulace dehydrint lisi, byla
pouzita takzvana Tukeyho proceduru mnohonasobného porovnéavani. Tato metoda pocita s upravou
p-hodnot vzhledem k mnohondsobnému porovnavani a je pro pouziti v této situaci vhodna. Jejimi
ptedpoklady jsou normalita a homoskedasticita v rdmci jednotlivych porovnévanych skupin (odriid)
a také vyvazena struktura méteni (idedlné stejny pocet v kazdé skupin¢€). Po vylouceni 1 pozorovani
z analyzovanych dat zde sice dokonale vyvéazena strukturu neni, ale je popsano, Ze pokud je
vyvazenost blizko Gplné, problémy to nezplsobuje. Normalita a homoskedasticita v rdmci skupin
zamitnuta neni (viz vyse), a tedy je mozné piejit k vlastnimu testu. Vysledkem jsou p-hodnoty
testovani hypotéz o stejné relativni akumulaci dehydrinti kazdé dvojice odriid. Tabulku se vSemi
vysledky je zobrazena na nasledujici strance (Tab. 3). Cervené oznalena pole v tabulce jsou
znazornéné dvojice, které se od sebe statisticky vyznamné lisi.
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5.1.3 Vliv skupiny zimovzdornosti na relativni akumulaci dehydrini

Pti pohledu na histogramy a boxploty relativni akumulace dehydrinti vzhledem ke skupindm

zimovzdornosti (Obr. 22; Obr. 23) je vidét, Ze predevsim odridy, které spadaji do skupiny s vysokou

zimovzdornosti maji vyssi relativni akumulace dehydrind oproti odridam, které spadaji do skupiny
s nizkou a stiedni zimovzdornosti.

Frekvence

Frekvence

Frekvence

Obrazek 22: Histogram nizké, stfedni a vysoké skupiny zimovzdornosti
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Obrazek 23: Boxplot relativni akumulace dehydrint podle skupin zimovzdodnosti
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Obrazek 24: Relativni akumulace dehydrinti jednotlivych odrid podle skupin zimovzdodnosti
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V druhé casti je testovano, zda se relativni akumulace dehydrint li$i pro odridy z rizné
skupiny zimovzdornosti. Testovani probéhlo podobnym zptisobem jako v predchozi kapitole, tedy
op¢t linearnim modelem. Tentokrat byla testovana zavislost relativni akumulace dehydrinii na
skupin¢ zimovzdornosti. Obé vlastnosti byly otestovany na reziduich formalnimi testy, tj. byl
proveden Shapiro-Wilklv test normality a studentizovany Breusch-Paganiv test homoskedasticity.
Po provedeni testu bylo dosazeno p-hodnot 0,35 a 0,02, tedy normalitu na hladin€ vyznamnosti 0,05
nebyla zamitnuta, homoskedasticitu vSak ano.

Analyza rozptylu (Anova)

Nekteré predpoklady klasické anovy nejsou splnény (homoskedasticita). Anova test ovsem
nabizi i variantu s pouzitim smérodatnych odchylek zohlednujicich heteroskedasticitu rezidui,
takzvanou Whiteovu HC3 upravu. Po provedeni testu jsme dostali vysledky v tabulce 4. Vypoctena
p-hodnota 1,516*107 lezi hluboko pod hladinou spolehlivosti 0,05, a tedy nulova hypotéza o
shodnosti relativni akumulace dehydrinti napfic¢ skupinami zimovzdornosti byla zamitnuta.

Tabulka 4: Vysledky analyzy rozptylu

Df (pocet stupiili volnosti) |F hodnota |P hodnota
2a128 17,796 1,516*107

Hothorn-Bretz-Westfallova procedura

Bylo otestovano, ze relativni akumulace dehydrinti se mezi skupinami zimovzdornosti 1isi.
Dale bylo tieba zjistit, mezi kterymi skupinami je tento rozdil statisticky vyznamny. Kdyby opét
byla pouzita Tukeyho procedura mnohondsobného porovnavani s porusenym piedpokladem
homoskedasticity, mohly by byt nespravné vysledky. Pouzita byla tedy Hothorn-Bretz-Westfallova
procedura, kterda se da wudélat i spouzitim smérodatnych odchylek robustnich vici
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heteroskedasticité. Opét byla pouzita Whiteova HC3 tprava. Vysledky testovani jsou uvedeny
v tabulce nize (Tab. 5). Pohledem na velikosti p-hodnot je zfejmé, Ze statisticky vyznamny rozdil
v relativni akumulaci dehydrinii je mezi skupinou odrid s nizkou zimovzdornosti a vysokou
zimovzdornosti a dale mezi skupinou se stiedni zimovzdornosti a s vysokou zimovzdornosti. Mezi
skupinami s nizkou a stfedni zimovzdornosti neni statisticky vyznamny rozdil.

Tabulka 5: Vysledky Hothorn-Bretz-Westfallovy procedury

95 % interval

Rozdily skupin Odhad spolehlivosti p-hodnota
dolni mez horni mez

stfedni - nizka 0,007 -0,135 0,149 0,992

vysokd - nizkd 0,466 0,263 0,669 <10°

vysokad - stfedni 0,458 0,268 0,649 <10°
2
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Skupiny zimovzdornosti

Obrazek 25: Odhady rozdilt a jejich 95 % intervaly
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5.1.4 Vliv stupné zimovzdornosti na relativni akumulaci dehydrint

K formélnimu otestovani (linedrni) zavislosti relativni akumulace dehydrinii na
zimovzdornosti (,,coby spojité proménné*) byl pouzit linearni model. Regresorem v ném bude
zimovzdornost, odezvou relativni akumulace dehydrini. Po konstrukci popsaného linearniho
modelu bylo pfistoupeno k testu jeho predpokladii. Opét byl pouzit Shapiro-Wilklv test normality
a studentizovany Breusch-Paganiv test homoskedasticity rezidui. Otestovanim bylo dosazeno po
fad¢ p-hodnoty 0,8642 a 0,0214. Normalita rezidui tedy nebyla nezamitnuta, homoskedatisticita
vSak ano. Pro test zavislosti relativni akumulace dehydrint na zimovzdornosti tedy byly podobné
jako v ptedchozi kapitole pouzity smérodatné odchylky zohlediujici heteroskedaticitu. Ty byly
spoCteny pomoci Whiteovy HC3 tpravy. Standardni vystup regresniho modelu (s upravou
smérodatnych odchylek a jejich pouzitim v t-testu) je zobrazen niZe v tabulce 6.

Tabulka 6: Vysledky linearni regrese

Odhad koeficientu | Smérodatnd odchylka | T hodnota |P hodnota
Absolutni ¢len 0,664 0,104 6,265 2,919*10”
Efekt zimovzdornosti 0,126 0,022 5,778 6,793*10°8

V tabulce je vidét, Ze odhadnutd regresni piimka ma tvar y = 0,126 x + 0.664, pro rel.
akumulaci y a zimovzdornost x, korelace ma hodnotu r = 0,525 relativni akumulace a vysvétluje
zimovzdornost z 28% (R? = 28), coz je statisticky vyznamna stiedni zavislost. Vzhledem k p-
hodnoté t-testu testujiciho zavislost rel. akumulace dehydrin na zimovzdornosti rovné 6,8%107%
miZze byt tvrzeno, ze na hladin€ spolehlivosti 0,05 rel. akumalce dehydrinii na stupni zimovzdornosti
zavisi. Regresni pfimku v grafu mtizeme vidét v nasledujicim grafu (Obr. 26).
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Obrazek 26: Zavislost relativni akumulace dehydrinti na zimovzrodnosti
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5.2 Kbvalitativni analyza dehydrint

M IS An Bar Bd¢ Boh Dgr El Frs Gns Grd Jul Imp M IS Mir Nvs Par Rbl Ref Sac SId Stf Sul Tbk Vns
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Obrazek 27: Reprezentativni imunobloty testovanych odrid. M - ALL Blue Precision Plus Protein Standards
(Bio-Rad), IS — interni standard (smé&sny vzorek)

Zvlasté vyrazny rozdil byl pozorovan u odridy Mironovskd 808, kde nebyl detekovan
dehydrin WCS66, misto néj byl detekovan dehydrin o velikosti cca 24 kDa. Tento dehydrin o délce
24 kDa byl detekovan pouze u odriidy Mironovska 808. VSechny ostatni dehydriny - WCS66,
WCS120, WCS 40, 16 kDa a 15,5 kDa byly pozorovany u odriid Annie, Dagmar, Gordian, Julie a
Novosibirskaya 2 (Obr. 27).

Tabulka 7: Detekce a identifikace jednotlivych dedydrini u kazdé odridy pSenice (,,x*“ = dehydrin je
pritomen, ,,-“ = neni prokazana ptitomnost dehydrinu)

66 kDa 50 kDa 40 kDa
(WCS 66) | (WCS 120) | (WCS 40) | 24kDa | 16kDa | 15,5kDa
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6 Diskuse

Nizké teploty indukuji aklimatizaci, pfipravu rostlin na nizké teploty. To se tyka i zmén
obsahu a slozeni proteintl u ozimych obilovin, coz vede k ziskani zvySené tolerance vi¢i nizkym
teplotam. U ozimych obilovin je proces aklimatizace spojen se zvySenou akumulaci dehydrinovych
proteint, konkrétné se jednd o rodinu dehydrint WCS120 (Sarhan et al. 1997, Vitamvas et al. 2007,
Kosova at al. 2008).

Vyznamna korelace mezi relativni akumulaci dehydrinového proteinu (celkové mnoZzstvi
WCS120) a WS (pteziti zimy) skore u ozimych ptenic byla nalezena pti odbérech v listopadu. Tato
data vSak byla ziskdna pouze u mladych rostlin ve vegetativni fazi (stadium 3 listll) péstovanych za
kontrolovanych podminek ristové komory, kde lze ptisné regulovat vSechny faktory prostredi
(Vitamvas et al. 2007). Tuto korelaci vSak bylo potieba ovéfit v pfirozenych podminkach, proto
byly odridy psenice v této diplomové praci péstovany na poli bez ovlivnéni vnéjsich faktori. Dalsi
vysledky imunoblotovych analyz ukazaly, Ze na rozdil od kontrolovanych podminek v ristové
komote, kde byla zjisténa vyznamna korelace mezi jednim WCS120 proteinem (50 kDa) a riznymi
tolerancemi odrid pSenice k mrazu, je tfeba ziskat celkové mnozstvi vSech WCS120 proteinti
detekovanych v imunoblotech k ziskani vyznamné korelace s WS (pfeziti zimy) u rostlin pSenice
ozimé péstovanych na poli (Vitdmvas et al. 2019). Odolnost vi¢i mrazu v zimé¢/mrazu piedstavuje
kvantitativni znak kumulativni povahy, jehoz vysledna troven piedstavuje vysledek aditivnich
ucinki nékolika riznych faktort véetné akumulace proteint chranicich pied stresem (Thomashow
1999; Ruelland et al. 2009). To byl diivod, pro¢ byl pouzit pro analyzu u kazdé odriidy soucet densit
vSech dehydrinovych bandi WCS120.

Studie zamétfené na indukci mrazové tolerance (LT50) nebo dehydrinovych proteind
(transkriptll), akumulujicich se pii klesajicich teplotach, naznacuji, Ze ozimé odridy obilovin
s vysokou odolnosti vi¢i mrazu zacinaji indukovat mrazovou toleranci (LT50) a akumuluji
dehydrinové proteiny pii vyssich teplotach nez rostliny s nizsi toleranci. Proto na podzim odridy
vysoce mrazuvzdorné za¢inaji hromadit dehydrinové proteiny diive vzhledem k méné tolerantnim
(Galiba et al. 2009). Proto byly v listopadu pozorovéany relativné vysoké rozdily v hladinach
dehydrinu mezi rizn€ odolnymi ozimymi odridami. V pozdéjsich terminech odbéru vzorkl po
delsich obdobich nizkych teplot zaénou odridy ozimé pSenice a je¢mene, které jsou méné odolné
vici mrazu, také hromadit dehydrinové proteiny, takze rozdily v relativni akumulaci dehydrinovych
proteinil mezi ozimymi odriidami s vysokou odolnosti vii¢i mrazu viici méné tolerantnim se staly
relativné nizsi ve srovnani s predchozimi daty odbéru vzorka (Fowler 2008; Vitamvas et al. 2010;
Kosova et al. 2013). Také bylo zjiSténo, Ze béhem vernalizace ozimych obilovin se vyznamné
snizuje jejich schopnost vyvolat zvySenou toleranci k nizkym teplotdm a syntetizovat chladem
indukované proteiny. Pfi nepfetrzitém chladu si vernalizované ozimé obiloviny zachovavaji
zvySenou hladinu za studena indukovanych proteinti véetné dehydrint v dtsledku jejich predchozi
akumulace pfed vernalizaci. ZvySené teploty vSak vedou k degradaci proteinii indukovanych
chladem. Nasledné snizeni teploty pak vede k vyznamné niz$i de novo akumulaci za chladu
indukovanych proteint ve vernalizovanych ozimych obilovinach oproti nevernalizovanym (Dhillon
et al. 2010). Proto v oblastech s mirnymi zimami, pro které jsou charakteristické periody mrazu a
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tani, které vedou ke stfidani aklimatizace a deaklimatizace, akumulace chladem indukovanych
proteint, jako jsou dehydriny, odpovidd mrazuvzdornosti rostliny pouze u nevernalizovanych
rostlin. Aby bylo mozné pouzit akumulaci dehydrinovych proteinii jako ukazatele mrazové
tolerance u ozimych obilovin, musi byt v regionech s mirnym podnebim, jako je Ceska republika,
doporucen odbér vzorkl obilovin ozimého typu pted vernalizaci. Proto se zd4 byt druh4 polovina
listopadu (zacatek zimy) pro odbér vzorkli nejptiznivéjsi, v tuto chvili uz by mély byt rostliny
otuzené a mély by syntetizovat latky, které jim zajiSt'uji ochranu pted nizkymi teplotami (ideélné
n¢kolik dni pod 10°C). Pti pozdéjsich terminech odbért (v lednu a unoru) uz by mohla byt vétsi
variabilita uvnitt vzorku, jelikoz pokus probiha na poli, miiZze dochéazet k riznym zménam (stfidani
vysokych a nizkych teplot, led na poli, okus zvitaty, plisent snéznd), coz mize ovlivnit mnozstvi
syntetizovanych dehydrinti (Vitimvas & Prasil 2008).

Jeden gen muze kddovat fadoveé az stovky riznych proteint (diky alternativnimu sestiihu,
editaci mRNA a posttranslacnim upravam). Jejich syntéza zavisi na vyvojovém stadiu, daném
pletivu, subcelularni lokalizaci a na podminkéach vnéjsiho prostiedi (Heazlewood & Millar 2006).
Abundanci proteinil proto nelze usuzovat pouze na zaklad¢ transkripti (Kosova et al. 2011). Pii
studiu stresu je Casto vyuzivana komparativni proteomika, kdy dochazi ke srovnani kvalitativniho
i kvantitativniho slozeni proteini u kontrolnich versus stresovanych rostlinnych materiali nebo
riznych genotypid. Proteom rostliny je velice heterogenni a dynamicky, jedna se o soubor proteinti
a vSech jejich modifikaci nachézejicich se v pletivu rostliny v daném okamziku. Proteiny se pfimo
podileji na utvafeni pfizpisobeni se zménam vné&jSiho prostfedi vcetné stresu, proto maji
proteomické studie dalezitou funkci ve vyzkumu odezvy zemédélskych plodin na abiotické i
biotické stresové faktory (Hnilicka & Stfeda 2016).

V této diplomové praci bylo studovano 22 odrid ozimé pSenice, jednalo se o odridy Annie,
Baracuda, Bodycek, Bohemia, Dagmar, Elly, Frisky, Genius, Gordian, Julie, LG Imposanto,
Mironovska 808, Novosibirskaya 2, Partner, Rebell, RGT Reform, RGT Sacramento, Seladon,
Steffi, Sultan, Tobak, Vanessa. Analyzou imunobloti byly zjiStény kvantitativni 1 kvalitativni
rozdily v akumulaci dehydrinii. Zvlasté¢ vyrazny rozdil v syntéze jednotlivych dehydrini byl
u odriidy Mironovska 808, kde nebyl detekovan dehydrin WCS66, misto néj byl detekovan dehydrin
o velikosti cca 24 kDa (obr. 27). Tento kvalitativni rozdil dosud nebyl pozorovan u predchozich
experimentl (Vitamvas et al. 2007, Vitamvas & Prasil 2008). Genotyp se tedy 1isi od genotypu
stejné odriidy ziskané z genobanky VURYV, v.v.i. v minulych dekadach. Je mozné, ze doslo
k posunu v genomu Mironovské 808 béhem mnoZeni testovanych odrid z jednoho klasu. To ale
pravdépodobné nemélo vliv na celkové mnozstvi dehydrini akumulovanych v odridé
Mironovska 808 a tak ani na kvantitativni analyzu.

Nejvyssi relativni akumulaci dehydrini mély odridy Mironovska 808 a Novosibirskaya,
které ob&é maji zarovenl 1 nevyssi stupeit zimovzdornosti (8) z analyzovaného souboru odriid.
Nejnizsi relativni akumulaci dehydrini méla odrida Rebell, jejiz stupenn zimovzdornost patii
a ve stfedu $kaly stupniii zmovzdornosti 1-9 (resp. v tomto vybérovém souboru 2,5-8), neni zfetelny
vyznamny rozdil v relativni akumulaci dehydrind. Oproti tomu u odrid s vyS$$im stupném
zimovzdornosti (Mironovska 808, Novosibirskaya 2) je rozdil vyznamny, zde by mohl mit vliv
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puvod odrud a jejich dlouhodobé adaptace na mistni podminky. Odrida Mironovskd ma ptivod na
Ukrajin¢ a Novosibirskaya 2 pochazi z Ruska (porovnani odli$nosti jednotlivych odrid viz tab. 3,
obr. 21). U odrtidy Bohemia byla namétena nizsi relativni akumulace dehydrini, nez by mohlo byt
o¢ekavano vzhledem k jejimu vysokému stupni zimovzdornosti 7.

U analyzovaného souboru odriid byla také prokazana statisticky vyznamna korelace relativni
akumalce dehydrinti a stupné zimovzdornosti, coz je v souladu s pfedchozimi publikacemi
(Vitamvas et al. 2010, Kosova et al. 2013, Vitamvas et al. 2019). Vitamvas et al. 2010 uvadi, Ze
v kontrolovanych podminkach ristové komory ptfedpovida relativni akumulace dehydrini az ze
70 % zimovzdornost u korelace linearniho modelu. V této diplomové préci u pSenic péstovanych na
poli bylo vyhodnoceno, Ze relativni akumulace dehydrint vysvétluje z 28 % zimovzdornost, coz
naznacuje, ze k odolnosti odrid vici nizkym teplotdm piispivaji i dalsi slouceniny a procesy.
Muzeme tedy u obou studiji pozorovat stejny trend vétsi akumulace dehydrinti u odolnéjsich odrud,
ovSem v polnim pokusu je tento trend pozorovan v men$i mife, to muize zplisobovat mnoho
abiotickych faktorl, které na poli na rostliny ptisobi (dostupnost vody, teplota, svételné zateni).
Bylo by déle potfeba vyhodnotit vice sezon po sob€, abychom mohli do vysledkii zahrnout vliv
ro¢niku (tento vyzkum nadéle pokracuje ve Vyzkumném ustavu rostlinné vyroby, v.v.i., v Praze).
Dale bylo prokazéno, Ze pfi rozdéleni souboru odriid na odrudy s nizkou, stfedni a vysokou
zimovzdornosti se statisticky vyznamné lisi pouze odriidy s vysokou zimovzdornosti od odrid se
stiedni 1 nizkou zimovzdornosti, coz by mohlo slouzit k odliSeni odolnych odrid. Celkové mnoZzstvi
WCS120 dedydrinit odebranych u rostlin s dosud neukoncenym vernalizacnim pozadavkem by
mohlo slouzit jako ukazatel (marker) odolnosti plodin péstovanych laboratornich i v polnich
podminkach, coz uz naznacovaly i studie Vitamvas et al. 2010 a Vitamvas et al. 2019. Vysledky
této diplomové prace tedy podporuji hypotézu o vhodnosti analyzy akumulace dehydrinii pro odhad
odolnosti odrid vici abiotickym stresim. Snaze by tak mohlo dochdzet k vybéru odolnych
genotypl pSenice pro dalsi Slechténi rostlin.
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7 Zavér

V této diplomové praci byla studovana akumulace specialnich proteinti, dehydrint, pomoci
SDS-PAGE elektroforézy a imunoblotu. Vyhodnoceni probéhlo na zaklad¢ density dehydrinovych
bandi a jejim porovnanim odrtid mezi sebou. Otestovani jednotlivych opakovani prokazalo, Ze mezi
opakovanimi neni statisticky vyznamny rozdil, tudiz je tato metoda opakovatelna.

Prvni hypotéza, ze odridy pSenice s vySsi odolnosti vi¢i chladu akumuluji ve vegetativnim
stadiu vice dehydrintl ve stresovanych pletivech, byla potvrzena. Pro tuto analyzu byly vyuzity tfi
skupiny zimovzdornosti - nizkd, stiedni a vysokd, v zavislosti na celkové densit¢ vSech
dehydrinovych bandl u kazdé odridy. Z naméfenych dat bylo statistickou analyzou prokazano, ze
odrady, které spadaji do skupiny odrtid s vysokou zimovzdornosti, se statisticky vyznamé lisi od
odrad, které spadaji do skupiny se stfedni a nizkou zimovzdornosti. OvSem odridy s nizkou a
sttedni zimovzdornosti se od sebe statisticky vyznamné neli$i. Vyznamné vysSi akumulace
dehydrinovych proteini mohla byt pozorovana pouze u odrd s vysokou zimovzdornosti.

Druha hypotéza, Ze pokud je akumulace dehydrind geneticky podminénd, 1ze predpokladat
zavislost odolnosti vici nizkym teplotdm na obsahu dehydrinti u odriid pé€stovanych v polnich
podminkdch, byla také potvrzena. Statistickou analyzou byla prokdzdna zdvislost relativni
akumulace dehydrinti (vlastni proteomicka analyza) na zimovzdornosti (hodnoceni odriild pomoci

Tvv s YV,

stupnice 1-9, kdy 1 - nejnizsi zimovzdornost, 9 - nevyssi zimovzdornost).

Z téchto vysledki Ize tedy vyvodit, Ze velmi odolné odridy ozimé psenice k chladu a mrazu
maji vice akumulovanych dehydrinti v obdobi aklimatizace nez ostatni odriidy. Nésledné také lze
konstatovat, ze lze pozorovat zavislost mezi odolnosti odridy k nizkym teplotam a celkovému
mnozstvi akumulovanych dehydrinti. Dehydriny by tak bylo mozné vyuzit jako ukazatele (markery)
odolnosti pSenic péstovanych i v polnich podminkéch. Ovsem je potieba otestovat vice genotypt
v polnich podminkéch i v dalSich sezondch pro ovéfeni spolehlivosti dehydrinovych analyz jako
markeru odolnosti vii¢i danym abiotickym strestim.

Vysledky diplomové prace byly publikovany v asopisu Uroda v &lanku Vitamvas et al.
2019 (ptiloha €.2). Tento vyzkum nadéle pokracuje 1 v dalSich sezénach ve Vyzkumném ustavu
rostlinné vyroby, v.v.i., v Praze, na Odboru genetiky a Slechténi rostlin pod vedenim Mgr. Pavla
Vitdmvase, Ph.D. Je nutné ovéfit rozdily mezi ro¢niky, kdy mohou rozdilné plisobit podminky
prostiedi a s nimi spojené odliSné abiotické stresy plsobici na rostliny.
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10. Seznam pouzitych zkratek a symboli

ABA - abscisic acis, kyselina abscisova

ASP - anaerobic stress protein, proteiny indukované sniZenou koncentraci kysliku

APS - persulfat amonny

BBCH - Biologische Bundesanstalt, Bundessorenamt and Chemical industry, fenologicka stupnice
FAPPZ CZU - Fakulta agrobiologie, potravinovych a pfirodnich zdroji, Ceskd zemé&délska
univerzita v Praze

HSP, HS protein - heat shock protein, protein teplotniho Soku

Kn - dehydrin obsahujici n pocet K-segmenti

KnS - dehydrin obsahujici n pocet K-segmenti a S-segment

LEA proteiny - late embryogenesis abundant protein, proteiny pozdni faze embryogeneze

Mb - megabase-pair, pary bazi

RD - relative density

SDS-PAGE - Sodium dodecylsulfat - Protein Acrylamide Gel Electrophoresis, elektroforéza
v polyakrilamidovém gelu v pritomnosti dodecylsiranu sodného

SZ - stupeni zimovzdornosti

SKn - dehydrin obsahujici S-segment a n pocet K-segmenti

TBS - tris-pufrovany fyziologicky roztok

TEMED - NN ,N'\N'-tetramethyl-ethylendiamin

TGS - Tris-Glycin-SDS

TTBS - roztok sloZzeny z TBS a Tween 20

WCOR - wheat cold-regulated

WCS - wheat cold-specific

WS - winter survival, preZziti zimy

YnKn -dehydrin obsahujici n pocet Y-segmenti a K-segmentt

YnSKn - dehydrin obsahujici n pocet Y-segmenti, S-segment a n pocet K-segmentt
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Samostatné prilohy

Ptiloha ¢. 1: Namétené hodnoty relativni akumulace dehydrint u 22 odrtd psenice, pro
kazdou odrtiidu probéhla 3 biologicka a 2 technicka opakovani

Odrida | Relativni akumulace dehydrinii Odrida | Relativni akumulace dehydrinii

An 1,689 Mir 1,640
An 1,757 Mir 2,057
An 1,330 Mir 0,430
An 2,022 Mir 1,485
An 2,093 Mir 1,574
An 1,383 Mir 1,730
Bar 1,098 Nvs 2,540
Bar 1,418 Nvs 1,877
Bar 1,219 Nvs 2,593
Bar 1,528 Nvs 1,849
Bar 1,459 Nvs 1,897
Bar 1,064 Nvs 2,276
Bd¢ 1,330 Par 1,467
Bd¢ 1,487 Par 1,197
Bd¢ 1,425 Par 1,177
Bd¢ 1,532 Par 1,141
Bd¢ 1,291 Par 1,525
Bd¢ 1,359 Par 1,435
Boh 0,940 Rbl 0,764
Boh 1,016 Rbl 0,496
Boh 1,175 Rbl 0,555
Boh 0,874 Rbl 0,727
Boh 1,229 Rbl 0,589
Boh 1,230 Rbl 0,503
Dgr 1,384 Ref 1,441
Dgr 1,235 Ref 1,538
Dgr 1,837 Ref 1,278
Dgr 1,109 Ref 1,575
Dgr 1,441 Ref 1,073
Dgr 1,351 Ref 1,511

El 0,921 Sac 0,960

El 0,514 Sac 0,929

El 1,411 Sac 1,618

El 0,655 Sac 1,313

El 0,725 Sac 1,435

El 0,968 Sac 1,302




Frs 1,536
Frs 1,294
Frs 0,829
Frs 1,055
Frs 1,195
Frs 1,211
Gns 1,308
Gns 1,055
Gns 0,915
Gns 0,890
Gns 1,426
Gns 1,129
Grd 1,223
Grd 1,283
Grd 0,966
Grd 1,253
Grd 1,151
Grd 1,187
Jul 1,556
Jul 1,658
Jul 1,975
Jul 1,788
Jul 1,266
Jul 1,393
Imp 1,110
Imp 1,061
Imp 1,465
Imp 1,069
Imp 0,885
Imp 1,693

II

Sid 1,009
Sid 1,006
Sid 1,477
Sid 1,144
Sid 1,209
Sid 0,923
Stf 0,814
Stf 0,814
Stf 1,389
Stf 0,997
Stf 1,107
Stf 1,287
Sul 1,387
Sul 1,209
Sul 1,428
Sul 1,438
Sul 1,173
Sul 1,406
Tbk 0,877
Tbk 1,459
Tbk 1,512
Tbk 1,184
Tbk 1,312
Tbk 0,908
Vns 0,996
Vns 1,115
Vns 1,018
Vns 0,879
Vns 0,838
Vns 0,763
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VZTAH AKUMULACE DEHYDRINU A TOLERANCE PLODIN
K ABIOTICKYM STRESUM

The relationship of dehydrin accumulation and crop tolerance
to abiotic stresses

Vitamvas P.!, Kosova K.!, Musilovi J.!, Nezbedova B.!2 Cit Z.!, Klima M.!, Pragil . T.!

"Wyzkumny distav rostlinné vyroby, v.v.i., Praha 6 — Ruzyné
el . v ]y . . .
“Ceska zemédélska univerzita v Praze

Abstrakt

Vyskytem abiotickych strest (napf. sucho, nizka ¢i vysoka teplota) béhem vegetaéniho obdobi
muze byt vyrazné snizen vynos plodin. V poslednich letech se na vynosu plodin péstovanych
v Ceské republice projevuje deficit srazek. Navic mimé zimy s minimem sriZzek mohou
zapfi¢init vymrznuti ozimych plodin pii ndhlém vykyvu pocasi (holomrazy, napi. v zimé
2011/12).  Vybérem odrid schopnych adaptace k danému abiotickému stresu a
akceptovatelnym vynosem lze omezit mozné sniZzeni vynosu. Proto je vyzkum rostlinnych
obrannych a adapta¢nich mechanismi vuéi stresim dualezity. V tomto prispévku jsme se
zamé&fili na vztah mezi odolnosti obilnin vici abiotickym stresim a schopnosti akumulovat
dehydriny v pletivech.

Kli¢ova slova: dehydrin, odolnost rostlin, obilniny, abioticky stres

Abstract

The occurrence of abiotic stresses (e.g., drought, low or high temperature) during the growing
season could significantly reduce crop yield. In recent years, the yield of crops grown in the
Czech Republic has been reduced by rainfall deficit. Moreover, mild winter with lower
precipitation could cause winter crops to freeze during sudden weather fluctuations (frost
without snow; e.g. winter 2011/2012). The selection of cultivars capable of adapting to a given
abiotic stress and an acceptable yield, a possible yield reduction could be lowered. Therefore,
research of plant defense and adaptation mechanisms to stress is important. In this paper, we
focused on the relationship between cereal resistance to abiotic stresses and ability to
accumulate dehydrins in plant tissues.

Key words: dehydrin, plant tolerance, cereals, abiotic stress

Uvod

Odpoveéd' rostlin na stres je dynamicky proces, ktery sméfuje k pfizpusobeni bunéénych
struktur, metabolismu a k ustanoveni nové rovnovihy (Levitt 1980; Kosova et al. 2011; Lawlor
2013). Dulezitym prvkem odpovédi rostlin na stres je akumulace stresem indukovanych
ochrannych proteint. V nasi laboratofi jsme se zaméfili na vyzkum dehydrint. Dehydriny jsou
proteiny z rodiny LEA-II, kter¢ se vyznacuji pfitomnosti alespon jedné kopie K-segmentu
(konzervativni 15-aminokyselinova sekvence bohatd na lysin) a které se akumuluji v pozdnich
stadiich vyvoje embrya (tzv. desikace a maturace embrya), ale rovnéZ v odezvé na rizné
environmentalni stresy spojené s buné¢nou desikaci, véetné nizkych teplot (Kosova et al. 2007).
Dehydriny jsme detekovali jak u jednodéloznych (pSenice, je¢men), tak dvoudéloznych (fepka,
hrach) plodin, vystavenych abiotickému stresu. Oviem u dvoudéloznych plodin detekujeme
v obdobnych podminkdch zhruba o dva fady nizs§i akumulace dehydrint (Klima et al. 2012,
Urban et al. 2013), nez u jednodéloznych (Kosova et al. 2013, Vitimvas et al. 2019).
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Signifikantni rozdily v akumulaci dehydrini byly zjistény mezi rizné odolnymi genotypy
plodin vystavenych chladu (Vitamvas et al. 2010, Klima et al. 2012), zasoleni (Kosova et al.
2015) ¢i suchu (Vitamvas et al. 2018). Rostliny odebrané z polnich podminek nevykazuji tak
vysoké korelace akumulace dehydrini s jejich odolnosti vi¢i stresu jako rostliny péstované
v regulovanych podminkach kviili kombinacim riiznych stresu, ale pfesto jsme byli schopni
signifikantné odlisit rizné zimovzdorné ozimé je¢meny a pSenice odebrané poc¢atkem zimy (tj.
nejarovizované rostliny; Vitamvas et al. 2019). Proto se nam jevi akumulace dehydrini jako
dobry ukazatel odolnosti plodin vi¢i abiotickym strestim. Pro ovéfeni markerovaci schopnosti
akumulace dehydrinti v plodinach jsme provedli analyzu 22 odrid chladem otuZenych psenic
odebranych z polnich podminek (viz niZe).

Material a Metody

Ozimé pSenice byly péstovany na poli firmy Selgen, a.s. (50.0520492N, 14.6459456E) a odbér
odnoZzovacich uzli byl proveden dopoledne 30. 11. 2018. Byly odebrany tyto odridy pSenice:
Annie, Baracuda, Body¢ek, Bohemia, Dagmar, Elly, Frisky, Genius, Gordian, Julie, LG
Imposanto, Mironovska 808, Novosibirskaya 2, Partner, Rebell, RGT Reform, RGT
Sacramento, Seladon, Steffi, Sultan, Tobak, Vanessa. Odnozovaci uzly z 10 rostlin byly z pole
odebrany natikrat a tyto vzorky byly ihned zmrazeny v tekutém dusiku a nasledné uchovany v
— 80 °C az do dalsiho zpracovani.

Zimovzdornost ozimych pSenic byla hodnocena provokaénim bedynkovym testem ve VURYV,
v.v.i. (Prasil a Rogalewicz, 1989). Relativni akumulace dehydrinovych proteinti byla stanovena
pomoci 1D SDS-PAGE a imunoblotu s antidehydrinovou primarni protilatkou (Vitamvas et al.
2010). Relativni densita dehydrinovych bandi byla vyhodnocena softwarem Quantity One,
verze 4.6.2 (Bio-Rad). Korelaéni analyzy pro stanoveni Pearsonova korela¢niho koeficientu r
na hladiné vyznamnosti 0,01 byly provedeny pomoci softwaru Unistat, verze 5.1 (Unistat Ltd,
Londyn, Velka Britanie).

Vysledky a diskuze

Hodnoceni zimovzdornosti ozimych pSenic pomoci bedynkového testu ve VURV, v.v.i.
ukdzalo u ozimych psenic Skalu pfeziti od stupné zimovzdornosti 2,5 (Rebell, RGT
Sacramento) az po stupeft zimovzdornosti 8 (Mironovska 808, Novosibirskaya 2) na
devitistupiovém hodnoceni (9 — nevy$si mrazuvzdornost; Tabulka 1.). Dosazené stupné
zimovzdornosti  odpovidaji také dlouhodobym vysledkim testovani pfezimovani a
mrazuvzdornosti téchto odrid.

Tab. 1: Stupné zimovzdornosti odrud testovanych vzimé 2018/19 provokaénim

bedynkovym testem.
Kod odrudy Odruda Stupen zimovzdornosti
1 Annie 6
2 Baracuda 3,5
3 Body¢ek 7
4 Bohemia 7
5 Dagmar 5,5
6 Elly 5
7 Frisky 4
8 Genius 5
9 Gordian 4,5
10 Julie 6
11 LG Imposanto 4.5
12 Mironovska 808 8
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13 Novosibirskaya 2 8
14 Partner 3,5
15 Rebell 2,5
16 RGT Reform 5
17 RGT Sacramento 2,5
18 Seladon 5,5
19 Steffi 3
20 Sultan 4
21 Tobak 4.5
22 Vanessa 4

Analyzou imunobloti byly zjistény kvantitativni i kvalitativni rozdily v akumulaci dehydrint
(Obr. 1). Zvlasté vyrazny rozdil byl u odridy Mironovska 808, kde nebyl detekovan dehydrin
WCS66 a misto n&j byl detekovan dehydrin o velikosti cca 24 kDa (vzorek 12, Obr. 1). Tento
kvalitativni rozdil dosud nebyl pozorovan u piedchozich experimentl (napf. Vitamvas et al.
2007, Vitamvas a Prasil 2008). Genotyp se tedy lisi od genotypu stejné odridy ziskané
z genobanky VURV,v.v.i. vminulych dekidach. Je mozné, ze doslo kposunu v genomu
Mironovské 808 b&hem naScho mnoZeni testovanych odrid z jednoho klasu pro potieby
asocia¢niho mapovani v ramei projektu QK 1710302,

Hglzll'l7.'1=1! M IS 1213 1415 16 1718 19 2021 22

WCS66 - -
| ——————— \NC5120 = —————

24 kDa
prouzek

. s

[ —

Obr. 1. Reprezentativni imunobloty 22 testovanych odrid. M - ALL Blue Precision Plus
Protein Standards (Bio-Rad), IS - interni standard (smésny vzorek) nutny pro
normalizaci kvantit mezi gely, ¢isla odpovidaji kodu odridy v Tab. 1.

Vysledky analyz dehydrinovych proteint WCS120 u ozimych pSenic (Obr. 2) vztaZzené ke
stupni piezimovani rostlin stanovenému na ziklad¢ provokaéniho bedynkového testu pak
ukazaly statisticky vyznamnou korelaci (Obr, 2; r = 0,6427; P < 0,01) mezi mirou relativni
akumulace dehydrinovych proteinti a mirou prezimovani rostlin. Korelaéni analyza bez odridy
Mironovska 808 dopadla dokonce lépe (r = 0,6843; P <0,01).
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Obr. 2. Vysledek analyz relativni akumulace dehydrini v odnoZovacich uzlech 22
ozimych p$enic.
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Obr. 3. Korelace dosaZenych stupiiti odolnosti a akumulace dehydrinii v odnoZovacich
uzlech 22 ozimych p§enic.

Je to tedy jen piedbézny vysledek testovani vice odrud z polnich podminek zaloZeny jen na
jednom odbéru z jedné zimy, ale vyznamné korelace jsme diive dosahli pfi testovani 11 pSenic

a9 je¢ment (Vitamvas etal. 2019). Tyto vysledky tedy podporuji hypotézu o vhodnosti analyzy
akumulace dehydrini pro odhad odolnosti odrid viiéi abiotickym stresum,
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Ziavér

Na zakladé vysledku ziskanych z popsan¢ho polniho pokusu v lokalité Selgen a.s., Stupice v
sezoné 2018/19 a diive publikovanych pokusti miZeme shrnout, Ze mira relativni akumulace
dehydrinu statisticky vyznamné koreluje s odolnosti plodin, a to zvlasté u rostlin s dosud
neukonéenym vernalizaénim pozadavkem. Dehydriny 1ze tak vyuzit jako ukazatele (markery)
odolnosti plodin péstovanych i v polnich podminkéach. OvSem je nutné otestovat vEtsi sortiment
genotypt v polnich podminkach v dalSich sezonach pro ovéieni spolehlivosti dehydrinovych
analyz jako markeru odolnosti viiéi danym abiotickym stresum.
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