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Souhrn

Slecht&ni na odolnost viigi abiotickym stresortim je v sou¢asné dobé jednim z nosnych
témat Slechténi rostlin. Ve Slechtitelskych programech tfepky byla v pfipad¢ selekce
rostlin s vy$si odolnosti abiotickym stresim pozornost po dlouhé obdobi vénovana
pifevazné jen popisnym morfologickym a fyziologickym parametrim. V ramci této
dizertatni prace bylo provedeno né¢kolik experimentli zaméfenych na identifikaci
potencidlnich gend spojenych s reakci na abioticky stres pomoci metody RT-qgPCR
(quantitative reverse transcription PCR). Zaroven byla pouzita metoda SPR (rezonance
povrchového plazmonu), moderni optickd metoda, ktera umoznuje studovat velmi nizké
koncentrace nativnich proteinii i v pfitomnosti jinych latek, umoziuje kvantifikaci
konkrétnich proteini vazbou na specifické protilatky a u fepky ¢i jinych vyznamnych
plodin nebyla doposud pouzita. Protein ERDI10 byl pomoci metody rezonance
povrchového plazmonu (SPR) identifikovan jako protein Ucastnici se reakce na stres
chladem, resp. aklimatizaci. Z vysledkt vyplyva, Zze akumulace proteinu ERD10 ve
standartnich podminkéch ovlivituje dynamiku zmény jeho akumulace v pribchu stresu
chladem. V piipad¢, ze hledame genotypy, které by mély vynikat svou schopnosti
aklimatizovat se 1 béhem kratkého teplého podzimu, nabizi se analyza akumulace
dehydrinii metodou rezonance povrchového plazmonu jako vhodnd metoda pro rychly,
nenaro¢ny a relativné levny skrinink vétsiho mnozstvi genotypti ve Slechtitelskych
kolekcich.

DalSimi testovanymi geny byly LTI78, RCI2A, NRP1 a dva geny pro hypotetické
proteiny. Jejich relativni exprese se v priibéhu stresu chladem také vyrazné zvySovala. O
funkci téchto genti a proteinti se toho zatim vi velmi mélo, proto budou jist¢ zajimavym
predmétem dalSich experimentti. Dale byla testovana také relativni exprese geni
vytipovanych podle vysledkti analyzy proteini metodou MALDI-TOF/TOF u
regenerovanych mikrosporovych embryi odvozenych zrostlin fepky stresovanych
simulovanym suchem. Byly testovany geny pro lactoylglutathione lyazu I, fosfolipazu
Da 1 a peroxiredoxin antioxidazu. U odolnéj$i odrady ve standardnich podminkéch a na
zacatku stresu byla naméfena vyznamné niz§i exprese genu pro peroxiredoxin
antioxidazu. Tento gen bude predmétem naSeho dalSiho zkoumani jako potencialni
marker pro vybér genotypt, které mohou byt odoIngjsi stresu suchem.

Klic¢ova slova: Brassica napus, fepka olejka, abioticky stres, rezonance povrchového

plazmonu, RT-gPCR



Summary

Breeding for abiotic stress tolerance is one of main topics in plant breeding. Oilseed
rape breeding programs were for a long time focused on morphological and physiological
parameters. In this thesis few experiments focused on identification of genes involved in
abiotic stress reaction were performed using RT-gPCR (quantitative reverse transcription
PCR). Simultaneously SPR (surface plasmon resonance) method were used as modern
optical method facilitating very low native protein concentration even in presence of other
substances. This method facilitates quantification of concrete proteins by binding them to
specific antigen and in oilseed rape research it was not used by now. ERD10 protein was
identified by SPR as protein involved in cold stress reaction (or acclimation). The results
show ERD10 accumulation in standard conditions affects dynamics of its accumulation
change during cold stress. In case we are searching for genotypes great in acclimation
ability even during short and warm autumn SPR method should be suitable method for
fast, easy and relatively cheap screening of large number of genotypes in breeding
collections.

Also genes LTI78, RCI2A, NRP1 and two genes for hypothetical proteins were
analysed. Their relative expression during cold stress was markedly increased too. Very
little is known about these genes and proteins nowadays therefor it will be interesting
topic of our oncoming experiment. Relative expression of genes picked according to
MALDI-TOF/TOF analysis results was also tested in microspore embryo regenerants
stressed by simulated drought. Genes for lactoylglutathione lyase I, phospholipase Da 1
and peroxiredoxin antioxidase were tested. In tolerant cultivar was markedly decreased
gene expression of peroxiredoxin antioxidase in standard conditions and early stress.
These gene will be subject for next research as potential marker for more tolerant
genotypes selection.

Key words: Brassica napus, oilseed rape, abiotic stress, surface plasmon resonance,
RT-gPCR



Seznam publikovanych vysledku

Impaktované publikace Jimp:

Klima, M., Jozova, E., Jelinkova, L., Kudera, V., Hu, S., and Curn, V. (2019).
Early in vitro selection of winter oilseed rape (Brassica napus L.) plants with the
fertility restorer gene for CMS Shaan 2A via non-destructive molecular analysis
of microspore-derived embryos. Czech Journal of Genetics and Plant Breeding
(accepted).

Recenzované publikace Jrec:

Haren¢ak J., Hosti¢kova 1., Vrablova M., Jozova E., Curn V. (2018): Exprese
geni ERD10 a ICE1 pfii aklimatizaci u odrid fepky s kontrastni reakci na stres
chladem. Uroda 12, ro¢. LXVI, 2018, védecka ptiloha, 131-134.

Hostickova L., Vrablovad M., Rychla A., Hronkova M., Jozova E., Curn V. (2018):
Infrac¢ervend termografie jako nastroj pro vybér genotypt maku s kontrastni reakci
na stres suchem. Uroda 12, ro¢. LXVI, 2018, v&decka ptiloha, ISSN 0139-6013,
S. 143-146.

Klima M., Kucera V., Jozova E., Ulvrova T., Bryxova P., Kopecky P., Havel J.,
Hostickova 1., Curn V. (2018): Vyuziti sporofytické autoinkompatibility v
hybridnim §lechténi fepky olejky. Uroda 12, roé. LXVI, 2018, védecka pfiloha,
151-154.

Jelinkova, 1.; Vrablova, M.; Harendék, J.; Stoidl, P.; Curn, V. (2017): Vyuziti
metody rezonance povrchového plazmonu k selekci chladu odolnych genotypt
fepky ozimé (Brassica napus subsp. napus). Uroda 12, ro¢. LXV, védecka
ptiloha, s. 215-217.

Curn, V., Jelinkova, 1., Jozova, E., Havlitkova, L., Klima, M. (2016): Overeni
spolehlivosti molekuldrnich selekénich markerti pro identifikaci obnovitel
fertility u CMS systému Shaan 2A. Uroda 12, ro¢. LXIV, védecka ptiloha, s. 39-
44,

Jelinkova 1., Channa Keshavaiah, Curn V., Urban M. O., Klima M. (2016):
Analyza exprese gentl indukovanych stresem chladem u fepky. Uroda 12, ro¢.

LXIV, védecka ptiloha, s. 149-152.



- Jozova, E., Jelinkova, L., Curn, V., 2016. Hodnoceni genetické diverzity genovych
zdrojti fepky jako podklad pro vybér rodi¢ovskych komponent pro kiizeni. Uroda
12, ro¢. LXIV, védecka priloha, s. 153-156.

- Vernerova K., Jelinkova L., Curn V., Olan P., Havelka Z., Barto$ P., gpatenka P.
(2016): Zména povrchové struktury semen fepky po oSetieni nizkoteplotnim
plazmatem. Uroda 12, ro¢. LXIV, védecka priloha, s. 189-192.

- Jelinkova, 1., Keshavaiah, Ch., Prasil, I. T., Urban, M.O. (2014): Komparativni
analyza exprese na Uurovni genl/proteini indukovanych v podminkach
abiotického stresu u fepky olejky. Uroda 12, ro¢. LXII, védecka ptiloha, s. 187 —
190.

- Keshavaiah, C., Havlickova, L., Jelinkova, 1. (2014): Differential expression
analysis of genes involved in abiotic stress in oilseed rape. Uroda 12, ro&. LXII,
veédecka priloha, s. 167 — 170.

- Havlickova, L., Jelinkova, I., Chikkaputtaiah, Ch., Prasil, I. T., Urban, M. O.
(2013): Studium exprese genti spojenych s abiotickym stresem u fepky. Uroda 12,
ro¢. LXI, védecka ptiloha, s. 142-145.

Aplikované vystupy:
Certifikované metodiky
Curn V., Havli¢kova L., Jozova E., Jelinkova I., Hejna O., Kucera V., Vyvadilova
M., Klima M. (2014): Vyuziti molekularnich technik pfi selekci rodi¢ovskych
komponent v programech hybridniho $lechténi fepky (Brassica napus L.).
Certifikovana metodika. ZF JU Ceské Bud&jovice.

- Citek J., Hanu$ O., Ve&erek L., Samkova E., K¥izova Z., Jelinkova L., Kala R.
(2018): Izolace bovinni genomové DNA z neinvazivné ziskanych biologickych
vzorki. Certifikovana metodika. ZF JU Ceské Budgjovice.

- Citek J., Vegerek L., Hanusova L., Samkova E., Hanus O., Kiizova Z., Kavova
T., Jelinkova 1., Kala R. (2018): Genetické polymorfismy pro kvalitu kravského
mléka. Certifikovana metodika. ZF JU Ceské Budgjovice.



Ovéfené technologie

Klima M., Kucera V., Prasil 1.T., Vitamvas P., Kosova K., Machackova 1., Bélska
K., Jozova E., Hosti¢kova L., Curn V. (2018): Technologie tvorby hybridii na bazi
CMS Shaan 2A. Vyzkumny tstav rostlinné vyroby, v.v.i. Ovéfena technologie.

Bartak P., Soch M., Curn V., Vejcik A., Tonka T., Vernerova K., Farkova B.,
Stoidl P., Jozova E., Hostickova L, Stehlikova D., Simek B., Vaclavek P.,
Plodkova H. (2018): Systém prevence a profylaxe lentivirovych infekci malych
prezvykavci. JihoGeska univerzita v Ceskych Budgjovicich, Zemé&délska fakulta.

Ovéfena technologie



Obsah

Lo UVOG it 11
2. Literdrni prehled........ocoooiiiiiiii 12
2.1 Brukev fepka olejka (Brassica napus L. SUDSP. NAPUS) ........ccoereriririniniennn, 12
2.2 Slecht@ni FepKY OLEJKY ......uvvuevecrecececeeeeeeeeseeseeies et ies e 13
2.3 AbIOtICKY StreS TOSTHN ...oeuviiiiiiiiciicicse e 14
3. HyPOtEZy @ CIle PIACE ...viiiviiiiiiie it 27
4. Materidl @ MELOAY ......coveivieiicie e nre s 28
4.1  RoOStHNNY MAtETIAl ...c.eeoiiiiiiiiiicc e 29
4.2 Podminky pEStOVANT ......ceeeiiiiiieiiiiiie e 29
4.3 RT-QPCR .ot 31
4.4  Méteni akumulace proteinu ERD10.......cococviiiiiiiiiiiiii e 33
O, VYSIEAKY it 34

5.1 Experiment A) Reakce rostlin na stres chladem u fenotypovée kontrastnich odrid

fepky — hodnoceni relativni exprese ERD10 na Grovni genu a proteinu .................... 34

5.2 Experiment B) Reakce rostlin fepky na stres chladem u odriid s kontrastni

akumulaci proteinu ERDIT0. ......cccoiiiiiiiiiiiii e 39

5.3 Experiment C) Reakce regenerovanych mikrosporovych embryi na

simulovany stres suchem u fenotypové kontrastnich odriid fepky ..........cccoevvviiinnns 53
B. DISKUSE ...t e 57
6.1 Exprese ERD10 na urovni genu a proteinu pfi stresu chladem.................... o7

6.2 Exprese dalsich genti potencialné zapojenych v reakci na stres chladem.... 63

6.3 Exprese gent potencialné zapojenych v reakci na stres suchem ..................... 65
6.4 Analyza gentli indukovanych abiotickym stresem u fepKy.........cccovvvrviernnnnne. 67
7. A< PR PPR PRSPPI 68

8. SEZNAM HIEIALUNY ....eovieiieiiieiieee e 70



1. Uvod

Rostliny, pfisedlé organismy, jsou nuceny Celit riznym faktorim abiotického stresu,
jako je sucho, horko, mrdz ¢i vysoka koncentrace soli. Spolecnym jmenovatelem
abiotickych stresort je dehydratace buniky vedouci k jejimu poskozeni (Shinozaki et al.,
2003), proto v prubéhu evoluce doslo u rostlin k vyvoji mechanismi k obrané proti
bunécéné dehydrataci. Hlavnim cilem $lechténi zemédélskych plodin je vytvaret takové
odrtdy, které pomoci téchto mechanismii odoldvaji neptiznivym podminkédm prostiedi a
1 za podminek abiotického stresu jsou schopny udrzet vysokou vynosovou tUroven.
Slechténi na odolnost viigi abiotickym stresortim je v soucasné dobé& jednim z nosnych
témat Slechténi a je rozpracovano zejména u obilovin, jak na trovni praktického slechténi,
tak na Grovni zékladniho vyzkumu (identifikace a vyuZzivani donorti suchovzdornosti,
intenzivni vyuZivani poznatki z genetiky a genomiky — MAS, QTL, microarray analyza,
analyza transkriptomu a identifikace genti zapojenych do reakce rostliny na stres (Fleury
et al., 2010; Schmidt, 1983; Seki et al., 2001). Ve slechtitelskych programech fepky byla
v piipad¢ selekce rostlin s vys§i odolnosti abiotickych stresiim pozornost po dlouhé
obdobi vénovana pfevazné jen popisnym morfologickym a fyziologickym parametrim,
jako je rychlost vadnuti, polni a laboratorni mrazuvzdornost, zmény na Grovni obsahu
nékterych aminokyselin, chlorofylu, redukce vynosu u rostlin vystavenym stresu (Ashraf
and Mehmood, 1990; Richards and Thurling, 1979; Shiranirad and Abbasian, 2011). V
posledni dob¢ je vénovana pozornost i problematice transkriptomické analyzy (He et al.,
2015; Lee et al., 2008; Xian et al., 2017) a identifikaci genti pfimo zapojenych do reakce

na stres.
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2. Literarni prehled

2.1 Brukev fepka olejka (Brassica napus L. subsp. napus)

Repka olejka patii do &eledi brukvovitych (Brassicaceae). Je povazovana za
fylogeneticky velmi mlady rostlinny druh. Vznikla pravdépodobné samovolnym
mezidruhovym kiizenim brukve zelné (Brassica oleracea) a brukve tfepaku (fepice,
vodnice) (Brassica rapa) (Kimber a McGregor, 1995; Prakash, 1980) pied cca 7500 lety
(Chalhoub, 2014). Jedna se tedy o amfidiploidni rostlinu s 38 chromozomy. Z brukve
zelné pochazi 18 chromozomi — tzv. C genom a 20 chromozomu pochézi z fepice — tzv.
nékterych jinych druht rodu Brassica, napi. B. montana Pourr., jak naznacuji vysledky
analyz chloroplastové a mitochondrialni DNA (Arias a Pires, 2012). Za oblast, ze které
fepka olejka pochazi, dnes povazujeme Stiedomofi, severni a zapadni Evropu a stifedni
vychod (Gomez-Campo, 1999; Song et al., 1988a, 1988b; Warwick a Black, 1993).

Kvybéru B. napus, jako druhu vhodného k domestikaci pravdépodobné prispéla
vysoka mira jeji fenotypové i genotypové variability, ktera umoznila selekci rostlin
S pozadovanymi vlastnostmi, a tak doslo k umélému pietvoreni zdanlivé nezajimavého
druhu v siroké spektrum zelenin vyuzivanych k vyziveé lidi i zvifat a zaroven ziskani
rostlin pro produkci oleje pro technické vyuziti. Podle zaznami ze starovékych civilizaci
sttedni Asie a sttedniho vychodu byl fepkovy olej pouzivan ke sviceni a jsou 1 doklady o
péstovani fepky v Indii v dob& pied 3 000 lety. Rozsiteni péstovani fepky v Evropé
prob&hlo ve tfindctém stoleti a pozdéji fepka sehrala dalezitou roli pfi primyslové
revoluci, nebot’ byla vyuzivana k vyrobé maziva (Iniguez-Luy and Federico, 2011).
Vyuziti fepkového oleje pro potravinaiské ucely ve vEétsi mife umoznilo az vyslechténi
tzv. ,,double-low* linii v sedmdesatych letech minulého stoleti. Tyto linie se vyznacovaly
nizkym obsahem kyseliny erukové a glukosinolat v oleji (Shahidi, 1990). V soucasné
dobé je fepkovy olej doporucovan nutri¢nimi specialisty po celém svété (FDA, 2018)

Ozimou fepku Ize Gispés$né péstovat zejména na tézSich ptdach, ale v ptipadé dostatku
vody a zivin i na pudach leh¢ich, na kterych se v8ak musi pocitat s ¢astéj$im vyskytem
chorob a Sktdcii. Vyzaduje sice stanovisté s dostatecnym piisunem vody, ale diky svému
silné vyvinutému a hlubokému kofenovému systému je fepka schopna prospivat i
oblastech s nepravidelnymi srazkami. Na vyS$i vynosu pusobi pozitivné vysoka vzdusna

vlhkost a nizsi teploty v pribéhu 1éta. Do jisté miry je ozima fepka odolna i proti mrazu.
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V ptipadé, Ze rostliny pied nastupem zimniho obdobi dorostou do faze 8 — 10 pravych
listd a priméru kotfenového krcku alespont 6 mm, jsou odolné vici teplotam -15 az -20°C

(Alpmann et al., 2009).

2.2 Slechténi Fepky olejky

Od poloviny 20. stoleti prodélalo §lechténi fepky v CR mimo¥adné rychly rozvoj, ktery
umoznila jeji $lechtitelska tvarnost a piizptsobivost. Slechténi této plodiny bylo a je
zaméfeno jak na zlepSeni hospodaiskych vlastnosti, tak na zlepSeni kvality oleje a Srotu
a doslo i k zavedeni biotechnologickych technik (Baranyk et al., 2007). V prubéhu let
1975 az 2004 vzristal vynos fepky olejky kazdy rok primémé o 1%. Tohoto
kontinudlniho navySovani vynosu bylo dosahovano i ptesto, ze koncem 80-tych let doslo
k piesunuti kvalitativniho $lechténi z odrid ,,0“ na §lechténi odrud ,,00, tedy odrid se
snizenym obsahem kyseliny erukové a glukosinolatt, a Ze se vlivem rozsiteni péstovani

této plodiny zvysilo i riziko chorob a Skidct (Alpmann et al., 2009).

Slechténi liniovych odrid

Repka olejka ma nyni diky intenzivnimu §lechténi charakter pfevazné samosprainé
rostliny. Potomci vznikli samoopylenim se vyznacéuji nizkou Grovni inbredni deprese.
Diky fizenému samoopyleni dochazi k homozygotnosti a tedy k zafixovani pozadované
vynosnosti, kvality a odolnosti (Alpmann et al., 2009). K rychlejsimu ustaleni vlastnosti
linii se dnes vyuziva produkce dihaploida (Klima et al., 2015)Vyvoj nové liniové odridy,
kterou je mozno uvést na trh trva 8 — 14 let v zavislosti na pouziti inbreedingu nebo tvorby
dihaploidi (Alpmann et al., 2009). Vynosovy potencial elitnich liniovych odrid se dnes
vyrovnava vynosu hybrida (Baranyk, 2018; Baranyk et al., 2007).

Slechténi hybridnich odrid

Diky heteroznimu efektu maji hybridni odridy o 5 — 10 % vys§i vynos nezZ liniové
et al., 2007). Mezi jejich vyhody je tfeba také zminit vys$si odolnost proti nepiiznivym
pfirodnim podminkdm, kdy tyto odrady poskytuji vynos i1 pii pozdnim vysevu nebo pii
tuhé zim¢ (Alpmann et al., 2009). Pro hybridni Slechténi se u fepky v soucasnosti
vyuzivaji hybridni systémy MSL Lembke, CMS Ogu-INRA, Safecross a mimo Evropu i
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systémy Polima a Shaan, dal$i hybridni systémy jsou zaloZeny na autoinkompatibilite
(Zehnalek, 2018).

Slechténi Fepky na odolnost stresu

Vzhledem kvelkému =zastopupeni fepky Vosevnim postupu, intenzivnim
technologiim péstovani a rozvoji Skodlivych Cinitelt je pii péstovani fepky aplikovano
znaéné mnozstvi pesticidi. Odriady, které by projevily alesponi ¢astecnou odolnost vici
nékterym chorobam & $ktidetim jsou proto trvalym $lechtitelskym cilem. Slechténi na
rezistenci proti nékterym houbovym chorobam — napt. Plasmodiophora brassicae,
Leptosphaeria maculans, Sclerotinia sclerotiorum byva méné komplikované nez
Vv piipadé ostatnich chorob. V piipadé hlizenky (Sclerotinia sclerotiorum) se nabizi i
nepiima rezistence pii pouziti apetalnich forem fepky. Komplikovanéjsi je Slechténi na
odolnost k fomovému ¢ernani stonku, nebot’ existuje mnoho ras tohoto patogena a
odolnost je navic polygenné zaloZena a béhem ontogeneze rostliny se projevuji rizné
geny rezistence. Proto se vyuziva efektivni selekce odolnych linii pomoci molekularnich

markerd. Pfi Slechténi na rezistenci proti Skidcim se nabizi vyuziti glukosinolatl

Vv zelenych ¢astech rostlin, které by plnily obrannou funkci (Baranyk et al., 2007).

2.3 Abioticky stres rostlin

Klicovym faktorem, ktery zdsadné ovliviiuje rist a vyvoj rostlin a tim sniZuje jejich
zivotaschopnost je abioticky stres. Jedna se o sucho, zasoleni, horko, chlad, mraz,
dostupnost zivin, intenzita svétla, ozon a nedostatek kysliku. U odrid zemédé€lsky
vyuzivanych plodin brani plnému vyuziti jejich genetického potencialu, at’ uz ptimo
inhibici metabolickych procest ¢i nepfimo vyvolanym osmotickym, oxidativnim a jinym
stresem (Chinnusamy et al., 2007). Reakci rostliny je fada morfologickych,
fyziologickych, biochemickych a molekularnich zmén (Wang et al., 2003), které
vzhledem k energetické a substratové naro¢nosti mohou omezovat rist, zrychlovat
senescenci, snizovat vynos a mohou zpusobit i smrt (Ye et al., 2017). V soucasnosti je
vénovana pozornost piedpovédim globalnich klimatickych zmén, které by mély pfinést
zvySeni pramérné rocni teploty a ¢astéjs$i vykyvy pocasi do extrému (Suzuki et al., 2014).
Témeét kazdy rok je néktera Cast planety postizena nicivym suchem, které zptsobuje

ztratu tirody (Nakashima et al., 2014). Da se ocekavat, ze pusobeni abiotického stresu na
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zemé&délské plodiny bude dale umociiovano, a proto je aktualni Slechténi na odolnost
K témto neptiznivym faktorim prostfedi a u fady plodin je $lechténi na suchovzdornost
nejvyznamnéjSim Slechtitelskym cilem. Pro tspésné slechténi novych, odolnych odrid je
dilezitd zejména znalost obrannych mechanisml. Jednim ztéchto obrannych
mechanismu je aklimatizace, v jejimz pribéhu dochazi k indukci nebo naopak represi
transkripce gentl, které jsou spojeny s akumulaci stresovych proteint (Orvar et al., 2000).
Tyto geny muzeme délit do dvou skupin. Prvni skupina genti koduje proteiny, které pfimo
chrani rostlinu pted plisobenim stresu, zatimco druha skupina genli reguluje genovou
expresi a pienosy signalti pfi reakci na stres. Rada z téchto genti koduje signalni molekuly
— napf. enzymy zapojené¢ v metabolismu fosfolipidli, mitogenné aktivované proteinové
kindzy (MAP kinazy), calcium-dependent proteinové kindzy (CDPK), receptorim
podobné kinazy (RLK) a histidinové kinazy (Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki,
2000). V indukci gent zapojenych v reakci na stres je zapojeno nékolik transkripénich
regulacnich systémt, které mohou nebo nemusi byt fizeny kyselinou abscisovou (jedna
se tedy 0 ABA-dependent, ¢i ABA-independent transkripéni regulac¢ni systémy)
(Nakashima et al., 2014; Thomashow, 1999).

Podle Shinozaki et al. (2003) byla vice nez polovina genti indukovanych stresem
suchem indukovana zéaroveinl i pfi stresu zasolenim a aplikaci kyseliny abscisové, coz
napovida, ze signalni drahy reakeci na tyto typy strest se prolinaji. Naproti tomu, pouze
10 % genti indukovanych stresem suchem bylo indukovano také pfi stresu chladem. Mezi
témito geny bylo identifikovano mnoho transkripénich faktori z proteinové rodiny
DREB, vazebné faktory elementu zapojeného v reakci na etylén, rodina proteint
zinkovych prsti, rodina WRKY proteinti, MYB proteinti, bHLH proteind, bZIP proteint
a NAC proteinll. Tyto transkripéni faktory spole¢né ¢i oddélené reguluji reakce na rizné
stresy, ¢im vytvaii funkéni sit’.

Mezi proteiny, které pfimo chrani rostlinu pted pisobenim stresu byly identifikovany
dehydriny (DHN), antifreeze proteiny (AFP), heat shock proteiny (HSP), proteiny
obsahujici cold-shock doménu (CSDP) a rizné enzymy, napft. alternativni oxidazy ¢i
desaturazy, ptipadn¢ enzymy generujici/odbouravajici volné kyslikové radikaly.

Na obrazku €. 1 je znazornéna sit’ signalnich drah zapojenych v reakci na abioticky
stres podle znalosti v roce 2007. Na obrazku €. 2 je znazornéna prakticky ta sama sit’, ale
je vytvotfend v roce 2010. Béhem nékolika let se znalosti téchto signalnich drah vyrazné

prohloubily.

15



Drought, High salinity Cold

Biotic stress ; {
and wounding Signal Perception
Signal \1 \
transduction

JA%A } \ NAlc ‘ l

transcription | MYB2, MYC2 || NAC || AREB/ABF || HD-ZIP || (APZERF) || (AP2ERF)
factors (MYB, MYC) || (RD26) (bZIP) \ /
I g
Cis-acting DRE/CRT
elements MYBRS, MYCRS ABRE ERDT (G/ACCGAC)
(YAACR, CANNTG) (ACGTGGC) RD29A
gene
i RD22 Gly RD298B, RD20A 1
gene L l *
function
Gene Products Involved in Stress Response and Tolerance

Obr. 1: Signalni drahy aktivujici geny zapojené v reakci na abioticky stres (Shinozaki and

Yamaguchi-Shinozaki, 2007)
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LEA (Late Embryogenesis Abundant) protein

Skupina hydrofilnich proteint, které jsou akumulovany v embryich ve stadiu
dozravani semene (Bies-Ethéve et al., 2008; Hundertmark and Hincha, 2008; Oliveira et
al., 2007) a v dobé osmotického stresu, dehydratace a stresu extrémnimi teplotami
vegetativnich ¢asti rostliny (Bies-Ethéve et al., 2008; Bray, 1997; Garay-Arroyo et al.,
2000; Hoekstra et al., 2001; Hundertmark and Hincha, 2008; Ingram and Bartels, 1996;
Ling et al., 2016), ktera byla na zakladé sekven¢nich podobnosti rozdélena do nékolika
rodin. Jejich zvysend exprese v podminkach vodniho deficitu u rostlin a kvasinek byla
zminéna v mnoha publikacich (Imai et al., 1996; Swire-Clark and Marcotte, 1999; Xu et
al., 1996; Zhang et al., 2000), stejné jako jejich akumulace pfi toleranci k mrazu (Danyluk
etal., 1994; Ismail et al., 1999a, 1999b; Nakayama et al., 2007; Puhakainen et al., 2004).
Tyto proteiny jsou pfitomné prakticky u vSech rostlin. Byly popsany u krytosemennych i
nahosemennych rostlin (Bray, 1997), plavuni (Alpert, 2005; Iturriaga et al., 2006; Oliver
et al., 2000), mecha (Alpert and Oliver, 2002; Oliver et al., 2004; Proctor et al., 2007;
Saavedra et al., 2006), kapradin (Reynolds and Bewley, 1993), fas (Honjoh et al., 1995;
Tanaka et al., 2004), ale i u bakterii a kvasinek (Garay-Arroyo et al., 2000), hlistic
(Browne et al., 2004; Solomon et al., 2000), archei (Campos et al., 2013) i hub (Abba’ et
al., 2006).

Sjednocujicim a typickym znakem vétSiny téchto proteint je vysoka hydrofilnost a
vysoky obsah glycinu a dalsich malych aminokyselin — alaninu a serinu (Baker et al.,
1988). Vétsina téchto proteintl se da zaclenit do znaméjsi skupiny proteini nazyvané
»hydrofiliny, které jsou charakterizovany jako proteiny, které obsahuji vice nez 6 %
glycinu a jejich index hydrofilnosti je vyssi nez 1 (Battaglia et al., 2008; Garay-Arroyo et
al., 2000). Na zaklad¢ primarni struktury nékterych LEA proteinti byla vymodelovana
pomoci modelovacich softwart jejich konformace (Close, 1996; Dure et al., 1989), ale
experimentalni studie prokazaly, Ze Zadnou tercialni strukturu nemaji (Dyson and Wright,
2005; Goyal et al., 2003; Ismail et al., 1999b; Kovacs et al., 2008; Mouillon et al., 2006;
Russouw et al., 1997; Shih et al., 2004; Soulages et al., 2002, 2003; Tompa, 2005;
Wolkers et al., 2001).
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Dehydriny

Dehydriny jsou hydrofilni a termostabilni proteiny (Rurek, 2010) a jsou prakticky
vSudyptitomné v ramci druhti nahosemennych i krytosemennych rostlin (Close, 1996),
kapradin, mechd, tas a sinic (Close, 1997), coz dokazuje, Ze se z hlediska evoluce jedna
o konzervativni proteiny (Liu et al., 2017). Dosahuji molekulovych hmotnosti v rozmezi
9 —200 kD (Ouellet et al., 1993). Jejich typickym znakem je konzervativni doména zvana
»K-segment®, ktera se v minimalné v 1, ale az v 11 kopiich nachazi blizko C-konci
molekuly (Close, 1997). K-segment je na lysin bohata aminokyselinova sekvence (EKK
GIM E/DKI KEK LPG), ktera plni antioxida¢ni, chaperonovou a proti krystalim ledu
ochrannou funkci (Koag et al., 2009). Dalsim motivem, ktery se Casto vyskytuje
Vv proteinech této rodiny je tzv. Y-segment - na tyrosin bohatd aminokyselinova sekvence
(V/ITDE/QYGNP) vyskytujici se blizko N-konce molekuly, ktera ma pravdépodobné
schopnost vazat se nespecificky na DNA a RNA (Close, 1996, 1997; Hughes et al., 2013)
a S-segment tvoreny 4 — 10 serinovymi zbytky, které jsou zalenény v konzervativni
sekvenci (LHRSGS4-10(E/D)3). S-segment muze byt v prubéhu stresu fosforylovan
(Alsheikh et al., 2005; Battaglia et al., 2008; Brini et al., 2007; Haimi et al., 2017), coz
ovliviiuje schopnost proteinu vazat ionty (Alsheikh et al., 2005; Maszkowska et al., 2019)
a umoznuje to translokaci proteinu do jadra (Brini et al., 2007).

Podle uspotadani téchto konzervativnich motivii jsou dehydriny déleny do 5 podtiid:
Kn, SKi, KiS, YxKn, a YxSK,, kdy pismena ,n“ a ,,x* oznacuji pocet opakovani
ptislusného motivu v sekvenci (Close, 1996; Rorat, 2006). Allagulova et al., (2003)
uvadi, Ze zatimco YxSK; dehydriny jsou indukovéany pfi stresu suchem a pii pisobeni
ABA, kysel¢ skupiny dehydrinti SKn, KnS a YxKi jsou akumulovany zejména pfi stresu
chladem.

Jejich Gi¢ast v reakci na abioticky stres byla prokazana napft. u ruzi (Haimi et al., 2017,
Ouyang et al., 2019), btiz (Tatarinova et al., 2018), jecmene a pSenice (Kosova et al.,
2011), paprik (Chen et al., 2015) ¢i fepky (Jelinkova et al., 2014, 2016; Urban et al.,
2013).

Dehydriny hraji zasadni roli v prub&éhu zavéreéné faze embryogeneze a desikacni faze
vyvoje semene (Kalemba, 2007), dale jsou povazovany za stresové proteiny zapojené
Vv ochrané¢ rostliny pted dehydrataci zptisobenou suchem, chladem, mrazem ¢i zasolenim
(Hanin et al., 2011; Kosova et al., 2014). To doklada napt. zvySena chladova odolnost

transgennich bakterii E. coli, ¢i transgennich rostlin tabaku, u kterych bylo
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overexprimovano nékolik dehydrinovych genti z meruiky japonské (PmLEA) (Bao et al.,
2017). Podobné zvySeni tolerance k osmotickému stresu u rostlin ¢i bakterii, které
overexprimuji geny pro dehydriny, bylo publikovéano v fad¢ dalSich aktualnich publikaci
(Agarwal et al., 2017; Brini et al., 2007; Drira et al., 2013; Hara et al., 2003; Liu et al.,
2015b; Lv et al., 2017; Yang et al., 2015; Zhou et al., 2017). Nékteré dehydriny jsou také
pravdépodobné zapojeny do procesu odbouravani volnych kyslikovych radikalt vazbou
kovovych iontt (Hara et al., 2005; Kruger et al., 2002; Mittler, 2002).

Pravdépodobny mechanismus uc¢inku je =zaloZzen na funkci dehydrini jako
molekularnich chaperoni, které interaguji s povrchem membrany, s jinymi proteiny nebo
nukleovymi kyselinami a tim zabranuji jejich denaturaci (Graether and Boddington,
2014; Hanin et al., 2011; Liu et al., 2017). Ve vodném prostiedi dehydriny zaujimaji
konformaci neuspotadaného tetézce, tvoii maximum vodikovych mistk s okolnimi
molekulami vody a zaroven co nejméné intramolekuldrnich vodikovych mustkd. Pri
nedostatku vody zaujima K-segment a-helikdlni konformaci, dochazi k pteskupeni
vodikovych mustki, k navazani dehydrinu na povrch ¢asteéné dehydratovaného proteinu
a ten je tak chranén pied dalsi ztratou vody, ktera by vedla k jeho denaturaci (Ingram,
Bartels, 1996). Podle Hughesové et. al. (2013) dehydriny s del$imi fetézci aminokyselin
chrani proteiny pted denaturaci G¢inngji. Nékteré dehydriny jsou schopny tvotit homo- i
heterodimery, diky ¢emuz mohou dehydriny s kratSimi fetézci zvySovat svoji G¢innost
(Hernandez-Sanchez et al., 2017) a zaroven mohou byt 1épe chranény pied degradaci, ke
které jsou proteiny s neusporadanymi fetézci nachylné (Uversky and Dunker, 2010).

Hughesova a Graether (2010) naproti tomu tvrdi, Ze mechanismus U¢inku dehydrini
je zaloZen na phi-segmentu, ktery pomaha dehydrinu udrzovat neuspotfadanou strukturu
a diky tomu muize fungovat jako tzv. molekularni §tit, ktery chrani okolni Castecné
denaturované proteiny pfed vzdjemnou interakci a K-segment slouzi spiSe k udrzeni
dehydrinu na povrchu proteinu. Oba mozné mechanismy uc¢inku jsou pouze teoreticke,

pfesny mechanismus neni zatim znam.

Dehydrin ERD10

Bndhn ERD10 je gen ze skupiny SK;, dehydrint, tzn. obsahuje 1 S-segment a
2 K-segmenty (Deng et al., 2005). Molekulova hmotnost proteinu ERD10 je 29 kD, je
termostabilni a citlivy na degradaci proteinazami (Kovacs et al., 2008). Jako typicky

dehydrin ma za normalnich podminek neuspofadanou strukturu (Cedefio et al., 2017) a je
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vysoce hydrofilni, coz dokazuje fakt, Ze na SDS-PAGE ma mensi mobilitu, nez odpovida
jeho skute¢né molekulové hmotnosti (45 kD misto 29 kD) (Kovacs et al., 2008). Je tvofen
271 aminokyselinami (Deng et al., 2005) a je schopen tvofit homodimery i heterodimery
s nékterymi dal$imi dehydriny (Hernandez-Sanchez et al., 2017). Podle pfitomnosti
ABRE elementt G-boxu (ACGT sekvence) v promotoru tohoto genu se da usoudit, Ze se
jedna o gen fizeny kyselinou abscisovou (Deng et al., 2005). Protein ERD10 se vyskytuje
pouze V cytosolu, neni transportovan do bunééného jadra (Hernandez-Sanchez et al.,
2017).

Gen Bndhn ERD10 je exprimovan pfi stresu chladem, zasolenim a pfi aplikaci kyseliny
abscisové (Deng et al., 2005). U modelové rostliny husenicku (Arabidopsis thaliana)
vrané fazi stresu dochazi k fosforylaci S-segmentu proteinu ERDI10 proteinovymi
kindzami SnRK2, které jsou aktivovany jiz b&hem nékolika prvnich minut plsobeni
stresového faktoru (McLoughlin et al., 2012). Fosforylovany protein vaze vice
dvouvaznych kovovych ionti, zejména vapniku (Alsheikh et al., 2005). ERD10 mize ve
fosforylovaném stavu diky vysoké vazebné kapacité fungovat jako pufr Ca?* ionttl, ¢imz
mize ovliviiovat celou signalizaci v prubéhu osmotického stresu (Maszkowska et al.,

2019).

2.4 Prubéh reakce rostliny na stres

1. Poplachova taze

Jako signal z prostiedi, ktery rostlina zaznamend, miiZeme chapat napt. zménu fluidity
plazmatické membrany v ptipadé plsobeni nizkych nebo naopak vysokych teplot, ¢i
zménu vodniho potencidlu, koncentrace sodikovych ionti v pfipadé stresu suchem, ¢i
zasolenim (Kosova et al., 2015). Informace je dal pfeddna do jadra tzv. druhymi posly,
kterymi jsou Ca?* ionty. Lokalizace a nartist koncentrace téchto iont se li§i v zavislosti
na druhu a intenzité ptsobeni stresu (McAinsh and Pittman, 2009). Koncentrace téchto
iontl v cytosolu je regulovana pasivnim (Ca®" kanaly) i aktivnim transportem (Ca?*
ATPézy a Ca?" antiporty) pies plazmatickou membranu & membrany organel. Zmény
v koncentraci Ca?* iontfi v cytosolu mohou byt jen velmi kratké, ale i déletrvajici, ¢i se
mohou pravidelné opakovat. Fyziologickd odpovéd’ pak zavisi na typu buiky, pletivu,
organu, na ptivodu Ca?* (extracelularni, z organel) a také na amplitudé a frekvenci signalii
(Knight et al., 1996). Takto pfenesena informace je dale piijimana Ca?* vazebnymi

proteiny, tzv. senzory, které bud’to navazanim vapenatého iontu zméni svoji konformaci,
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coz se projevi zménou enzymové aktivity interagujiciho partnera (napf. stimulace aktivity
ACA Ca?* pumpy calmodulinem), a nebo zménou své konformace piimo vyvola
intramolekularni interakci v sobé samém (napf. intramolekularni aktivace Ca®*zavislé
proteinové kinazy — CDPK) (Sanders et al., 2002).

Signal pfenaSeny vapenatymi ionty pomoci senzorti tedy spousti kaskaddu dalSich
efekt vedoucich k fosforylaci signélnich proteini (MAPK, CDPK, SnRK2, PP2C),
transkripénich faktort (ABIS), transportnich proteind (aquaporiny, H*-ATPaza) a
ochrannych proteini (COR/LEA) (Yang et al., 2013; Zhang et al., 2014). Odpovéd’
rostliny na stres mohou také ovlivitovat tzv. 14-3-3 proteiny, které se mohou vazat na
signalni proteiny, kinazy regulujici bunéény cyklus a iontové pienasece (Denison et al.,
2011). Pienos signalu kon¢i tpravou genové exprese pomoci transkripénich faktort,
jejichz aktivita mize byt jesté ovlivnéna pusobenim fytohormont, napi. kyselina
abscisova (ABA), kyselina jasmonova (JA), kyselina salicylova (SA) a jinych (Kosova et
al., 2015).

2. Faze aklimatizace

Zmény v expresi genll samoziejme souviseji se zménou v akumulaci proteint, které se
na zakladé¢ téchto gend syntetizuji. Zaroven dochazi ke zménam metabolismu
aminokyselin. Nékteré z aminokyselin totiz funguji jako prekurzory pfi reakci na stres ¢i
dokonce jako klicové komponenty v metabolickych drahach spojenych s metabolismem
uhliku a dusiku. Soucésti aktivni odpovédi rostliny na stres je také zvySena potieba
energie, proto dochazi k syntéze proteint s ochranou funkci (napt. RubisCO aktivaza A,
RubisCO aktivaza B) (Kosova et al., 2015) a ke Sté€peni zasobnich latek, jako jsou napf.
polysacharidy a zasobni proteiny (Kosova et al., 2013).

3. Féze rezistence

Spole¢nym projevem puisobeni vétSiny abiotickych stresorit (sucho, chlad, mraz,
horko, zasoleni) na rostlinu je bunéénd dehydratace, ktera zpusobuje riziko naruSeni
konformace proteint v disledku ztraty hydrata¢niho obalu (Kosova et al., 2015). Jednou
Z odpovédi na dehydrataci je syntéza proteind z rodiny COR/LEA (Ingram and Bartels,
1996; Thomashow, 1998, 1999), kam patii i dehydriny, ochranné proteiny znamé také
jako skupina LEA-I1I proteind (Ingram and Bartels, 1996) a LEA-III proteiny, mezi které

patii napt. chloroplastovy protein COR14b (Vagujfalvi et al., 2000). Dalsi proteiny, které
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maji stejné¢ jako COR/LEA proteiny chrénit pfedev§im membranové proteiny pred
dehydrataci, jsou heat-shock proteiny (HSP), osmoprotektanty a lapace volnych radikala
(Bohnert and Sheveleva, 1998). VSeobecné znazornéni reakce rostliny na abioticky stres

je znazornéno na obrazku ¢. 3.

Signal relay Examples of Signaling
components partners
Signal
B lon channel, histidine B ]
Receptors kinase, GPCR, RLK Prenyl/myristoy!
) transferases, ubiquitination
nd i i -
Ca? 2M signaling InsP, ROS, ABA enzymes, cytoskf.-leton
molecules associated proteins,
\ I'g 4P scaffolds, and adaptors.
. CDPK, SOS2/PKS, MAPK
Phosph te ’ ’
ca::a;:’;pro " protein phosphatase
Transcription EREBP/AP2, bZip,
factors Zn finger
Stress-responsive LEA-like, antioxidant, ]
| genes and osmolyte synthetic |
¢ enzymesl/transporters
Responses Stress tolerance, growth

arrest, or cell death

Obr. 3: Vieobecné znazornéni drahy pro reakci rostliny na chlad, sucho, stres suchem
(Xiong et al., 2002)

Reakce rostliny na stres suchem

Sucho je hlavnim abiotickym stresorem a ma velmi zdvazné u¢inky na rast rostlin.
Rostliny vyvinuly mnoho vyvojovych a fyziologickych mechanismt k pfeckani obdobi
sucha, napft. zkraceni jejich Zivotniho cyklu, eliminace ztrat vody zavienim praduchi ¢i
zesilenim kutikuly, zefektivnéni ptijmu vody delSimi a silnéjSimi kotfeny, akumulaci
osmoprotektantil, antioxidantl a lapaci volnych radikalt (Wang et al., 2017).

Fyziologickd reakce na stres suchem byvd velmi rychld a je fizena rostlinnym
hormonem — kyselinou abscisovou (ABA), ktera pusobi jako klicovy prostiednik
vV odpovédi na abioticky stres. Reguluje fyziologické reakce, expresi genii zapojenych

V odpoveédi na osmoticky stres a muze utlumit rast (Kim et al., 2012a). Vodni deficit
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spousti biosyntézu ABA, jeji akumulaci a distribuci xylémem do celé rostliny (Wilkinson
and Davies, 2002). ABA snizi ztraty vody tim, ze zavie priduchy a zamezi jejich
znovuotevieni. Modulace priduchové Stérbiny je spojend se souborem bunécnych
biochemickych procesii — aktivaci G-proteint (Coursol et al., 2003), produkci reaktivnich
forem kysliku (ROS) (Pei et al., 2000), syntézou oxidu dusnatého (Bright et al., 2006),
zvySovanim cytosolického pH, zvySovanim obsahu Ca?*, a to jak vtokem pfes
plasmatickou membranu, tak uvoliovanim z cytosolickych rezerv (Pei et al., 2000),
proteinovou fosforylaci i defosforylaci a pieskupenim cytoskeletu (Hwang and Lee,
2001). Vysledkem téchto udalosti je otevieni iontovych kanal a odtok K™ , CI” a
malatovych iontli ze svéracich bunék, a tim uzavieni priduchu a zamezeni jeho
znovuotevieni (Li et al., 2006).

Jako ,,osmosenzor* byl identifikovan transmembranovy histidin kindzovy receptor
(ATHK1) a s nim spojené proteiny (Wohlbach et al., 2008). Aktivace a regulace gent je
fizena kindzami a fosfatazami (napt. MAPK) (Thirunavukkarasu et al., 2017). Docasné

zvyseni koncentrace vapenatych iontll v cytosolu, které v reakci na stres (nejen suchem)

pusobi jako druzi poslové, zprosttedkovava zapojeni riznych signalnich drah (Kaur
and Gupta, 2005), dochazi k aktivaci Ca?* vazebnych proteini — calmodulind,
calmoduliniim podobnych proteind, calcineurin-B podobnych proteinli a proteinovych
kinaz zavislych na Ca?*(CDPK) vysledkem jejichZ piisobeni je aktivace exprese genti

(Klimecka and Muszynska, 2007).

V reakci na stres suchem se spousti exprese funk¢nich gent, mezi které patii napf.
geny kodujici enzymy, které syntetizuji osmoprotektanty (adc, BADH-1, codA, COX,
CMO, Osm1, P5CS) (Amudha and Balasubramani, 2011). Dalsim typem exprimovanych
funk¢nich proteint jsou LEA proteiny (viz. kapitola LEA proteiny) (Ling et al., 2016) a
proteiny, které chrani proti oxidaci kyslikovymi radikaly (napt. glutathion peroxidaza,
superoxid dismutdza, askorbat peroxidaza a glutation reduktaza (Amudha and

Balasubramani, 2011).
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Pfi stresu suchem byla prokazéana také vyssi mira exprese transkripénich faktora MYC,
MYB, bZIP, C2H2 a NAC (Pereira et al., 2011). Tyto faktory interaguji s cis-elementy
Vv promotorech a tvofi transkripéni komplex s TATA boxem, ktery aktivuje RNA
polymerazu a zahajuje transkripci piisluSnych gent (Yamaguchi-Shinozaki and
Shinozaki, 2005). Model celé reakce rostliny na stres suchem je znazornén na obrazku

¢. 4.

Droughtstress
ABA-independent pathway - }NCED ABA-independent pathway
: : : £ AP2/EREBP
ZFHD NAC © // ABA-dependent ™ ;
~ ~ WRKY  pathway MYB MYC :
{zFHDR HNAGR | L DRE/CRT
EDR1 AREB/ABF MYBR H MYCR
‘l' RD22,JAZ1~12

RD29B, RD20A

Drought stress-inducible genes
]

v
Osmotic potential
Leaf / Root

Stomatal closure water absorption
Obr. 4.: Pfedpokladany model reakce na stres suchem v korenech a listech u fepky olejky

(Liu et al., 2015a)

Reakce rostliny na stres chladem

Chlad ovliviiyje rist a vyvoj nejen zeméd¢€lsky vyuzivanych rostlin po celém svéte.
Schopnost rostlin pfezit mrazivé obdobi zavisi na jejich schopnosti aklimatizace
(McKhann et al.,, 2008). Projevem mrazu Vv rostliné je tvorba ledovych krystald
vV mimobunécnych prostorech, které zpisobuje poskozeni bunék (Sakai and Larcher,
1987). Diky niz§imu osmotickému potencialu ledu (v porovnani s vodou) dochazi
k proudéni vody skrz membrany ven z bun¢k. Tim dochazi k bunééné dehydrataci (Rihan

etal., 2017).
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Vystaveni rostlin nizkym teplotdm nad bodem mrazu vede k aklimatizaci rostlin, diky
které jsou rostliny pfipraveny na obdobi teplot pod bodem mrazu (Thomashow, 2010).
Pti aklimatizaci k chladu dochazi k redukci rychlosti rlstu, snizuje se obsah vody
Vv pletivech, zvysuje se produkce antioxidantti, kyseliny abscisové a osmolitl v podob¢
cukru ¢i prolinu (Kurepin et al., 2015; Tao et al., 1998; Yadav, 2010). Dale dochazi ke
zmeéné v expresi stovek gend, které koduji bud’ proteiny, které maji pfimo ochranou
funkci (napf. LEA proteiny) nebo proteiny, které reguluji genovou expresi pii stresu
chladem. U Arabidopsis byla identifikovana rodina transkrip¢nich faktori CBF/DREBI1
zasadnim clankem chladové aklimatizace. Tyto transkripcni faktory se vadzou na
specifické sekvence v promotorech genti zapojenych v reakci na chlad a dehydrataci a
spousti jejich transkripci (Rihan et al., 2017). Mezi tyto geny patii napt. COR geny, které
jsou nezbytné pii toleranci k chladu (Mizoi et al., 2012) a patii mezi dehydriny (Close,
1997). Akumulace dehydrini je pravdépodobné hlavni fyziologickou odpovédi na stres
chladem, zaroven je také aktivovan antioxidaéni systém jako ochrana pted
fotooxidativnim stresem (Haimi et al., 2017).

ZvySeni exprese transkripénich faktori CBF/DREBI1 bylo pozorovéno jiz po 15
minutach vystaveni rostliny podminkach chladu. Tato velmi rychla reakce naznacuje, ze
protein fungujici jako prenase¢ signalu je pravdépodobné pritomen neustale, i v dobé, kdy
je teplota prostiedi pfizniva. Tento protein byl nazvan jako ICE (v anglickém jazyce
zkratka pro ,,spousté¢ exprese CBF*) (Gilmour et al., 1998). Tento protein (nebo dalsi
proteiny, se kterymi interaguje) je aktivovan nizkymi teplotami a aktivuje promotor genu
pro CBF transkripéni faktor (Zarka et al., 2003). Model celé reakce rostliny na stres

chladem je znazornén na obrazku ¢. 5.
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Obr. 5.: Piedpokladany model reakce na stres chladem u Arabidopsis (Chinnusamy et
al., 2007)
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3. Hypotézy a cile prace

Hypotézy disertacni prace

1) Je na zaklad¢ qRT-PCR mozné vyhodnotit zmény v expresi u kontrolnich rostlin a
rostlin vystavenych stresu a identifikovat potencidlni geny zapojené do mechanismi
odpovédi rostliny na abioticky stres?

2) Existuje korelace mezi vysledky transkriptomickych a proteomickych analyz? Je
tedy mozné ziskat odpovéd na otdzku mechanismu syntézy a akumulace proteini
spojenych s reakci na stres u rostlin a odvozeni spolehlivych markert pro selekci cilovych

rostlin — podle urovné exprese nebo podle pritomnosti stresovych proteind.

Cile disertacni prace

1) Identifikovat potencidlni geny spojené s reakci na abioticky stres (napf. geny pro
dehydriny a transkrip¢ni faktory) u fepky.

2) Vyuzit modernich molekularnich a proteomickych/optickych metod a porovnat
vysledky transkriptomickych a proteomickych analyz.

3) Interpretovat vztah mechanismu syntézy a akumulace proteinti spojenych s reakci

na stres.
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4. Material a metody

Dizertacni prace se zabyva analyzou gent indukovanych abiotickym stresem u rostlin
fepky olejky. K testovani byly na zéklad¢ ptfedchozich experimentii provadénych na
nasem pracovisti a na pracovisti VURV v Ruzyni vybrany odridy s kontrastni reakci na
stres chladem a suchem. Testované geny byly vybrany na zaklad¢ informaci dostupnych
V literatuie nebo na zakladé¢ WGCNA (Weighted Gene Co-expression Network Analysis)
a GO (Gene Ontology) enrichment analyzy (Hejna, nepublikovana data).

V ramci prace byly provedeny 3 experimenty:

A) Reakce rostlin na stres chladem u fenotypoveé kontrastnich odrid fepky — hodnoceni
relativni exprese ERD10 na trovni genu a proteinu. Studovany gen ERD10 byl vybran na
zaklad¢ vysledka predchozich experimenti (Jelinkova et al., 2016; Keshavaiah et al.,
2014)

B) Reakce rostlin fepky na stres chladem u odrid s kontrastni akumulaci proteinu
ERD10.

C) Reakce regenerantli mikrosporovych embryi na simulovany stres suchem u
fenotypové kontrastnich odrid fepky. Regeneranty byly vyprodukovany na pracovisti
VURYV v Ruzyni. Studované geny byly vybrany na zékladé analyzy akumulace proteint
u regenerantti pomoci metody MALDI-TOF/TOF.
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4.1 Rostlinny material

V experimentu A) Reakce rostlin na stres chladem u fenotypové kontrastnich odrad
fepky — hodnoceni relativni exprese ERD10 na rovni genu a proteinu byly pouzity dvé
odridy fepky olejky Navajo a Cadeli, které byly na zaklad¢ predchozich experimentl
identifikovany jako kontrastni v reakci na stres chladem. Odriida Navajo byla vybrana
jako odolna a odrtida Cadeli jako nachylna k chladu.

V experimentu B) Reakce rostlin fepky na stres chladem u odrud s kontrastni
akumulaci proteinu ERD10 byly pouzity odrady Alaska, Ladoga, Liglory a V8. Odrady
byly vybrany na zakladé odlisné rychlosti akumulace proteinu ERD10 v listech.

V experimentu C) Reakce regenerovanych mikrosporovych embryi na simulovany
stres suchem u fenotypové kontrastnich odrid fepky byla pouzita regenerovana
mikrosporova embrya odvozena z rostlin odrid Cadeli a Viking a byla stresovana
simulovanych suchem vyvolanym pomoci PEG. Odrada Cadeli byla v tomto pripadé

vybrana jako odolna a odriida Viking jako nachylna k suchu.

4.2 Podminky péstovani

Rostliny pro experiment A) Reakce rostlin na stres chladem u fenotypové kontrastnich
odrud fepky a B) Reakce rostlin fepky na stres chladem u odrtd s kontrastni akumulaci
proteinu ERD10 byly vysety do sadbovaci naplnénych raSelinnym substratem
obsahujicim Kristalon Start, smichanym s perlitem v poméru 5:1 vzdy po jednom
seminku (kli¢ivost 98%). Sadbovade byly umistény do dvou fytotronti (14/10 hod.
fotoperioda, 21°C ve dne, 19°C v noci, vlhkost 85 %) a rostliny byly péstovany po dobu
5 tydnu (3 — 4 pravé listy). Ve fytotronu uréeném K simulaci stresu chladem byla po této
dobé pienastavena teplota na 4°C (experiment A), resp. 2°C (experiment B) a po dosazeni
této teploty byly zapocaty odbéry vzorkli v pravidelnych Casovych intervalech. Odbéry
vzorkd byly provedeny dle nasledujiciho rozpisu v tabulce 1 a tabulce 2. Vzorky
kontrolnich rostlin (teplota stejnd po celou dobu experimentu) byly odebirany v ¢asovych
intervalech odpovidajicich DD (primérna denni teplota x pocet dnt1) stresovanych rostlin.

Z kazdé varianty a odrudy byly vzdy odebirany pln¢ vyvinuté listy 4 (A) resp. 2 (B),
rostlin pro naslednou izolaci RNA a termostabilnich proteind a ihned zamrazeny
Vv kapalném dusiku a uloZeny v mrazicim boxu pii -80°C. Pted vlastni izolaci RNA byl

cely smésny vzorek zhomogenizovan.
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Tabulka 1: RozvrZeni odbéra rostlin v experimentu A) Reakce rostlin na stres

chladem u fenotypové kontrastnich odrid Fepky

Tabulka 2: RozvrZeni odbéri rostlin v experimentu B) Reakce rostlin Fepky na

stres chladem u odriid s kontrastni akumulaci proteinu ERD10
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Oznaceni
vzorku
- RNA

S1
S2
S3
sS4
S5
S6
S7
S8
S9
$10
S11
S12
$13

S14

pocet hodin
v chladu

0 hod
1,5 hod
3 hod
4,5 hod
6 hod
7,5 hod
24 hod
2 dny
3dny
6 dni
7 dni
9 dni
10 dni

13 dni

Oznaceni
vzorku
- RNA

K1

K10

K13

pocet hodin
pro odbér
kontroly

0

14

24

Oznaceni
vzorku
-proteiny

Kontrola

11 dni

42 dni

Oznaceni
vzorku

S1
S2
S3
sS4
S5
S6
S7
S8
S9
S10
S11
§12
§$13
S14

pocet hodin
v chladu

1 hod
2 hod
4 hod
8hod
12 hod
18 hod
24 hod
2 dny
4 dny
6 dni
9 dni
14 dni
22 dni
34 dni

Oznaceni
vzorku

K1

K2

pocet hodin
pro odbér
kontroly
0

96

Oznaceni
vzorku
-proteiny
Kontrola

4 dny

9 dni
14 dni

34 dni




Regenerovana mikrosporova embrya pro experiment ,,C) Reakce regenerovanych
mikrosporovych embryi na simulovany stres suchem u fenotypové kontrastnich odrad
fepky* byly pfemistény na pevné diferencia¢ni médium a byly udrzovany pii 22/20°C,
fotoperiodé 14/10 hodin. Pro simulaci stresu suchem, resp. snizeni vodniho potencialu
média byl pouzit PEG 4000 30% w/w po dobu 24 hodin podle metodiky Verslues et al.
(2006). Vzorky pro izolaci RNA i proteint (tabulka ¢. 3) byly odebirany 24 hodin a 7 dni
po zacatku stresu (pfidani PEG do média). Z kazdé varianty bylo odebrano 10 embryi ve
formé smésného vzorku, byly ihned zamrazeny v kapalném dusiku a ulozeny v mrazicim

boxu pii -80°C. Pted vlastni izolaci RNA byl cely smésny vzorek zhomogenizovan.

Tabulka 3: Rozvrzeni odbéru rostlin v experimentu C) Reakce regenerovanych

mikrosporovych embryi na simulovany stres suchem u fenotypové Kkontrastnich

odrid repky
Odruda doba stresu varianta
1 den kontrola
. 1 den stres
Cadeli .
7 dni kontrola
7 dni stres
1den kontrola
- 1 den stres
Viking ;
7 dni kontrola
7 dni stres
4.3 RT-gPCR

4.3.1 1zolace RNA, syntéza cDNA

RNA byla extrahovana pomoci TRI Reagentu (Ambion) ze 100 mg rostlinného pletiva
homogenizovaného ve teci misce S kapalnym dusikem a dale byla zbavena zbytkové
DNA pomoci kitu DNA-freeTMKit (Ambion) podle doporuéeni vyrobce. Vzorky RNA
byly uchovavany v mrazicim boxu pii teploté -80°C. Nasledn¢ byla pomoci piistroje
Biospec Nano (Shimadzu) spektrofotometricky (OD260) zmétena koncentrace a kvalita
(pomér OD260/280 a OD260/230) ziskané RNA, ktera byla nafedéna na jednotnou
koncentraci 50 ng/ul. cDNA byla nasyntetizovana pomoci kitu Standart Reverse
Transcription System (Promega) postupem doporuc¢enym vyrobcem a skladovana pti
-20°C.

31



4.3.2 Reak¢ni podminky qPCR a primery

Kvantitativni PCR (QPCR) byla provedena s pouzitim Power SYBR® Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems) na pfistroji QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR
System (Applied Biosystems) v 96-jamkové desticce za podminek doporucenych
vyrobcem a to ve tfech technickych opakovanich pro kazdy vzorek. Relativni exprese
genu byla vypoctena podle metody AACT - treshold cycle (Livak, Schmittgen, 2001).
Specifita reakce byla ovéfena pomoci analyzy kiivky tani. Mezi métené vzorky byla pro
zafazena i negativni kontrola, kterd neobsahovala templatovou cDNA. Jako referen¢ni
gen byl pouzit BnActin.

Primery pro studované geny (Tabulka 4) byly navrzeny v programu Primer 3
(Whitehead Institute for Biomedical Research) a Geneious (Biomatters ApS). Jejich
specificita byla dale testovana pomoci programu Geneious (Biomatters ApS) a Vector
NTI (Thermo Fisher Scientific) a BLAST (NCBI). Ziskana data byla zpracovana pomoci
softwaru Microsoft Excell a Statistica.

Tabulka 4: Sekvence pouzitych primert

Gen Forward primer Reverse primer

ERD10 (Cab008876.1) CGCATATGGGTTCTACGTAATG GATGTGATCATGTGGATAGGAGAC
ERD10 (Cab042821.1) AGAGGAAGAAATAGAGGTGGGT  CATCTCCAACCCATTGCTAT
ERD10 (NM_001315610.1) ACCACCAATATTAGGAACCA ATATAACACTCGGAGCAG

HP1 (Bo6rg106940.1) GAAGGAAGAGGGGACTGACTCA  TCATCTCCTCCACCACTCCGC
HP2 (Bo1g014860.1) AGTGTCGGCGGTAGATATTG GAGACGACGATCACAGGATG
LT178 (XM_013820820.2) CAGAGGAAGAAGAGCATCAC TCTTGCTCGTTGCCATCAAC
NRP1 (XM_013801908.2) AACCGAAACAGCCAACAGGC GTCTGACTCGTTACGAGCGG
RCI2A (XM_013782979.1) GGTTCGTCGTGTTTTCGACT CACGCAAAAGAAGGATTGAG
ICE1 (XM_013842975.2) ATCAGCAACTATGGAGGCGT GTTTCCGTCGAGAACCATCG
PER1 (XM_009146775.2) CGTCCTCTTCTCTCACCCTG AGCGTATTTTCCCATCGCAC
PLD1 (XM_013841229.2) CATGTTCACGCACCATCAGAAG GAGTTTTGTTGGTGGGATCGA
L-GUL (XM_009112446.2) ACAAAGGGCAACGCATATGC TTCAGCGCTTTTGTACACATCA
BnACTIN7 (XM_013858992.2) | CCCTGAGCACTTTTCCAACAGA AGAAGCATTTCCTGTGGACGAT
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4.4 Méreni akumulace proteinu ERD10

4.4.1 Izolace termostabilnich proteina

Termostabilini  proteiny byly izolovany =z listového pletiva, které bylo
homogenizovano pomoci kapalného dusiku v tfeci misce. 250 mg vzorku bylo smichano
s 1 ml extrakéniho pufru (20 mM Tris-HCI, pH=7,5 + 0,5 M NaCl), vortexovano a poté
centrifugovano pii 14 000 x g pii 4°C po dobu 20 minut. Odebrany supernatant byl
zahiivan po dobu 15 minut na 100°C a poté 10 minut chlazen na ledu. Nésledovala
centrifugace pii 14 000 x g pii 4°C po dobu 20 minut. Odebrany supernatant byl
skladovan pti -20°C. Pied vlastnim meéfenim byly vzorky fedény v poméru 1:200

v 10mM PBS pufru (pH=7,4), ktery byl vyuzit také jako nosny puft.

4.4.2 Vlastni méfeni akumulace proteinu ERD10

Na zéklad€ ptedchozich experimentil a provedené literarni reSerSe byl jako vhodny
kandidat pro studium mechanismu reakce na stres chladem zvolen gen ERDI0
(NM_001315610.1). Na zaklad¢ jeho sekvence mRNA v databazi NCBI byla objednana
protilatka od firmy Agrisera (Svédsko).

Akumulace proteinu ERD 10 byla méfena pomoci metody SPR (Surface plasmon
resonance). Tato metoda vyuziva plazmon vznikajici na rozhrani kovu a dielektrika k
detekci interakci molekul umisténych na povrchu kovu. V piipadé tohoto experimentu
bylo kovem zlato, na némz byla nanesena specialni vrstva umoznujici ukotveni
makromolekul (v naSem piipad€ protilatky). Pro experimenty byl vyuzit komeréné
dodavany bio¢ip CS-LD (Horiba), ktery obsahuje chemickou vrstvu obsahujici funkéni
skupiny vhodné pro navazani protilatky. Protilatka anti-ERD10 (Agrisera) byla nafedéna
10 mM PBS pufrem (pH 7,4) v koncentraci 1:10 000 a byla naspotovana na biocip, ktery
byl nasledné vyblokovan etanolaminem a saturovan 1% BSA. Po zméfeni odezvy

kazdého vzorku byl biocip regenerovan 1% SDS a znovu saturovan 1% BSA.
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5. Vysledky

5.1 Experiment A) Reakce rostlin na stres chladem u fenotypové
kontrastnich odrud rFepky — hodnoceni relativni exprese ERD10 na drovni

genu a proteinu

Exprese ERD10 na firovni genu

Rostliny byly stresovany chladem (4°C) po dobu Sesti tydnd. Pro analyzu exprese genu
ERD10 v listech rostlin byly rostliny odebirany po dobu 13 dni. Kontrolni rostliny byly
odebrany na zacatku experimentu, po ¢trnacti hodinach a po jednom dnu trvani stresu
chladem a na konci experimentu. Po pfepoctu efektivnich teplot odpovida 1 den rustu

Vv kontrolnich podminkach deseti dniim v podminkach stresovych (1 X 20°C =10 x 2°C).
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Obr. 6: Relativni exprese genu ERD10 u rostlin odrid Navajo a Cadeli stresovanych

o

Relativni exprese genu ERD10 (NM_001315610.1)
(9]

chladem. Graf znazoriuje hodnoty relativni exprese genu ERD10 u chladem stresovanych (tmaveé
hnédé sloupce) a kontrolnich (svétle hnédé sloupce) rostlin odriidy Cadeli a chladem stresovanych
(tmavé modré sloupce) a kontrolnich (svétle modré sloupce) rostlin odridy Navajo v prubéhu

trvani stresovych podminek. Hodnoty znazoriiuji priméry ze tii technickych opakovani
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U rostlin fepky odridy Navajo i Cadeli vystavenych stresu chladem byla v porovnani
s kontrolnimi rostlinami pozorovana zvysena exprese genu ERD10 jiz v prabéhu prvniho
dne stresu. U obou odrid Cadeli doslo po 24 hodinach v chladu k 17nasobnému zvySeni
exprese Vv porovnani s primérem kontrolnich rostlin. Maximéalnich hodnot dosahovala
mira exprese tohoto genu po 2 dnech stresu chladem. U odriidy Cadeli se v porovnani
s primérem kontrolnich rostlin této odridy zvySila relativni exprese genu ERD10
27nasobné. U odridy Navajo doslo k 32ndsobnému navyseni relativni exprese tohoto
genu Vv porovnani s priimeérem kontrol. Tteti den od zacatku stresu doslo opét ke snizeni
exprese tohoto genu. Ve srovnani s kontrolami vsak byla relativni exprese genu ERD10
stale u odrudy Cadeli primérn¢€ 7nasobn¢ a u odriidy Navajo 6nasobné vyssi.

Vliv stresu chladem na relativni expresi genu ERD10 je u obou odrud statisticky
prukazny (F =984, p <0,00001). Statisticky vyznamna je i odli$nost reakce jednotlivych
odrid na délku stresu chladem (F = 77,2, p = 0,000001). Grafické znazornéni vysledku

expresni analyzy je na obrazku €. 6.

Exprese ERD10 na urovni proteinu

Pro stanoveni relativni akumulace proteinu ERD10 byly pfipraveny extrakty
termostabilnich proteint z listi rostlin dvou odrid fepky vystavenych stresu chladem.
Odezva bioCipu byla sledovana vzdy soucasné na bodech obsahujicich sérum s
protilatkou a na negativni kontrole, kterou bylo pre-sérum (krevni sérum kralika pied
imunizaci), protoze k odezveé dochdzi i diky zméné indexu lomu prostiedi, piipadné
interferencemi latek obsazenych ve vzorku. Ke specifické interakci by vSak mélo

dochazet pouze na bodech obsahujicich protilatku.

Vyvoj bioCipu probihal v nékolika krocich:

1. Experimentalni stanoveni koncentrace protilatky vhodné k nanaSeni na povrch
bioCipu - jako nejvhodnéjsi se ukazalo fedéni protilatky 1:10000 do 10mM PBS pufru
pH=7.,4. Jako negativni kontrola bylo vyuzito pre-sérum (Agrisera) dodané spolu s
protilatkou.

2. Ukotveni protilatky na povrch bioCipu (tzv. spotovani), nasledované blokaci
zbyvajicich funkénich skupin povrchu etanolaminem. Pro saturaci bio€ipu byl pouzit 1%

roztok BSA (obrazek ¢. 7).
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3. Testovani odezvy bioCipu na rizné koncentrace sledované¢ho proteinu. Pouzity
byly extrakty rostlin fepky obsahujici rizné hladiny dehydrinu. Tyto extrakty byly fedény
v pomérech 1:30, 1:100 a 1:200 do dvou riznych pufra (10 mM PBS pH=7,4 a 10 mM
Tris-HCI pH=7,5). Nejlepsi odezva byla nalezena u nejvétsiho fedéni a PBS pufru
(obrazek ¢. 8).

4. Regenerace bioCipu, tj. vyvazani testovan¢ho proteinu po kazdém vzorku, aby se
postupné nesnizovala odezva bioCipu. Vyzkouseny byly roztoky soli (napt. 1M NaCl),
kyselin (10 - 100 mM HCI) i zasad (10 - 100 mM NaOH), jako neja¢innéjsi byl vybran
1% roztok SDS; tento roztok vsak z povrchu bioCipu vymyva i BSA, po kazdé regeneraci
je proto nutné znovu bioCip saturovat 1% roztokem BSA.

5. Jako nosny pufr byl vyuzit PBS 10mM nebo Tris 10mM. Pro kalibraci bio¢ipu byl
vyuzit 12,5 mM Tris pufr nebo PBS puft.

Po ukonceni ptipravy a testovani bio¢ipu byly méteny jednotlivé vzorky.

Obr. 7 Ukazka povrchu bio¢ipu po ukotveni séra s protilatkou nebo negativni kontroly
o rizné koncentraci (c1 — c4). Jednotlivé koncentrace protilatky (Cervené body) a pre-séra

(modré body) jsou na ¢ip umistovany Vv fadach. Méteni pak probiha na vybranych bodech.
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Piiklad odezvy biocipu na rizné koncentrované extrakty termostabilnich

Odezva je méfena na bodech obsahujicich nebo neobsahujicich protilatku (protilatka

resp. pre-sérum). Méné koncentrované extrakty v tomto pifipadé dosahuji lepsi odezvy

bioc¢ipu. Prvotni nartst signdlu je zptisobeny zménou indexu lomu prostiedi a je spolecny

pro oba sledované body (protilatku 1 pre-sérum). K dalSimu postupnému zvySovani

signalu dochazi vlivem interakce protein-protilatka (na bodech obsahujicich protilatku).

Nasleduje

pokles signdlu zplisobeny vymytim vzorku pufrem, pficemz na bodech

obsahujicich protilatku i po vymyti signél zlstava vySe nez na bodech s pre-sérem, coz

svédc¢i 0 navazani proteinu na protilatku.

37



12

B Navajo

o 10
—
2
o B Cadeli
5
£ 8
[}
3
°
o
S 6
S
€
>
Y4
2 4
C
=
=
0o
[}
x 2

0

kontrola 11 dni chladu 42 dni chladu

Obr. 9: Normalizované odezvy SPR — relativni akumulace proteinu ERD 10 u rostlin odrid
Navajo (modré sloupce) a Cadeli (hnédé sloupce) vystavenych stresu chladem po dobu 11 a 42

dni a u rostlin kontrolnich.

Grafické znazornéni vysledki SPR analyzy je na obrazku €. 9. U kontrolnich rostlin
odridy Cadeli byla relativni akumulace proteinu ERD10 2,5x vyS$$i neZ u kontrolnich
rostlin odridy Navajo. Hned v prib¢hu 11 dni stresu chladem se akumulace tohoto
proteinu u rostlin odridy Navajo zvySila na témét 10nasobek akumulace u kontrolnich
rostlin, zatimco u rostlin odridy Cadeli byla akumulace proteinu s kontrolnimi rostlinami
srovnatelnd. U rostlin, které byly umistény ve stresovych podminkach 42 dni byla
relativni akumulace dehydrinu ERD 10 zvySena u obou odrid, u odridy Navajo
dosahovala relativni akumulace proteinu 9ti nasobku akumulace u kontrolnich rostlin a u

odrtidy Cadeli pouze dvojnasobku.
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5.2 Experiment B) Reakce rostlin Fepky na stres chladem u odrid

S kontrastni akumulaci proteinu ERD10.

Exprese ERD10 na urovni proteinu

Pro stanoveni relativni akumulace proteinu ERD10 byly pfipraveny extrakty
termostabilnich proteint z listd rostlin fepky vystavenych stresu chladem. Rostliny byly
stresovany chladem (2°C) po dobu 34 dni. Pro analyzu akumulace proteinu ERD10 byly
stresované rostliny odebirany 4., 9., 14., 34. a 50. den. Kontrolni rostliny byly odebrany

na zacatku experimentu.
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Obr. 10: Normalizované odezvy SPR — relativni akumulace proteinu ERD10 u rostlin
odrid Alaska (modré body), Ladoga (Cervené body), Liglory (Sedé body) a V8 (Zluté body)
vystavenych stresu chladem po dobu 4, 6, 9, 14, 34 a 50 dni a u rostlin kontrolnich.

Na obrazku €. 10 je grafické znazornéni vysledkd SPR analyzy. Relativni akumulace
proteinu ERD10 v listech kontrolnich rostlin odrid Alaska a Ladoga byla téméf
dvounésobna v porovnani s akumulaci tohoto proteinu v listech kontrolnich rostlin odrad
Liglory a V8. V prib¢hu stresu chladem bylo pozorovano navyseni relativni akumulace
proteinu ERD10 v listech rostlin odrid Liglory a V8. Po 14 dnech stresu se u rostlin téchto

odrid relativni akumulace zvysila témét 3x. Po 34 dnech bylo pozorovéano dalsi, témét
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pétinasobné navysSeni relativni akumulace v porovnani s kontrolnimi rostlinami a trva i
po 50 dnech stresu chladem. U odridy Alaska dochazi k pomalejsi akumulaci proteinu
v listech. Zvyseni (2,5x) akumulace proteinu ERD10 u rostlin odridy Alaska je
pozorovatelné az po 50ti dnech stresu chladem. Z poc¢atku vyssi relativni akumulace
tohoto proteinu u kontrolnich rostlin odridy Ladoga zistala po dobu 50 dni stresu
chladem srovnatelna i u rostlin stresovanych. VIiv stresu chladem na akumulaci
dehydrinu  ERD10 vlistech je statisticky prukazny (F = 10970,5;
p < 0,0000001), statisticky prikazna je i odliSnost akumulace tohoto proteinu u
jednotlivych odrid (F = 4257,5; p < 0,0000001). Odlisnost zmény akumulace tohoto
proteinu Vv reakci na stres chladem mezi jednotlivymi odridami se také podafilo

statisticky prokazat (F = 3005,8; p < 0,0000001).

Exprese ERD10 na drovni genu

Rostliny byly stresovany chladem (2°C) po dobu 34 dni. Pro analyzu exprese genu
ERD 10 v listech rostlin byly stresované rostliny odebirany po dobu 6 dni. Kontrolni
rostliny byly odebrany na zacatku experimentu a po 96ti hodinach. Po piepocétu
efektivnich teplot odpovidd 1 den rastu v kontrolnich podminkach deseti dniim
vV podminkach stresovych (1 x 20°C =10 x 2°C).

V ramci tohoto pokusu byly testovany 3 homologni geny ERD10: NM_001315610.1,
Cab042821.1 a Cab008876.1.
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Obr. 11: Relativni exprese genu ERD 10 (NM_001315610.1) u rostlin odrad Alaska (modré
body), Ladoga (¢ervené body), Liglory (Sedé body) a V8 (zluté body) vystavenych stresu chladem

po dobu 6 dni a u rostlin kontrolnich. Hodnoty znazoriuji praméry ze tii technickych opakovani.

Na obrazku ¢. 11 je grafické zndzornéni expresni analyzy genu ERD 10
(NM_001315610.1). U kontrolnich rostlin odridy Ladoga byla exprese genu ERD10
(NM_001315610.1) na za¢atku experimentu pfiblizné 10x niz$i nez u kontrolnich rostlin
odrudy Alaska. I u rostlin stresovanych pak byla ve vétsiné odbért exprese tohoto genu
u odridy Ladoga niZsi neZ u ostatnich odrud a u odridy Alaska byla spise vyssi. U rostlin
odrid Alaska, Ladoga a V8 doslo knavySeni relativni exprese genu ERD10
(NM_001315610.1) hned v priibéhu 1. hodiny stresu chladem. U stresovanych rostlin

odriidy Ladoga byl dal3i narist exprese genu ERD10 (NM_001315610.1) zaznamenén az
po 12ti hodinach stresu. Maxima dosahovala exprese tohoto genu u odridy Ladoga po 24
hodinach stresu, kdy byla naméfena téméf 40ti ndsobnd exprese v porovnani
s kontrolnimi rostlinami této odriidy. Relativni exprese genu ERD10 (NM_001315610.1)
byla téméf po celou dobu experimentu nejvySsi u rostlin odriidy Alaska. Maxima
dosahovala exprese tohoto genu po 24 hodinach stresu, kdy doslo k 5ti ndsobnému
navysSeni v porovnani s expresi u kontrolnich rostlin. U rostlin odriidy V8 byla nejvyssi
exprese genu ERD10 (NM_001315610.1) naméfena jiz 12 hodin po za¢atku stresu

chladem a dosahovala 15ti nasobku exprese tohoto genu u kontrolnich rostlin, poté doslo
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k jejimu opétovnému poklesu. U rostlin odrady Liglory byla nejvyssi exprese genu
ERD10 (NM_001315610.1) naméiena dokonce jiz po 4 hodinach stresu chladem a
V porovnani s kontrolnimi rostlinami této odrtidy se exprese tohoto genu zvysila 5x. Vliv
stresu chladem na relativni expresi genu ERD10 (NM_001315610.1) V listech je u viech
odrud statisticky prikazny (F = 23,9; p = 0,004), statisticky prukazna je 1 odliSnost
exprese tohoto genu u jednotlivych odrid (F = 16; p = 0,01). Odlisnost zmény exprese

Vv reakci na stres chladem mezi jednotlivymi odridami se nepodafilo statisticky prokazat.
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Obr. 12: Relativni exprese genu ERD 10 (Cab042821.1) u rostlin odrud Alaska (modré body),
Ladoga (Cervené body), Liglory (Sedé body) a V8 (zluté body) vystavenych stresu chladem po

dobu 6ti dni a u rostlin kontrolnich. Hodnoty znazornuji praiméry ze tii technickych opakovani.

Na obrazku €. 12 je grafické znazornéni expresni analyzy genu ERD10 (Cab042821.1).
Relativni exprese homologu genu ERD10 (Cab042821.1) byla fadové srovnatelna

s relativni expresi homologu ERD10 (NM_001315610.1). V priibéhu stresu nebyl

pozorovan zadny vyrazny trend ve zméné exprese genu ERD10 (Cab042821.1) u
stresovanych rostlin, relativni exprese tohoto genu prubézné kolisa. Vliv stresu chladem
na expresi genu ERD10 (Cab042821.1), odlisnost jeho exprese u jednotlivych odrad ani
odlisnost zmény exprese v reakci na stres chladem mezi jednotlivymi odriidami se

nepodafilo statisticky prokazat.
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Obr. 13: Relativni exprese genu ERD 10 (Cab008876.1) u rostlin odrtid Alaska (modré body),
Ladoga (Cervené body), Liglory (Sedé body) a V8 (zluté body) vystavenych stresu chladem po

dobu 6ti dni a u rostlin kontrolnich. Hodnoty znazoriuji praméry ze tii technickych opakovani.

Na obrazku €. 13 je grafické znazornéni expresni analyzy genu ERD10 (Cab008876.1).
Relativni exprese homologu genu ERD10 (Cab008876.1) u testovanych rostlin byla
pfiblizné¢ 100x niz§i nez u zbylych testovanych homologi genu ERD10
(NM_001315610.1 a Cab042821.1). U stresovanych rostlin odridy Alaska byla relativni
exprese genu ERD10 (Cab008876.1) zvysena jiz po 4 hodinach stresu chladem (80ti
nasobek relativni exprese tohoto genu v porovnani s kontrolnimi rostlinami) a k jejimu
snizeni zpét na uroven kontrolnich rostlin doslo aZ po dvou dnech stresu chladem, po 6ti
dnech stresu chladem byla exprese tohoto genu u rostlin odridy Alaska opét zvySena na
20ti nasobek relativni exprese kontrolnich rostlin. U chladem stresovanych rostlin odrady
Liglory byla relativni exprese genu ERD10 (Cab008876.1) od zacatku stresu pomalu
zvySovana, nejvyssi relativni exprese byla zaznamenana po 18ti hodinéch stresu chladem,
nasledné se relativni exprese tohoto genu opét snizila na Groven kontrol. U odrudy V8
doslo u stresovanych rostlin ke zvySovani relativni exprese genu ERD10 (Cab008876.1),
nejvyssi hodnota (14x vyssi v porovnéni s kontrolnimi rostlinami) byla naméfena po 24
hodinéch stresu chladem a nasledné byla relativni exprese tohoto genu opét snizena na
uroven kontrolnich rostlin. U odridy Ladoga nebylo pozorovdno pozvolné navySovani
relativni exprese genu ERD10 (Cab008876.1) jako u ostatnich odrid. U rostlin, které byly

stresovany chladem po dobu 12 hodin byla namétena 150x vyssi exprese nez u rostlin
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kontrolnich. Pfi dal$im ptsobeni stresu chladem se relativni exprese genu ERD10
(Cab008876.1) u rostlin odridy Ladoga opét snizila, pti¢emz po 24 hodinach stresu byla
V porovnani s relativni expresi tohoto genu u kontrolnich rostlin stale 30ti ndsobna a po 4
dnech stresu chladem byla relativni exprese tohoto genu u stresovanych rostlin odrtdy
Ladoga srovnatelna s relativni expresi u kontrolnich rostlin. VIiv stresu chladem na
relativni expresi genu ERD10 (Cab008876.1) v listech je u vSech ¢tyi odrud statisticky
prikazny (F = 538,7; p < 0,0001), statisticky prikazna je i odliSnost exprese tohoto genu
u jednotlivych odrad (F = 49; p = 0,001). Odlisnost zmény exprese v reakci na stres
chladem mezi jednotlivymi odrtidami se také podafilo statisticky prokézat (F = 80,7; p =
0,0003).

Genova exprese dalSich vytipovanych genii potencialné zapojenych v reakci na

stres chladem

Rostliny byly stresovany chladem (2°C) po dobu 34 dni. Pro analyzu exprese genti
LTI78 (XM_013820820.2), RCI2A (XM_013782979.1), NRP1 (XM_013801908.2),
genu pro hypoteticky protein (Bo6rgl06940.1) a genu pro hypoteticky protein
(Bo1g014860.1), Vv listech rostlin byly stresované rostliny odebirany po dobu 6 dni.
Kontrolni rostliny byly odebrany na zac¢atku experimentu a po 96ti hodinach. Po pfepoctu
efektivnich teplot odpovidd 1 den rlstu v kontrolnich podminkach deseti dnim
v podminkach stresovych (1 x 20°C = 10 x 2°C). Studované geny a jejich sekvence byly
vybrany na zaklad¢ analyzy transkriptomu provadéné na pracovisti CNAP, University of
York, UK.
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Obr. 14: Relativni exprese genu LTI78 (XM_013820820.2) u rostlin odrid Alaska (modré
body), Ladoga (¢ervené body), Liglory (8edé body) a V8 (zluté body) vystavenych stresu chladem

po dobu 6ti dni a u rostlin kontrolnich. Hodnoty znazorfiuji priméry ze tii technickych opakovani.

Na obrazku ¢. 14 je grafické znazornéni expresni analyzy genu LTI78
(XM_013820820.2). Relativni exprese genu LTI78 (XM_013820820.2) se u vsech
sledovanych odriid pii stresu chladem zvysila hned v pritbéhu prvnich dvou hodin. U
odridy Alaska doSlo po dvou hodindch stresu chladem k 10ti nasobnému navySeni
relativni exprese tohoto genu v porovnani s kontrolnimi rostlinami. Po 4 a 8 hodinach
byla naméfena relativni exprese genu LTI78 (XM_013820820.2) u stresovanych rostlin
odridy Alaska opét o néco nizsi (4-5x vyssi nez relativni exprese u kontrolnich rostlin) a
nejvyssi namétend relativni exprese tohoto genu byla u odriidy Alaska namétena po 12ti
hodinach stresu chladem, kdy dosahovala 14ti nasobku relativni exprese kontrolnich
rostlin. V dalsich odbérech se relativni exprese genu LT178 (XM _013820820.2) u odrady
Alaska postupné sniZzovala. Po 6ti dnech stresu vSak byla stale cca 3x vysSi nez u
kontrolnich rostlin. U odriidy Liglory byla v priibéhu stresu chladem relativni exprese
genu LTI78 (XM_013820820.2) postupné zvysovana po dobu 18ti hodin, kdy dosahovala
ptiblizn¢ desetindsobku relativni exprese tohoto genu u kontrolnich rostlin, po 24
hodinéch stresu byla relativni exprese tohoto genu u stresovanych rostlin pouze 3x vyssi
V porovnani s kontrolami a po 6ti dnech stresu byla piiblizné¢ dvojnasobnd nez u
kontrolnich rostlin odridy Liglory. U stresovanych rostlin odriidy Ladoga se relativni

exprese genu LTI78 (XM_013820820.2) zvySovala po dobu 12ti hodin stresu. Po 12ti
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hodinach stresu chladem byla u stresovanych rostlin odridy Ladoga relativni exprese
tohoto genu pfiblizn¢ 10ti ndsobnd v porovnani s relativni expresi tohoto genu u
kontrolnich rostlin. Po dvou dnech stresu chladem byla relativni exprese genu LTI78
(XM_013820820.2) u stresovanych rostlin dridy Ladoga stale 9x vyssi neZ u kontrolnich
rostlin. Po 4 dnech stresu chladem byla namétfena relativni exprese tohoto genu u
stresovanych rostlin odriidy Ladoga srovnatelna s relativni expresi tohoto genu u
kontrolnich rostlin. U odrady V8 doslo v prubéhu stresu chladem Kk postupnému
zvySovani relativni exprese genu LTI78 (XM _013820820.2) na 16ti nasobek v porovnani
s relativni expresi tohoto genu u kontrolnich rostlin po 12ti hodinach stresu chladem. Po
24 hodinach stresu byla relativni exprese genu LTI78 (XM_013820820.2) zvysena
dokonce 25x v porovnani s relativni expresi tohoto genu u kontrolnich rostlin odrudy V8.
Po dvou dnech stresu byla relativni exprese genu LTI78 (XM_013820820.2) u
stresovanych rostlin této odridy pfiblizné 6x vyssi nez u kontrolnich rostlin a po 4 dnech
stresu jiz byla relativni exprese tohoto genu u stresovanych rostlin srovnatelna s relativni
expresi tohoto genu u kontrolnich rostlin. Vliv stresu chladem na relativni expresi genu
LTI78 (XM_013820820.2) v listech je u vSech ¢ty odrud statisticky prikazny (F = 350;
p < 0,0001), statisticky prikazna je i odliSnost exprese tohoto genu u jednotlivych odrad
(F = 187,5; p = 0,0001). Odlisnost zmény exprese v reakci na stres chladem mezi

jednotlivymi odridami se také podafilo statisticky prokazat (F = 53,2 p = 0,0007).
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Obr. 15: Relativni exprese genu RCI2A (XM_013782979.1) u rostlin odrud Alaska (modré
body), Ladoga (¢ervené body), Liglory (Sedé body) a V8 (zluté body) vystavenych stresu chladem

po dobu 6ti dni a u rostlin kontrolnich. Hodnoty znazorfiuji priméry ze tii technickych opakovani.

Na obrazku ¢ 15 je grafické zndzornéni expresni analyzy genu RCI2A
(XM_013782979.1). Nejvyssi relativni expresi genu RCI2A (XM_013782979.1) mély
stresované rostliny odriidy Ladoga po 12ti hodinach stresu chladem. Vzhledem k nejvyssi
expresi tohoto genu u kontrolnich rostlin této odridy (v porovndni s kontrolnimi
rostlinami odridy Alaska cca 3x vyssi) bylo navySeni exprese po 12ti hodinach stresu
priblizn¢ 10ti ndsobné. V dalSich odbérech se relativni exprese tohoto genu u
stresovanych rostlin odriady Ladoga postupné snizovala, po 6ti dnech byla srovnatelna
srelativni expresi genu RCI2A (XM_013782979.1) u kontrolnich rostlin. U odridy
Alaska dochazelo v prubéhu stresu k pozvolnému narlstu relativni exprese genu, U
stresovanych rostlin byla nejvy$§i naméfena relativni exprese genu RCI2A
(XM_013782979.1) po 24 hodinach stresu chladem, kdy dosahovala 27ti nasobku
relativni exprese u kontrolnich rostlin. U odridy V8 dochézelo také v pribéhu stresu
k pozvolnému nartstu relativni exprese genu RCI2A (XM_013782979.1), po 24 hodinach
stresu byla relativni exprese tohoto genu u stresovanych rostlin ptiblizné 13x vySsi nez u
rostlin kontrolnich. Po dvou dnech stresu byla relativni exprese genu RCI2A
(XM_013782979.1) u stresovanych rostlin odridy V8 9x vyssi nez u rostlin kontrolnich
a po 4 dnech stresu byla relativni exprese tohoto genu u stresovanych rostlin srovnatelna

s relativni expresi tohoto genu u rostlin kontrolnich. Vliv stresu chladem na relativni
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expresi genu RCI2A (XM_013782979.1) v listech je u vSech ¢tyf odrid statisticky
prikazny (F = 97,6; p = 0,0002), statisticky pritkazna je i odliSnost exprese tohoto genu
u jednotlivych odrad (F = 19,6; p = 0,007). Odli$nost zmény exprese v reakci na stres
chladem mezi jednotlivymi odridami se také podarilo statisticky prokazat (F = 13, p =

0,01).
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Obr. 16: Relativni exprese genu NRP1 (XM _013801908.2) u rostlin odrid Alaska (modré
body), Ladoga (¢ervené body), Liglory (8edé body) a V8 (zluté body) vystavenych stresu chladem

po dobu 6ti dni a u rostlin kontrolnich. Hodnoty znazorfiuji priméry ze tii technickych opakovani.

W

Na obrazku ¢. 16 je grafické znazornéni expresni analyzy genu NRP1
(XM_013801908.2). Relativni exprese genu NRP1 (XM_013801908.2) se u vsech
sledovanych odriid béhem prvnich nékolika hodin stresu zvySovala pozvolna. U odrady
Ladoga doSlo po 12ti hodinach stresu ke zvySeni relativni exprese genu NRP1
(XM_013801908.2) u stresovanych rostlin na 20ti nasobek relativni exprese tohoto genu
u kontrolnich rostlin. Nejvyssi naméfend exprese u stresovanych rostlin odriidy Liglory
byla po 18ti hodinach stresu a odpovidala pfiblizn€ 24 nasobku relativni exprese tohoto
genu u kontrolnich rostlin. U odriid V8 a Alaska byla nejvy$si namétend relativni exprese
genu NRP1 (XM_013801908.2) naméiena po 24 hodinach stresu chladem, u odrudy V8
odpovidala relativni exprese tohoto genu 29ti nasobku relativni exprese kontrolnich
rostlin této odridy a u odridy Alaska odpovidala relativni exprese tohoto genu 33
nasobku relativni exprese u kontrolnich rostlin. Vliv stresu chladem na relativni expresi
genu NRP1 (XM_013801908.2) v listech je u vSech ¢tyf odrud statisticky prukazny (F =
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1784; p < 0,0001), statisticky prikazna je i odliSnost exprese tohoto genu u jednotlivych
odrid (F = 148; p = 0,0001). Odlisnost zmény exprese v reakci na stres chladem mezi

jednotlivymi odriidami se také podafilo statisticky prokazat (F = 174,6; p < 0,0001).
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Obr. 17: Relativni exprese genu pro hypoteticky protein (Bo6rg106940.1) u rostlin odrud
Alaska (modré body), Ladoga (¢ervené body), Liglory (Sedé body) a V8 (zluté body) vystavenych
stresu chladem po dobu 6ti dni a u rostlin kontrolnich. Hodnoty znazoriuji priméry ze tii

technickych opakovani.

Na obrazku €. 17 je grafické zndzornéni expresni analyzy genu pro hypoteticky protein
(Bo6rg106940.1). Relativni exprese genu pro hypoteticky protein (Bo6rg106940.1) byla
u jednotlivych odriid odli$na 1 u kontrolnich rostlin. NejniZsi relativni expresi tohoto genu
mély kontrolni rostliny odriidy Alaska, pfiblizné¢ 8x vyssi relativni expresi tohoto genu
mély kontrolni rostliny odridy Liglory, cca 12x vyssi relativni expresi tohoto genu mély
kontrolni rostliny odriidy Ladoga a nejvyssi relativni expresi genu pro hypoteticky protein
(Bo6rg106940.1) mély kontrolni rostliny odridy V8, které tento gen exprimovaly
piiblizné 24x vice nez kontrolni rostliny odrtidy Alaska.

U stresovanych rostlin odridy Alaska doSlo v priibéhu stresu k nejvétSimu nartstu
relativni exprese genu pro hypoteticky protein (Bo6rg106940.1) ze vsech sledovanych
odrid. Jiz v prvni hoding stresu chladem se relativni exprese tohoto genu zvysila 40x

V porovnani s kontrolnimi rostlinami a po 24 hodinach byla jeho relativni exprese u
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stresovanych rostlin vice nez 1 000x vyss§i v porovnani s relativni expresi u kontrolnich
rostlin odridy Alaska. Relativni exprese genu pro hypoteticky protein (Bo6rg106940.1)
u stresovanych rostlin odrtidy Liglory byla po 18ti hodindch stresu chladem 116x vyssi
nez u kontrolnich rostlin této odridy, coz odpovidad druhé nejvyssi naméefené hodnoté
relativni exprese genu pro hypoteticky protein (Bo6rg106940.1) v tomto experimentu.
U stresovanych rostlin odridy Ladoga nebylo sice pozorovano tak velké navySeni
relativni exprese genu pro hypoteticky protein (Bo6rg106940.1), ale v porovnani se
stresovanymi rostlinami ostatnich sledovanych odrid byla relativni exprese tohoto genu
u rostlin odridy Ladoga zvySena po delsi dobu. Po 8 hodinédch stresu byla relativni
exprese genu pro hypoteticky protein (Bo6rg106940.1) u stresovanych rostlin této odriady
34x vys$i nez u kontrolnich rostlin, po 12ti hodinach tresu 50x vyssi, po 18ti hodinach
stresu 56x vyssi a po dvou dnech stresu byla stale 43x vyss$i nez u kontrolnich rostlin
odridy Ladoga. U stresovanych rostlin odridy V8, jejiz kontrolni rostliny mély viibec
nejvyssi relativni expresi genu pro hypoteticky protein (Bo6rg106940.1), byl pozorovan
nejmensi ndrast relativni exprese tohoto genu v pritbéhu stresu chladem. Po 18ti hodinach
stresu chladem byla relativni exprese tohoto genu u stresovanych rostlin odridy V8 13x
vys$si nez u kontrolnich rostlin a stejné tomu tak bylo po 2 dnech stresu chladem. Po
4 dnech byla relativni exprese tohoto genu u stresovanych rostlin odridy Ladoga 4x vyssi
nez u kontrolnich rostlin.

Nutno dodat, Ze zatimco po 6ti dnech stresu byla u stresovanych rostlin odridy V8
relativni exprese genu pro hypoteticky protein (Bo6rg106940.1) 2x vyssi neZ u rostlin
kontrolnich, u odridy Ladoga byla exprese tohoto genu u stresovanych rostlin 13x vyssi
nez u kontrolnich rostlin této odriidy, u odridy Liglory byla relativni exprese tohoto genu
16x vys$$i neZ u kontrolnich rostlin této odridy a u odriidy Alaska byla relativni exprese
genu pro hypoteticky protein (Bo6rg106940.1) dokonce 200x vyssi nez u kontrolnich
rostlin této odriidy. Vliv stresu chladem na relativni expresi genu pro hypoteticky protein
(Bo6rg106940.1) v listech je u vSech ¢ty odrud statisticky prukazny (F = 3559,7;
p <0,0001), statisticky prikazna je 1 odliSnost exprese tohoto genu u jednotlivych odrid
(F = 1009,5; p < 0,0001). Odlisnost zmény exprese v reakci na stres chladem mezi

jednotlivymi odridami se také podafilo statisticky prokazat (F =612,3; p <0,0001).
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Obr. 18: Relativni exprese genu pro hypoteticky protein (Bo1g014860.1) u rostlin odrud
Alaska (modré body), Ladoga (¢ervené body), Liglory (Sedé body) a V8 (zluté body) vystavenych
stresu chladem po dobu 6ti dni a u rostlin kontrolnich. Hodnoty znazoriuji praiméry ze tii

technickych opakovani.

Na obrazku €. 18 je grafické znazornéni expresni analyzy genu pro hypoteticky protein
(Bo1g014860.1). Relativni exprese genu pro hypoteticky protein (Bo1g014860.1) se u
stresovanych rostlin testovanych odrid v pribéhu stresu zvySovala. U stresovanych
rostlin odridy Alaska byla nejvyssi relativni exprese tohoto genu pozorovana po 24
hodinach stresu chladem, kdy doslo v porovnani s kontrolnimi rostlinami této odrudy
k vice nez 1000 nasobnému zvyseni. Po 6ti dnech stresu chladem byla u stresovanych
rostlin odriidy Alaska 300x vyssi relativni exprese tohoto genu v porovnani s kontrolnimi
rostlinami. U stresovanych rostlin odrudy Liglory se relativni exprese genu pro
hypoteticky protein (Bolg014860.1) zvysila po 8 hodinach stresu chladem téméi 15x
V porovnani s kontrolnimi rostlinami této odrtidy. Po 18ti hodinach stresu byla relativni
exprese tohoto genu u stresovanych rostlin odridy Liglory pfiblizné¢ 35x vyS§i nez
relativni exprese tohoto genu u kontrolnich rostlin této odriidy. U stresovanych rostlin
odridy Ladoga doslo po 12ti hodinach stresu chladem k 31ti nasobnému zvySeni relativni
exprese genu pro hypoteticky protein (Bolg014860.1) vV porovnani s rostlinami
stresovanymi pouze 1 hodinu. Toto zvySeni bylo u stresovanych rostlin odridy Ladoga

pozorovano i po 2 dnech stresu. U odriidy V8 doslo k nejvysSimu pozorovanému zvySeni
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relativni exprese genu pro hypoteticky protein (Bolg014860.1). Po 24 hodinach stresu
byla relativni exprese tohoto genu u stresovanych rostlin této odriidy 144x vyssi nez u
kontrolnich rostlin. VIiv stresu chladem na relativni expresi genu pro hypoteticky protein
(Bo1g014860.1) v listech je u vSech ¢tyi odrud statisticky prikazny (F =437; p <0,0001),
statisticky pritkazna je i odliSnost exprese tohoto genu u jednotlivych odrid (F = 41,
p = 0,002). Odlisnost zmény exprese v reakci na stres chladem mezi jednotlivymi

odridami se také podafilo statisticky prokazat (F = 66,4; p = 0,0004).

52



5.3Experiment C) Reakce regenerovanych mikrosporovych embryi na
simulovany stres suchem u fenotypové kontrastnich odrid rFepky
V experimentu byla pouzita regenerovana mikrosporova embrya odvozena z rostlin
odrud Cadeli a Viking, ktera byla stresovana simulovanym suchem vyvolanym pfidanim
PEG do kultiva¢niho média. Odriida Cadeli byla v tomto piipad€ vybrana jako odolna a
odriida Viking jako nachylna k suchu. Studované geny byly vybrany na zakladé analyzy
akumulace proteind u regenerantti pomoci metody MALDI-TOF/TOF,
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Obr. 19: Relativni exprese genu Putative lactoylglutathion lyase (AB300312.1) — u
regenerovanych mikrosporovych embryi odrid Cadeli a Viking vystavenych simulovanému
stresu suchem po dobu sedmi dni a u regenerantii kontrolnich. Hodnoty znazoriuji praméry ze tii

technickych opakovani.

Na obrazku ¢. 19 je grafické znazornéni expresni analyzy genu Putative
lactoylglutathion lyase (AB300312.1). U regenerovanych mikrosporovych embryi
odridy Cadeli, které byla stresovana simulovanym suchem po dobu 24 hodin doslo k 2,6
nasobnému zvySeni relativni exprese genu Putative lactoylglutathion lyase
(AB300312.1) v porovnani s primérnou relativni expresi tohoto genu u kontrolnich
regenerantl této odriidy. Po sedmi dnech simulovaného sucha se relativni exprese tohoto
genu u stresovanych regeneranti zvySila pfiblizné 4,5X V porovnani s kontrolnimi
regeneranty. U regenerantil mikrosporovych embryi odriidy Viking, které byly stresovany
simulovanym suchem po dobu 24 hodin doslo k pfiblizné¢ dvoundsobnému zvyseni

relativni exprese genu Putative lactoylglutathion lyase (AB300312.1), po 7 dnech
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simulovaného sucha byla relativni exprese tohoto genu zvySena pfiblizné 2,5x
V porovnani s kontrolnimi regeneranty. Vliv stresu suchem na relativni expresi genu
Putative lactoylglutathion lyase (AB300312.1) v pletivu regeneranti mikrosporovych
embryi je u obou odrud statisticky ~ prikazny (F = 870,
p = 0,001). Statisticky vyznamna je i odlisnost reakce jednotlivych odrid na délku stresu

suchem (F =58, p = 0,017).
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Obr. 20: Relativni exprese genu Phospholipase D alpha 1 (XM_013841229.2) — u
regenerovanych mikrosporovych embryi odriad Cadeli a Viking vystavenych simulovanému
stresu suchem po dobu sedmi dni a u regeneranti kontrolnich. Hodnoty znazoriuji praméry ze tii

technickych opakovani.

Na obrazku ¢. 20 je grafické znazornéni expresni analyzy genu Phospholipase D alpha
1 (XM_013841229.2). U regenerovanych mikrosporovych embryi odrady Cadeli, ktera
byla stresovana simulovanym suchem po dobu 24 hodin doslo k dvojnasobnému zvyseni
relativni exprese genu Phospholipase D alpha 1 (XM_013841229.2) v porovnani
S primérnou relativni expresi tohoto genu u kontrolnich regenerantii. Po 7 dnech stresu
doslo dalsimu mirnému zvySeni relativni exprese tohoto genu. U regeneranti
mikrosporovych embryi odridy Viking, které byly stresovany simulovanym suchem po
dobu 24 hodin doSlo ktémét trojndsobnému zvySeni relativni exprese genu
Phospholipase D alpha 1 (XM _013841229.2) a po 7 dnech stresu doslo, stejné jako u
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odridy Cadeli, k dal$imu mirnému zvyseni relativni exprese tohoto genu v porovnani
s relativni expresi tohoto genu u kontrolnich regenerantd. Vliv stresu simulovanym
suchem na relativni expresi genu Phospholipase D alpha 1 (XM _013841229.2) v pletivu
regenerantli mikrosporovych embryi je u obou odrid statisticky prikazny (F = 21, p =

0,45). Odlisnost reakce jednotlivych odrid na stres neni statisticky vyznamna.
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Obr. 21: Relativni exprese genu Peroxiredoxin antioxidant (XM_009112446.2) — u
regenerovanych mikrosporovych embryi odrid Cadeli a Viking vystavenych simulovanému
stresu suchem po dobu sedmi dni a u regenerantii kontrolnich. Hodnoty znazoriuji praméry ze tii

technickych opakovani.

Na obrazku €. 21 je grafické znazornéni expresni analyzy genu Peroxiredoxin
antioxidant (XM_009112446.2). U regenerovanych mikrosporovych embryi odridy
Cadeli, ktera byla stresovana simulovanym suchem po dobu 24 hodin doslo 20ti
nasobnému  zvySeni  relativni  exprese genu  Peroxiredoxin  antioxidant
(XM_009112446.2) v porovnani s primérnou relativni expresi tohoto genu u kontrolnich
regenerantll. Po 7 dnech stresu doslo dalSimu vice neZ 60ti nasobnému zvySeni relativni
exprese tohoto genu. U regenerantll mikrosporovych embryi odrudy Viking, které byly
stresovany simulovanym suchem po dobu 24 hodin doslo k7 nasobnému zvySeni
relativni exprese genu Peroxiredoxin antioxidant (XM_009112446.2) a po 7 dnech stresu
doslo k dalsimu 16ti nasobnému zvyseni relativni exprese tohoto genu v porovnani
s relativni expresi tohoto genu u kontrolnich regeneranti. Vliv stresu simulovanym
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suchem na relativni expresi genu Peroxiredoxin antioxidant (XM_009112446.2)
v pletivu regeneranti mikrosporovych embryi je u obou odrud statisticky prukazny (F =
8876, p = 0,0001). Statisticky vyznamna je i odliSnost relativni exprese tohoto genu u
kontrolnich rostlin (F = 121, p = 0,008) a reakce jednotlivych odriid na délku stresu
suchem (F = 34, p = 0,028).
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6. Diskuse

6.1 Exprese ERD10 na drovni genu a proteinu p¥i stresu chladem

ERD10 je gen ze skupiny dehydrind, ktery je exprimovan pii stresu chladem,
zasolenim a pfi aplikaci kyseliny abscisové (Deng et al., 2005; Hernandez-Sanchez et al.,
2017; Kovacs et al., 2008; Maszkowska et al., 2019; Puhakainen et al., 2004). Podle
databaze TAIR (Berardini et al., 2015) se u modelové rostliny Arabidopsis thaliana
nachazi v lokusu AT1G20450. Podle He et al. (2015) se v genomu Brassica napus
vyskytuji dva homology ERD10 — na chromozomu A7 Cab00876.1 a na chromozomu C7
Bo79061580.1. V databazi NCBI (Benson et al., 2018) je u Brassica napus jesté nékolik
dalsich sekvenci publikovanych jako ERD10-like. Jednou z nich je NM_001315610.1,
ktera byla v minulosti na naSem pracovisti pouzita k navrhu primert a K analyze exprese
genu ERD10 u fepky. Podle podobnosti sekvence s AT1G20450 byly na nasem pracovisti
vytipovany jesté¢ dalsi sekvence z genomu Brassica napus, které by mohly byt
homologem tohoto genu (Hejna, nepublikovana data). Jednou z nich byla sekvence
Cab042821.1, ktera v publikaci He et al. (2015) nebyla anotovana k zddnému zndmému
genu u Arabidopsis. V ramci této prace byla testovana relativni exprese tii z téchto
sekvenci, konkrétn¢ Cab00876.1, NM_001315610.1 a Cab042821.1.

Deng et al. (2005) uvadi, Ze exprese genu ERD10 je v listech fepky relativné vysoka
V porovnani s jinymi stresovymi geny 1 u nestresovanych rostlin. Pravdépodobné to mize
znamenat, ze tento gen/protein plni ur¢itou funkci i mimo podminky stresu, a nebo je
urcitou prevenci pro piipadny pfichod neptiznivych podminek, tak jak je tomu u
nékterych dalSich dehydrinti (Nylander et al., 2001a). Prevence pro piipadny stres je u
zemé&délskych plodin v soucasné dobé jisté pal¢ivym tématem. V disledku klimatickych
zmén dochézi 1 v naSich zemépisnych Sitkach k vykyviim pocasi, jsou celkové teplejsi
zimy, coz vede k nedostatku snéhové pokryvky a paradoxné k vysSimu riziku vymrzani
porosti (Thorsen and Hoglind, 2010). Problémy mize zptsobovat i teplej$i prabéh
podzimu. U vétsiny ozimych plodin je aklimatizace zahdjena teplotami pod 10°C a pfi
teplotach pod 5°C se zintenziviuje (Gray et al., 1997). Zvyseni teploty na konci 1éta a na
zacatku podzimu miZze vSak snizit schopnost rostlin ukoncit riist a aklimatizovat se
(Rapacz, 2002), nebot’ na spravny prubéh aklimatizace spoluptisobi kromé teploty i dalsi
faktory jako je fotoperioda, ozatrenost, stav fotosystému II ¢i vodni potencial pudy (Gray

etal., 1997).
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Dehydrin ERDI10 a jeho expresni profil na Grovni genu i proteinu je tedy velmi
zajimavym objektem zkoumani pro pochopeni mechanismu reakce na stres chladem,
resp. aklimatizaci. Na nasem pracovisti byla analyzovana relativni exprese tohoto genu
v n¢kolika chladovych experimentech, ve kterych bylo potvrzeno jeji zvysSeni v priabehu
stresu chladem (napi. Harencak et al., 2018) a tyto vysledky odpovidaji diive
publikovanych datim (napt. Deng et al., 2005; Hernandez-Sanchez et al., 2017; Kovacs
et al.,, 2008; Maszkowska et al., 2019). Tyto vysledky byly rovnéZz porovnavany
s vysledky proteomickych analyz provadénych ve VURV v Praze na shodném souboru
rostlin. Provadéné proteomické analyzy byly vSak zameéfeny na celou skupinu
dehydrinovych proteinti a jejich porovnani s vysledky naSich analyz zamétenych na
konkrétni geny nebylo mozné. Hledali jsme proto moznost, jak analyzovat pouze
konkrétni protein. Metodu rezonance povrchového plazmonu jsme zvolili pro jeji
relativni Casovou, finan¢ni a technickou nenéarocnost jako metodu potencialné
vyuzitelnou pro sledovani dynamiky reakce jednotlivych genotypti na stres chladem.

Metoda rezonance povrchového plazmonu (SPR) je moderni opticka metoda, ktera
umoznuje studovat velmi nizké koncentrace nativnich proteinil i v pfitomnosti jinych
latek, umoziuje kvantifikaci konkrétnich proteinti vazbou na specifické protilatky
(Lambert et al., 2018) a u fepky ¢i jinych vyznamnych plodin nebyla doposud pouzita.
V naSem pilotnim experimentu (experiment A) byly pfipraveny extrakty termostabilnich
proteind z listd rostlin dvou odrid fepky (Navajo, Cadeli) vystavenych stresu chladem.
Odezva bioCipu byla sledovana vzdy soucasné na bodech obsahujicich protilatku a na
negativni kontrole, nebot’ k odezvé dochazi 1 diky zmén¢ indexu lomu prostiedi, ptipadné
interferencemi latek obsazenych ve vzorku. Vysledky pro obé odridy fepky ukazuji
rostouci SPR signdl u stresovanych rostlin (obr. 9). U odridy Cadeli je tento nardst
signalu znamenajici zvySenou akumulaci dehydrinu ERD10 pozorovatelny az po 42
dnech stresu. Po 11 dnech stresu chladem je akumulace tohoto dehydrinu u stresované
rostliny srovnatelnd s jeho akumulaci u rostliny kontrolni. Naproti tomu u odridy Navajo,
ktera byla v pfedchozich experimentech vytipovana na pracovisti VURV v minulosti jako
odrtida odolna k chladu, je vyrazny (témét desetinasobny) nartist akumulace dehydrinu
ERD10 v porovnani s kontrolnimi rostlinami pozorovatelny jiz po 11 dnech stresu
chladem. Klima et al. (2012) uvadi, Ze schopnost jednotlivych genotypt fepky odolavat
mrazu, se d4 odhadnout na zakladé urovné akumulace dehydrint u chladem stresovanych

jedincti.
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V ptipad¢, Ze hledame genotypy, které by mély vynikat svou schopnosti pfezimovat
v ménicich se klimatickych podminkach CR, musime sledovat také dynamiku
aklimatizace, zejména schopnost aklimatizovat se 1 béhem kratkého, teplého podzimu,
kdy je rychly pfechod mezi teplym podzimem a zimou a na typickou aklimatizaci nejsou
vhodné podminky (vysoké teploty, kratky den) ¢i hledat rostliny, které jsou schopné
aklimatizace i v téchto netypickych podminkach. U odoln&jsi odridy Navajo byla
Vv nasem experimentu reakce ve form¢ akumulace dehydrinu ERDI10 vyrazné
dynamictéjsi. Nachylnéjsi odruda Cadeli by ale podle tvrzeni Nylandera et al. (2001) m¢la
byt diky vyssi akumulaci proteinu ERD10 u kontrolnich rostlin 1épe pfipravena na
pfichod nepfiznivych podminek. Fenotypovy projev této odridy tomu vSak
publikovanym datim neodpovidé. Zde se nabizi myslenka Maszkowske et al. (2019), ze
by fosforylovany protein ERD10 mohl fungovat jako pufr Ca?* iontii a tim ovliviiovat
celou signalizaci reakce na stres. Vys$si pocateCni akumulace tohoto proteinu by totiz
mohla zptisobovat pomalejsi reakci rostlin odridy Cadeli na stres vazbou vapenatych
iontll, které¢ by tak nemohly predat signdl dal a spoustét expresi genli pro transkripcni
faktory a dal$i geny zapojené v signalni draze. Této domnénce by odpovidaly i vysledky
expresni analyzy, které ukazuji, Ze u stresovanych rostlin odridy Cadeli byla nizsi
exprese genu ERD10 nez u stresovanych rostlin odridy Navajo. Kvantitativné¢ méteni
pomoci SPR nelze zatim vyhodnotit z divodu absence standardu (Cistého proteinu).
Mizeme vsak fici, ze kvalitativné 1ze metodu SPR pro detekci stresovych proteini velmi
dobfte vyuzit. Pokud se podaii ziskat vhodny standard napt. dalsi separaci z extraktd, bude
mozné 1 kvantitativni vyhodnoceni.

V dal§im experimentu (experiment B) jsme vybrali dal$i odridy ozimé fepky, které
maji odlisnou dynamiku akumulace proteinu ERD10. Byly to odridy s velmi dynamickou
reakci na stres chladem Liglory a V8, u kterych byla relativni akumulace tohoto
dehydrinu v listech na zacatku experimentu v porovnani s ostatnimi odridami nizka a
Vv pribéhu prvnich dvou tydni se zvysila na témér trojnasobek a béhem dalsich tfech
tydni se zvysila na témét pétinasobek. Dalsi odriidou byla odriida s méné dynamickou
reakci Alaska, u které se relativni akumulace dehydrinu ERD10 zvysila na trojnasobek
az po 50ti dnech stresu chladem. Posledni vybranou odridou byla Ladoga, ktera méla na
zacatku experimentu nejvice dehydrinu ERD10 v listech z testovanych odrud.

V porovnani s odrtidou Liglory byla u odridy Ladoga namétena dvojnasobna akumulace
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tohoto proteinu. V pribéhu 50ti dnt stresu chladem se akumulace tohoto proteinu dal
nezvysovala.

Protilatka, pomoci které byla testovana akumulace proteinu ERD10 v listech byla
vyrobena podle 15ti aminokyselinové sekvence odpovidajici c¢asti  homologu
NM_001315610.1. Odvozené aminokyselinové sekvence pravdépodobnych homologii
genu ERD10 Cab00876.1 a NM_001315610.1 jsou si po porovnani v aplikaci Geneious
velmi podobné, jak 1ze vidét na obr. 22. Peptid, ktery byl pouzit k vyrob¢ protilatky vsak
se sekvenci Cab00876.1 homologni neni. Protilatka pouzita v naSem experimentu proto
s nejveétsi pravdépodobnosti neinteraguje s proteinem syntetizovanym podle tohoto

homologu.
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Obr. 22: Porovnani aminokyselinovych sekvenci homologi ERD10 Cab00876.1 a

NM_001315610.1 s aminokyselinovou sekvenci peptidu, ktery byl pouzit pro vyrobu
protilaitky pro SPR analyzu. Modry obdélnik oznacuje mista s vysokou mirou homologie,
Cerveny obdélnik oznacuje misto vazby protilatky, zluty obdélnik sekvenci odpovidajici K-

segmentu. Porovnani bylo provedeno pomoci softwaru Geneious.

Naopak s proteinem syntetizovanym podle homologu Cab042821.1 bude
pravdépodobné protilatka pouzita v nasem experimentu interagovat, nebot’ v sekvenci se
nachazi homologni misto se sekvenci peptidu pouzitého k vyrobé protilatky, jak 1ze vidét
na obr. 23. Aminokyselinova sekvence odvozena podle nukleotidové sekvence homologu
genu ERD10 Cab042821.1 pomoci nastroje ExPASy (Artimo et al., 2012) je vysoce
homologni s druhou polovinou sekvence homologu NM_001315610.1.

—
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Obr. 23: Porovnani aminokyselinovych sekvenci homologi ERD10 Cab042821.1 a
NM_001315610.1 s aminokyselinovou sekvenci peptidu, ktery byl pouZit pro vyrobu

protilatky pro SPR analyzu. Modry obdélnik oznacuje misto S vysokou mirou homologie,
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cerveny obdélnik oznaCuje misto vazby protilatky, zluty obdélnik sekvenci odpovidajici K-

segmentu. Porovnani bylo provedeno pomoci softwaru Geneious.

Pro testovani exprese ERD10 na urovni genu byly pouzity primery stejné jako
v pifedchozim experimentu (experiment A) NM 001315610.1 a navic byly navrzeny
primery pro dalsi pravdépodobné homology genu ERD10 Cab00876.1 a Cab042821.1.
Zvyseni relativni genové exprese bylo prokazano u homologt genu ERD10 Cab00876.1
a NM_001315610.1. U homologu genu Cab042821.1 nebylo prokazano zadné navyseni
relativni exprese v reakci na stres chladem. Jednim z moznych vysvétleni je, ze sekvence
Cab042821.1 neni homologem genu ERD10. Podle databaze TAIR (Berardini et al.,
2015) je sice tato sekvence nejvice podobna sekvenci genu AtERD10 AT1G20450.1, ale
velmi vysokou miru podobnosti ma i se sekvenci genu AtCOR47 AT1G20440.1, coz je
dalsi gen ze skupiny dehydrini a je pravdépodobné také zapojen v reakci na chlad
(Kindgren et al., 2015; Park et al., 2018; Yin et al., 2017). To by v§ak znamenalo zménu
genové exprese i u stresovanych rostlin v nasem experimentu. Podobnost tedy mtize byt
zcela nahodna a ve skutecnosti se miize jednat o zcela jiny dehydrin, ktery neni indukovéan
stresem chladem. Vzhledem k aminokyselinové sekvenci odvozené pomoci nastroje
ExXPASy (Artimo et al., 2012), ktera je téméf o polovinu kratsi, nez aminokyselinova
sekvence homologu NM_001315610.1 (Deng et al., 2005), jak lze vidét na obr. 23 je
mozné, ze homolog genu ERD10 Cab042821.1 obsahuje ve své sekvenci mutaci, diky
které se neprepisuje cely a neni funkéni, coz by mohlo byt dalsSim moZznym vysvétlenim.

Relativni exprese homologu genu ERD10 Cab00876.1 byla u kontrolnich rostlin
fadove 100x nizsi nez relativni exprese zbylych dvou testovanych homologi. V pribéhu
stresu chladem se jeho exprese zvySovala u vSech Ctyt testovanych odriid a zména exprese
byla u jednotlivych odrid statisticky prikazné odlisSna. Nejvétsi zmeéna relativni exprese
homologu genu ERD10 Cab00876.1 byla zaznamenana u stresovanych rostlin odridy
Ladoga, kde po 12 hodinach stresu relativni exprese tohoto genu prudce vzrostla na 150ti
nasobek relativni exprese kontrolnich rostlin. Stejné tak relativni exprese homologu genu
ERD10 NM_001315610.1 se v pribéhu 24 hodin stresu chladem zvysila témér 40x.
Akumulace proteinu ERD10 se vSak v pribéhu stresu chladem u této odriidy neménila.
To vSak nemusi byt ve vzdjemném rozporu, nebot’ ndmi pouzita protilatka pro stanoveni
akumulace proteinu pravdépodobné neinteraguje s proteinem syntetizovanym podle
homologu genu ERD10 Cab00876.1. Protein ERD10 Cab00876.1 tedy muze byt u

stresovanych rostlin odridy Ladoga akumulovan, ale sekvence aminokyselin je mimo
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konzervativni domény odlisna, a proto jsme ji nebyli schopni detekovat. Vzhledem ke
zvysené relativni expresi homologu genu ERD10 NM 001315610.1 u stresovanych
rostlin této odridy je zaroven tfeba vzit v ivahu 1 moZnost, Ze pritomnost transkriptl
urcitého genu v pletivech neznamena, Ze protein bude tspésné translatovan a akumulovan
(Bustin et al., 2009).

U odrudy Alaska se relativni exprese homologu genu ERD10 Cab00876.1 zvysila jiz
po 4 hodinach. U stresovanych rostlin odebranych pozdé&ji exprese tohoto homologu
kolisala. Jesté 6 dni po zaCatku stresu, kdy u stresovanych rostlin ostatnich odrad byla
exprese homologu genu ERD10 Cab00876.1 srovnatelna s expresi kontrolnich rostlin, u
odridy Alaska byla u stresovanych rostlin 25x vys$s$i nez u rostlin kontrolnich. Tyto
vykyvy mohou byt podle mého nazoru zplisobené napt. neucinnou translaci a rostlina je
nucena stale exprimovat gen, nebot nedochdzi k dostate¢né akumulaci ptislusného
proteinu. K akumulaci proteinu ERD10 v§ak v pletivech stresovanych rostlin této odrady
dochazi, 1 kdyz o néco pomaleji, nez u odriid Liglory a V8. Odpovida to zjisténi, ze
nejvyssi relativni exprese homologu genu ERD10 NM_001315610.1 byla pravé u odrady
Alaska.

Z vysledkl obou experimenttl (experiment A a experiment B) vyplyva, Zze akumulace
proteinu ERD10 ve standartnich podminkach ovliviiuje dynamiku zmény jeho akumulace
V prib¢hu stresu chladem. Vypadéd to, Ze ¢im niz§i je akumulace tohoto proteinu
v ambientnich podminkach, tim rychleji rostlina reaguje na ochlazeni a v reakci na chlad
zatne akumulovat tento protein vice, ¢imz se dokaze rychleji ptfipravit na ptichod jeste
nizsich teplot pod bodem mrazu. Naopak ¢im vice proteinu ERD10 je v pletivech rostliny
akumulovano tim méné ochotné rostlina akumuluje dal§i. Inhibice exprese genu
akumulovanym proteinem, at’ uz vazbou signalnich iontti, jak tvrdi Maszkowska et al.
(2019) ¢i jinymi mechanismy je zjevna. Ani tvrzeni Nylandera et al. (2001) o akumulaci
proteinu ERD10 u nestresovanych rostlin jako o preventivnim opatfenim pro piipad
prichodu nizkych teplot v§ak neni zcestné. Rlizné genotypy zjevné disponuji odliSnymi
strategiemi reakce na nizké teploty. Jedna skupina genotypt velmi dynamicky reaguje na
chlad a za¢ina ihned akumulovat ochranné proteiny a investuje energii do obranné reakce.
Druhé skupina genotypt reaguje pomaleji a v ptipade, ze se po kratkodobém ochlazeni
znovu otepli, mize investovat energii do dalSiho riistu a vyvoje. V ptipadé€, ze hledame
genotypy, které by mély vynikat svou schopnosti aklimatizovat se i béhem kratkého

teplého podzimu, nabizi se analyza akumulace dehydrini metodou rezonance
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povrchového plazmonu jako vhodna metoda pro rychly, nenaro¢ny a relativné levny

skrinink vét§iho mnoZzstvi genotyptl ve Slechtitelskych kolekcich.

6.2 Exprese dalSich geni potencialné zapojenych v reakci na stres chladem

Na zakladé WGCNA (Weighted Gene Co-expression Network Analysis) a GO (Gene
Ontology) enrichment analyzy byly vybrany potencialné klicové geny prodilejici se na
odpovédi B. napus na stres chladem (Hejna, nepublikovana data). Podle sekvenci mRNA
byly navrzeny specifické primery, pro RT-PCR analyzu byl pouzit stejny soubor vzorki
jako pro analyzu exprese genu a proteinu ERD10 (experiment B).

Prvnim vybranym genem byl LTI78 (XM _013820820.2). Tento gen je V literatuie
spojovan s reakci na stres zasolenim (Hu et al., 2013), z nedostatku vody (Kim et al.,
2012Db) a stres chladem (Msanne et al., 2011; Yamaguchishinozaki and Shinozaki, 1994).
To odpovida 1 vysledkiim nasi analyzy, které ukézaly, Ze se pfi stresu chladem relativni
exprese genu LT178 statisticky vyznamné zvySovala. V promotoru tohoto genu se nachazi
n¢kolik ABRE a DRE motivii, z ¢ehoz se dd odvodit jeho Ucast v signalnich drahach,
které jsou ABA-dependentni i ABA-independentni (Msanne et al., 2011). U jednotlivych
nami testovanych odrid fepky se relativni exprese genu LTI78 ménila statisticky
vyznamné odlisné. Nejvyssi relativni exprese tohoto genu u stresovanych rostlin témér
po celou dobu experimentu byla naméfena u odridy V8. V ptipadé, Ze by moje teorie o
odli$nych strategiich jednotlivych genotyptli reakce na nizké teploty byla spravna, odriida
V8 by vzhledem k dynamice akumulace proteinu ERD10 a navic vyraznému zvyseni
exprese LT178 mohla byt zajimavym genotypem pro Slechténi na rychlejsi aklimatizaci.
Protein kodovany timto genem zatim neni popsan, ale odhaduje se, Ze se bude podobat
LEA proteiniim. O jeho pfesné roli v reakci na stres nic nevime, dobfe znama je ale velka
ucinnost promotoru a jeho schopnost reagovat na zménu prostiedi. Promotor tohoto genu
byl spole¢n¢ s CBF transkripénim faktorem vyuzit pro transgenozi, diky ¢emuZ se
signifikantné zlepsila tolerance k mrazu u brambor. Vyhodou promotoru genu LTI78 totiZ
je, ze v nestresovych podminkach je jeho exprese velmi nizka, tudiz je vhodné&jSim
promotorem pro ochranné transgeny nez promotor CaMv 35S (Wei et al., 2016).

RCI2A je dal$im genem, ktery byl vytipovan jako potencialné zapojeny v reakci na
chlad. Tento gen je v literatuie spojovan s reakci na kKyselinu abscisovou, stres chladem,
zasolenim a vodnim deficitem (Medina et al., 2001; Nylander et al., 2001b). Overexprese

transgenu AtRCI2A u rajéat zptisobovala snizeni akumulace peroxidu vodiku a poskozeni
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membran v disledku stresu chladem (Sivankalyani et al., 2015). Vysledky naScho
experimentu ukazaly zvySeni relativni exprese tohoto genu v pribéhu stresu chladem u
vSech Ctyt testovanych odrad. Nejvyssi relativni expese tohoto genu byla pozorovana u
odridy Ladoga. U této odridy nebyla zvySena akumulace dehydrinu ERD10 v prabéhu
stresu, vyvstava tedy otazka, zda gen RCI2A neni soucasti jiné drahy zapojené v obrané
rostliny proti chladu. Mechanismus G¢inku 6-kD proteinu RCI2A zatim neni znam, v jeho
sekvenci nebyly nalezeny zadné znamé motivy, které by mohly napovédét. Vypada to ale,
ze jeho role bude pravdépodobné spocivat v indukci dalSich proteinii snizujicich
poskozeni bun€k chladem (Sivankalyani et al., 2015). V dalsich experimentech bude jisté
zajimavé zaméfit se na analyzu akumulace proteinu RCI2A u genotypll s riznym
expresnim profilem na urovni genu RCI2A a také u genotypl s odliSnou dynamikou
akumulace ERD10 v reakci na stres. To by mohlo pomoci pochopit roli obou proteint a
jejich vzajemné pusobeni v reakci na stres a nasledné k vybéru genotypi vhodnych pro
Slechténi na odolnost stresu chladem.

Dal§im zkoumanym genem v naSem experimentu byl gen NRP1 (XM_013801908.2).
Jeho relativni exprese se zvySila v pribéhu stresu chladem u vSech ctyf testovanych
odrid, coz odpovida i zjisténi Fu et al. (2010). Autofi uvadéji, Ze exprese tohoto genu u
Arabidopsis thaliana se zvysuje pii stresu chladem a naopak se snizuje pii vystaveni
rostliny vysokym teplotdm. Nejveétsi zvySeni (33x) relativni exprese bylo zaznamenéano u
odridy Alaska. Nejméné se relativni exprese zvySila u odridy Ladoga. Funkce proteinu
NRP1 neni viibec prozkoumana. Vi se pouze, Ze gen je exprimovan v meristémech
vzrostnych vrchold a ve vyvijejicich se organech, které jsou velmi nachylné k poskozeni
nizkymi teplotami (Cazale et al., 2009). Studium funkce tohoto genu a proteinu bude
pfedmétem naSich dalSich experimentt.

Na zékladé WGCNA enrichment analyzy (Hejna, nepublikovana data) byly také
vytipovany dvé sekvence pro hypotetické proteiny. Jedna z téchto sekvenci oznacena jako
Bo6rg106940.1 by po porovnani s databazi TAIR (Lamesch et al., 2012) mohla patfit
homologu genu z Arabidopsis thaliana AT1G68500. U rostlin v nasem experimentu byla
Vv pribéhu stresu chladem relativni exprese tohoto genu znacné zvySend. Zejména u
stresovanych rostlin odridy Alaska se relativni exprese tohoto genu zvysila vice nez
1000x. Za zminku stoji, ze u kontrolnich rostlin této odriidy byla relativni exprese tohoto

cv v

odridy V8, jejiz kontrolni rostliny exprimovaly tento gen ze sledovanych odrid nejvice
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(25x vice nez kontroly odriidy Alaska), bylo zvySeni relativni exprese tohoto genu jen
velmi malé, na 13ti ndsobek relativni exprese kontrolnich rostlin. O genu AT1G68500 se
témef nic nevi. Vypada to, ze se jedna o signalni peptid, ktery je schopen prenaset jiné
molekuly do endoplazmatického retikula nebo do jadra, coz lze odvodit
z predpoklddaného uspofadani aminokyselin v fetézci pomoci webového ndstroje
InterPro (Mitchell et al., 2019). Podle Vergnolle et al., (2005) je gen AT1G68500
indukovan kyselinou fosfatidovou produkovanou enzymem fosfolipaza Da, jeji funkce
podle Rajashekar et al. (2006) ptispiva k poskozeni bunék mrazem. Mohlo by se tedy
jednat o transkripéni faktor indukujici expresi gent zapojenych v ochrané pted
poskozenim nizkymi teplotami.

Druhou sekvenci oznacenou jako hypoteticky protein je Bolg014860.1, kterd by po
porovnani s databazi TAIR (Lamesch et al.,, 2012) mohla patiit homologu genu
z Arabidopsis thaliana AT4G29905. Relativni exprese tohoto genu se u stresovanych
rostlin v naSem experimentu vyrazné¢ zvySovala. U stresovanych rostlin odridy Alaska
byla relativni exprese po 1 dnu stresu vice nez 1000x vyssi nez u kontrolnich rostlin.
U odridy V8 byla relativni exprese tohoto genu po 1 dnu stresu jesté témét dvojnasobna
V porovnani s nejvyssi relativni expresi u rostlin odrady Alaska. O genu AT4G29905 se
nevi viibec nic. Z predpokladaného usporadani aminokyselin v fetézci sekvence z fepky
se pomoci webového nastroje InterPro (Mitchell et al., 2019) podatilo zjistit, ze tento gen
mozné disponuje doménou typickou pro methionyl-tRNA syntetdzu. Tento enzym je
nezbytny pro syntézu proteinl, nebot’ vdZe methionin na jeho tRNA. Nami testovana
sekvence by tedy mohla tento protein kddovat, nebot’ v ptipad¢ stresu chladem rostlina
potiebuje syntetizovat ochranné proteiny. Oba hypotetické proteiny budou piedmétem

na$eho dal$iho zkoumani.

6.3 Exprese genti potencialné zapojenych v reakci na stres suchem

V experimentu provedeném na pracovisti VURV v Praze byla pouzita regenerovana
mikrosporova embrya odvozena z rostlin odrid Cadeli a Viking, ktera byla stresovana
simulovanym suchem vyvolanym ptfidanim PEG do kultivacniho média. Po 24 hodinach
apo 7 dnech byly odebrany vzorky pro proteomickou i transkriptomickou analyzu. Podle
vysledkt analyzy akumulace proteinti pomoci metody MALDI-TOF/TOF byly vybrany

3 proteiny, které byly vyznamné akumulovany u stresovanych embryi. V databazi NCBI
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byly pro tyto geny vyhledany kandidétni sekvence a byly navrzeny a optimalizovany
primery.

Jednim z téchto gent byl AB300312.1, gen pro pravdépodobnou lactoylglutathione
lyazu I. Tento enzym spolecné s glyoxalazou II katalyzuje odbouravani vysoce toxického
metabolitu methylglyoxalu, ktery se akumuluje v rostlinnych buiikdch mimo jiné i
v disledku stresu suchem (Hasan et al., 2016). Relativni exprese tohoto genu se u obou
testovanych odrad podle ocekavani v prubéhu stresu zvysSovala. Po 7 dnech stresu byla
vyS$§i exprese u odrudy Cadeli, ktera byla v tomto pfipadé vybrana jako odolna suchu. Je
mozné, Ze tato odrida je odolngjsi praveé proto, ze dokdze i po 7 dnech neptiznivych
podminek exprimovat geny a akumulovat dostatek obrannych proteint.

Dal$im vybranym genem byl XM 013841229.2, gen pro fosfolipaizu Da 1. Tento
protein uz byl vySe zminén v souvislosti se stresem chladem, pii kterém je jeho funkce
spise nezadouci a zvySuje miru poskozeni. Pfi stresu suchem ale naopak hraje dilezitou
roli pfi prenosu signalnich molekul (Fan et al., 1997). V nasem experimentu byla
prokazéana zvysena exprese tohoto genu v disledku stresu suchem. Fosfolipdza Dal je
enzym, ktery katalyzuje hydrolyzu fosfolipida (Pappan and Wang, 1999). Podle Fan et
al. (1997) je tento enzym inhibovan Gao proteinem, ktery produkuje tzv. druhé posly
v signalnich drahach ovliviiovanych kyselinou abscisovou. Overexprese tohoto genu
zvySovala ucinnost kyseliny abscisové pii signalizaci stresu suchem a urychlovala
zavirani priduchd (Wang, 2005). Vzhledem k tomu, Ze v naSem experimentu nebyl
pozorovan vyznamny rozdil v expresi u odolné a nachylné odridy, predpokladam, ze
tento gen nebude zptisobovat rozdily v odolnosti jednotlivych genotypti.

Poslednim vybranym genem je XM_009146775, gen pro peroxiredoxin antioxidazu.
Tento enzym ma zasadni roli pfi toleranci extrémniho sucha (Mowla et al., 2002).
Odpovida to vysledkiim naseho experimentu, ve kterém se exprese tohoto genu vyrazné
zvySovala jiz po 24 hodinach stresu suchem. Kontrolni rostliny nachylné odrady Viking
mély témét 5x vyssi relativni expresi tohoto genu neZ kontrolni rostliny odolné odridy
Cadeli. I po 24 hodinéch stresu byla relativni exprese tohoto genu u odolné odriidy Cadeli
niz8i nez u nachylné odridy Viking. Po tydnu stresu suchem byla relativni exprese
peroxiredoxin antioxidazy u obou sledovanych odrad vyrazné zvySena, avSak rozdil mezi
odridami jiz nebyl pozorovatelny. Podle Tripathi et al. (2009) zajistuje tento enzym
odbouravani peroxidu vodiku, peroxydusitanti, dusitanli a alkoholti. U odolné;si odrady

ve standardnich podminkéch a na zacatku stresu byla statisticky vyznamné niz$i exprese
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tohoto genu. Miize to znamenat, Ze tato odriida disponuje uc¢inngjsim systémem prevence
nadmérné produkce téchto molekul v poc¢atec¢nim stadiu stresu suchem. Tento gen bude
pfedmétem naSeho dalSiho zkoumani jako potencidlni marker pro vybér genotypti, které
mohou byt odolnéjsi stresu suchem.

6.4 Analyza genii indukovanych abiotickym stresem u Fepky

Ruazné abiotické stresory maji ¢asto velmi podobné projevy jejich plisobeni. Sucho a
zasoleni se projevuji formou osmotického stresu, ktery ma za nasledek naruSeni
rovnovahy burky a pohybu ionti (Wang et al., 2003). Oxidativni stres Casto spojeny
S vysokymi teplotami, zasolenim, ¢i suchem muize zpusobovat denaturaci funkcnich i
strukturnich proteint (Smirnoff, 1998). Dusledkem je aktivace podobnych signalnich
drah, jejichz ¢asti se Casto prolinaji (Knight and Knight, 2001; Shinozaki et al., 2003) a
na bunécné urovni dochazi k produkci stresovych proteind, anti-oxidantt a jinych latek
(Cushman and Bohnert, 2000). Navzdory tomu, kazdy stresor vyvolava v rostliné jinou
reakci, ktera je na miru uSitd potfebam konkrétniho jedince a zdroven kazda varianta
kombinace pusobeni dvou a vice stresorti opét vyvolava odlisnou reakci (Wang et al.,
2003). Rizhsky et al. (2002), jako jedna z prvnich autoru ve své studii prokazala odliSnost
reakce rostliny na stres suchem a na ptisobeni extrémnich teplot od reakce na kombinaci
pusobeni téchto dvou stresort. Ukazala tak, ze vysledky experimentid provadénych
Vv kontrolovanych podminkach a zabyvajicich se plisobenim pouze jednoho stresového
faktoru mohou byt zavadéjici. Nasledovaly dalsi prace zabyvajici se odpovédi rostlin na
kombinace stresorti jako je napf. sucho, zasoleni, extrémni teploty, t¢zké kovy, nadmérna
ozafenost, ozon a dalsi (napt. Mittler, 2006), které jeji tvrzeni potvrdily. Z toho vyplyva,
ze pro dalsi pochopeni téchto obrannych mechanismt a jejich vyuZiti pfi tvorbé novych
odrid kulturnich plodin je potfeba rozsifit oblast zdjmu vyzkumnikd a Slechtiteld o
kombinace stresovych faktort (Mittler, 2006).

Dalsi oblasti, ktera je nedostatecné prozkoumand, ale neméné dilezité je obdobi
regenerace po skonceni stresovych podminek. Vétsina studii zabyvajicich se abiotickym
stresem a jeho plsobenim na plodiny je zaméfena na fazi aklimatizace. Obdobi, které

nasleduje, vSak ovlivituje dalsi rist rostliny a jeji vyvoj (Kosova et al., 2015).

67



(. Zavér

V ramci této dizertacni prace bylo provedeno nékolik experimentii zaméfenych na
identifikaci potencialnich genti spojenych s reakci na abioticky stres. Protein ERD10 byl
pomoci metody rezonance povrchového plazmonu (SPR) identifikovan jako protein
ucastnici se reakce na stres chladem, resp. aklimatizaci. Z vysledkt vyplyva, ze
akumulace proteinu ERD10 ve standartnich podminkach ovlivituje dynamiku zmény jeho
proteinu v ambientnich podminkach, tim rychleji rostlina reaguje na ochlazeni a v reakci
na chlad zacne akumulovat tento protein vice, ¢imz se dokaze rychleji pfipravit na pfichod
jesté nizsich teplot pod bodem mrazu. Naopak ¢im vice proteinu ERD10 je v pletivech
rostliny akumulovéano tim mén¢ ochotné rostlina akumuluje dalsi.

V genomu fepky byly vytipovany geny (homology genu) potencialné kodujici tento
protein. 3 z téchto sekvenci byly testovany pomoci RT-gPCR. Rtizné homology genu jsou
pfi stresu chladem exprimovany odlisné. Relativni exprese homologli genu ERD10
NM 001315610.1 a Cab008876.1 se pfti stresu chladem zvySovala. Na zékladé¢ metody
RT-PCR lze tedy vyhodnotit zmény v expresi na urovni genu ERD 10, coz muze byt
jednim z dikazt, Ze se jedna o gen kodujici studovany protein. Korelace mezi vysledkem
expresni analyzy na {irovni genu a na rovni akumulace proteinu je u Brassica napus
velmi komplikovana, nebot’ v genomu fepky se — vzhledem K jejimu genetickému
zalozeni — nachazi vice homologt jednotlivych gent a je velmi tézké je rozlisit v rdmci
genetickych analyz. V pfipad¢, Ze hledame genotypy, které by mély vynikat svou
schopnosti aklimatizovat se i béhem kratkého teplého podzimu, se jako vhodné&jsi metoda
pro skrinink vétsiho mnozstvi genotypt ve Slechtitelskych kolekcich jevi metoda SPR pro
hodnoceni ptitomnosti stresovych proteinti.

DalSimi testovanymi geny byly LTI78, RCI2A a NRP1. Jejich relativni exprese se
V pribéhu stresu chladem také vyrazné zvySovala. O funkci téchto genti a proteinti se toho
zatim vi velmi malo, proto budou jisté zajimavym predmétem dal$ich experimentt. Stejné
tak budou zajimavé 1 dva geny pro hypotetické proteiny, které byly také testovany. Jejich
exprese se velmi vyrazné zvySovala pii stresu chladem. Sekvence Bo6rg106940.1
pravdépodobné patii signalnimu peptidu. Mohlo by se jednat o transkripéni faktor
indukujici expresi genl zapojenych v ochrané pted poskozenim nizkymi teplotami.
Sekvence B01g014860.1 by podle uspoiadani aminokyselin v fetézci mohl disponovat

doménou typickou pro methionyl-tRNA syntetdzu nezbytnou pro syntézu proteint.
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Vyrazné zvySeni jeho exprese je tedy také velmi zajimavym predmétem dalSiho
zkoumani, nebot’ by se mohlo jednat o dilezity ¢lanek syntézy ochrannych proteint pfi
reakci na nepfiznivé podminky.

V ramci této prace byla testovana také relativni exprese gent vytipovanych podle
vysledki analyzy proteini metodou MALDI-TOF/TOF u regenerovanych
mikrosporovych embryi odvozenych z rostlin fepky stresovanych simulovanym suchem.
Byly testovany geny pro lactoylglutathione lyazu I, fosfolipazu Da 1 a peroxiredoxin
antioxidazu. U odolnéjsi odriidy ve standardnich podminkach a na zacatku stresu byla
naméfena vyznamné nizsi exprese tohoto genu. Tato odrida mozna disponuje G¢innéj$im
syst¢émem prevence nadmérné produkce téchto molekul v pocateénim stadiu stresu
suchem. Tento gen bude predmétem naSeho dal§iho zkoumani jako potencialni marker

pro vybér genotypi, které mohou byt odolnéjsi stresu suchem.
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