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SOUHRN

Oxidativni poskozeni u rostlin tizce souvisi zejména s neptiznivymi vlivy vnéjsiho prostiedi,
které¢ vyznamné ohrozuji rostlinny organismus. Stresovy faktor ptisobici na rostlinu vyvolava kaskadu
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kysliku (ROS). Rostlinna pletiva jsou vybavena antioxidacnim obrannym mechanismem, ktery
zajistuje eliminaci toxickych ROS a pokles akumulace metaboliti. Bakalafska prace se zaméfuje

na abioticky stres a s nim spojenou odpoveéd’ na neptiznivy stav.

Cilem prace bylo ovéfeni citlivosti vybranych ROS-responzivnich genti jakoZzto markert
oxidativniho poskozeni u rostlin a jejich reakce na indukovany stresovy faktor. Vychozim bodem prace
byla studie Dudziak a kol. (2019), ktera se poprvé zabyvala expresni analyzou ROS-responzivnich genti
u pSenice. Vysledna data této bakalarské prace zahrnuji optimalizacni test pro vybér vhodného
péstebniho substratu, ovéreni pracovniho protokolu vyuZzivajiciho komeréni kit pro zjednoduseni rutinni
prace, oveteni citlivosti studovanych genidl na pripravené stresové podminky nasledované analyzou

genové exprese.
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SUMMARY

Plant oxidation damage is closely and mainly related to adverse impacts of outer environment
that significantly endanger plant organism. Stress factor that affects a plant causes cascade of reactions
which creates overproduction of toxic metabolites such as reactive forms of oxygen. Plant tissues are
equipped with antioxidation defensive mechanism that ensures an elimination of the toxic oxygen forms
and reduction of metabolite accumulation. This bachelor thesis is focused on abiotic stress and response

to adverse environment that connects with it.
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1 UVOD

Oxidativni poSkozeni tizce souvisi s produkci reaktivnich forem kysliku (ROS), zejména
v ptipad¢ indukce stresu a signaliza¢nich drah s nim spojenych. ROS jsou diilezité v reakci na abiotické
stresy a museji byt vhodné regulovany, aby se eliminovala jejich toxicita (Castro a kol., 2021). Hlavnim
cilem praktické Casti bakalatské prace byla analyza genové exprese vybranych gent u pSenice (7riticum
aestivum), které jsou spojeny s oxidativnim poskozenim u rostlin, za ucelem detekce nastartovani
obrannych mechanismi proti ROS u rostlin stresovanych nedostatkem ptidni vldhy. Tato prace je dilci
soucasti vyvijeného portfolia testli pro hodnoceni antistresovych UCinkl pfirodnich latek a jejich
derivatl syntetizovanych na katedfe Chemické biologie, PiF UP v Olomouci. Jelikoz je znamo,
ze napiiklad polyfenoly maji vyznamné antioxida¢ni a antistresové UCinky (Zalesak a kol., 2019), lze
se opravnéné domnivat, ze by mohly ovliviiovat i signalni drédhy spoustéjici expresi vybranych
ROS-scavenging geni (ROS-responzivnich gent). Pokud tomu tak je, bylo by mozné navrhnout
a otestovat molekularné-biologicky test hodnotici Cisté indukci exprese vybranych gend pomoci
testovanych latek, coz by umoznilo relativné snadnou a rychlou selekci potencionalné nejucinnéjsich
antioxidantd pro pouziti v rostlinné vyrob¢. Pfedtim nez bude mozno tuto hypotézu potvrdit ¢i vyvratit,
je nezbytné vyvinout metodicky postup pro hodnoceni exprese zvolenych ROS genti u nékteré
z hospodaftsky vyznamnych rostlin. Za timto Gcelem jsme vyuzili studie Dudziak a kol. (2019), ktera se
poprvé zabyvala expresni analyzou ROS genti u pSenice. Tuto praci jsme si vzali jako podklad a pokusili
se prenést a modifikovat nékteré z popsanych metod do naSich podminek. Bylo nezbytné otestovat
popsané primery, jejich funk¢nost a zejména citlivost hodnocenych genti vici stresu v kratkodobém
i dlouhodobém ¢asovém horizontu a v ndmi definovanych podminkach ristu experimentalnich rostlin.

Vysledky tohoto testovani jsou soucasti predkladané prace.



2 CILE PRACE

Cilem teoretické Casti bakalarské prace je vypracovani literarni reSerSe na téma abioticky stres
a reaktivni formy kysliku s pfihlédnutim k vyuziti vybranych gent jakozto kvantitativnich markert

oxidativniho poskozeni u rostlin.

Cile praktické ¢asti prace Ize shrnout do nasledujicich bodu:
1) Priprava standardizovaného postupu pro péstovani psenice ve stresovych podminkach.
2) Navrh protokolu pro méfeni exprese vybranych ROS-responzivnich genti u pSenice.

3) Méfeni exprese vybranych ROS-responzivnich gend v rostlinaich péstovanych

ve standardizovanych podminkach.

4) Hodnoceni citlivosti jednotlivych ROS-responzivnich genti na stres v standardizovanych

podminkach.



3 LITERARNI PREHLED
3.1 Oxidativni poSkozeni

Oxidativni poskozeni u rostlin je zplsobeno zejména neptiznivymi vlivy vnéjsiho prostiedi,
které vyznamné ohrozuji rostlinny organismus. V zavislosti na oxidativnim poskozeni mtize dochazet
k nadprodukei toxickych metabolitl a k oxidativnimu stresu. Stres u rostlin 1ze obecné definovat jako
nepfiznivy stav, ktery je vyvolany ptisobenim Cinitele, tzv. stresoru. U rostlin se setkame se dvéma typy
stresu — bioticky a abioticka stres. Bioticky stres je spojovan s patogennimi Ciniteli, ktefi zptsobuji
poskozeni rostliny. Do této skupiny spada naprtiklad stres vyvolany mykoplazmami, viry, plisnémi ¢i
bakteriemi, stejné tak jako stres zpusobeny napadenim hmyzimi ¢i jinymi predatory. V piipad¢
abiotického (environmentalniho) stresu se jedna o fyzikalni nebo chemické faktory puisobici
v bezprostfednim kontaktu. Mezi zékladni stresory zde patfi nedostatek/nadbytek svétla a vody,
mechanické poskozeni nebo stres vyvolany nizkou ¢i vysokou teplotou (Miillerova a kol., 2014).
Protoze rostliny ziji prisedlym zplsobem Zivota, nemohou se vyhnout abiotickému stresu pouhym
presunem do ptiznivejSiho prostiedi. Misto toho si rostliny vyvinuly schopnost kompenzovat stres

zménou fyziologickych a vyvojovych procest k udrzeni ristu a reprodukce (Taiz a kol., 2018).

Ackoliv navenek ma stres u rostlin mnoho pficin, vnitini mechanismy poskozeni rostlin jsou
podobné u ruznych typd stresort. Jednou z nejbéznéjSich skupin toxickych meziproduktl
produkovanych piisobenim stresoru jsou reaktivni formy kysliku (ROS), coz jsou vysoce reaktivni
¢initelé ohrozujici zakladni zivotni funkce organismu. Jsou schopny rychle reagovat a oxidovat Sirokou
skalu bunécnych slozek, véetné proteind, nukleovych kyselin a lipidi (Taiz a kol., 2018). V rostlinach
ROS vsak hraji dvoji roli. V prvni fadé jsou brany jako negativni toxické vedlejsi produkty metabolismu
poskozujici fyziologické procesy rostlin, avSak skrze druhy uhel pohledu jsou vnimany jako signalni
molekuly nezbytné pro mnoho biologickych procesi. Pokud hladina ROS neni kontrolovana obrannymi
mechanismy rostlin, koncentrace reaktivnich Cinitelli naroste a mize zpiisobit oxidativni poskozeni.
Tento proces oxidacniho stresu mlize vést az k oxidativni destrukci bunky a smrti celého organismu
(Choudhury a kol., 2017). Tvorba musi byt aktivné vyvazovana procesy neutralizace ROS, tak aby
nedochazelo k oxidativnimu poskozeni, k cemuz slouzi fada obrannych mechanismii — enzymu (Castro

akol., 2021).

3.1.1 Reaktivni formy kysliku

Reaktivni formy kysliku (ROS, Reactive Oxygen Species) jsou castecné redukované nebo
excitované formy molekulového kysliku O,. ROS mtzeme definovat jako molekuly obsahujici kyslik,
které vykazuji vyssi chemickou reaktivitu nez dvouatomarni forma kysliku O,. Existuji rizné formy

reaktivniho kysliku. V rostlinich se vyskytuji pfevazné tyto formy: singletovy kyslik 'O», superoxidovy



anion *O,’, peroxid vodiku H»O, a hydroxylovy radikal «OH (Waszczak a kol., 2018). Molekuly, které
obsahuji tzv. volny radikal, jsou diky volnému elektronu ve valen¢ni vrstvé elektronového obalu velice
aktivni, a praveé zasluhou volného radikalu vysoce reaktivni. Na rozdil od atmosférického kysliku jsou
ROS schopny neomezené oxidace a mohou spustit autokatalyticky proces membranové oxidace, ktery
miZze mit za nasledek degradaci organel a plazmatické membrany a nakonec i bunécnou smrt. Piestoze
ustalenou uroven ROS v buiice mohou rostliny pouzivat ke sledovani intracelularni urovn¢ stresu, musi
byt tato hladina reaktivnich forem kysliku ptisné¢ kontrolovana, protoze nadmérna akumulace ROS miize
vést k cytotoxickym vlastnostem sloucenin (Mittler, 2002; Taiz a kol., 2018). ROS byly diive primarné
povazovany za vedlej$i produkty anaerobniho metabolismu, ale dnes se bere v potaz i jejich role

signalnich molekul (Choudhury a kol., 2017).

3111 TypyROS

Nejbézngjsi formy ROS v rostlinnych bunkach predstavuje superoxidovy aniont (¢Oy),
singletovy kyslik ('0,), peroxid vodiku (H,0,) a hydroxylovy radikal (*OH). Mezi bunééné ROS spadaji
formy s volnymi radikaly i neradikalové slouc¢eniny (Obrazek 1). Do skupiny volnych radikal se fadi
superoxidovy aniont (O, hydroxylovy radikal (*OH), alkoxylatovy radikal (ROe¢) ¢i peroxylovy
radikal (ROO<) a mezi neradikaly ndlezi peroxid vodiku (H»0O.), singletovy kyslik (‘O.) a ozon
(O3). Dalsimi neradikalovymi slou¢eninami, které se v rostlinach nachézeji, je kyselina chlorna (HOCI)

nebo excitované karbonyly (RO*) (Hasanuzzaman a kol., 2020a).

hydroxylovy superoxidovy
radikal aniont

alkoxylatovy
radikal

peroxylovy
radikal

ROe

O3

excitované

karbonyly ozon

H,0,

kyselina peroxid
chlorna vodiku

singletovy
kyslik

Obrazek 1: Typy reaktivnich forem kysliku v rostlinach. Upraveno dle Hasanuzzaman a kol. (2020b).



3.1.1.2  Produkce ROS

Primarnimi bunécnymi kompartmenty a organelami, kde jsou ROS produkovany, jsou
mitochondrie, chloroplasty, peroxisomy, plazmatickd& membrana 1 mezibunéné prostory
(Hasanuzzaman a kol., 2020a). Riizné bunécné kompartmenty maji svou vlastni specifickou kapacitu
pro tvorbu ROS a zaroven i detoxifikacni kapacitu, kterd je dalezita pro regulaci vychytavani ROS
a udrzovani ROS pod prahovou urovni. Udrzeni hladiny reaktivnich forem kysliku je nezbytné pro
ochranu bunéénych komponent nebo iniciaci signalni kaskady (Hasanuzzaman a kol., 2020b). ROS
vznikaji v bunice jako dusledek uniku elektron béhem fotosyntézy a dychani (Kao, 2017; Nadarajah,
2020). Nektera mista produkce reaktivnich forem kysliku jsou svymi paralelnimi reakcemi zapojeny
do normalniho metabolismu (naptfiklad fotosyntéza a dychani). ROS jsou vtomto pfipadé

nevyhnutelnymi vedlej$imi produkty aerobniho metabolismu (Mittler, 2002).
Chloroplasticka produkce ROS

Chloroplasty jsou v rostlinach jednim z hlavnich mist produkce ROS. Tvorba ROS je zde tzce
spojena s fotosyntetickymi reakcemi zavislymi na svétle a interakci chlorofylu. Za produkci reaktivnich
forem kysliku je zde zodpoveédny zejména elektronovy transportni fetézec a vznikajici triplet chlorofylu.
Triplet chlorofylu je Skodlivy excitovany stav, ktery snadno reaguje s molekularnim kyslikem za vzniku
vysoce reaktivniho singletového kysliku 'O, (Ballottari a kol., 2013). Fotosystém I produkuje stiedné
reaktivni superoxidovy aniont <O, ktery poté superoxid dismutdza (SOD) preménuje na H>O,

(Waszczak a kol., 2018; Hasanuzzaman a kol., 2020b).

Mitochondrialni produkce ROS

Ve fotosyntetické tkani je mitochondrialni ¢ast produkce ROS relativné nizka vzhledem
k celkové bunééné produkci ROS. U nezelenych rostlinnych organti (hlavné v kotenech) jsou naopak
mitochondrie hlavnim mistem generovani ROS. Tvorba ROS je uzce spojena s mitochondridlnim
elektronovym transportnim fetézcem. V mitochondriich dochazi k interakci elektronti s O, za vzniku
ROS. Pii abiotickych stresech se tinikem elektronti z mitochondrialnich komplexti hromadi nadmérmné
mnozstvi ROS a dochazi k produkci *Os’, ktery je pozdg€ji katalyzovan SOD a preménén na H>O,
(Waszczak a kol., 2018; Hasanuzzaman a kol., 2020b).

3.1.2 ROS jako signalni molekula

Reaktivni formy kysliku hraji vyznamnou roli v buné¢nych procesech jako signalni molekuly
(Choudhury a kol., 2017). Za normalnich podminek existuje rovnovaha mezi produkei a vychytavanim
ROS ptisobenim slozek antioxidacniho obranného systému v rostlinach. Tvorba ROS na niz§i trovni

béhem normalnich ristovych podminek se podili na klicovych signaliza¢nich procesech pro navozeni



pozitivni reakce v antioxidacnich obrannych systémech a biologickych procesech (Hasanuzzaman
a kol., 2020b). Diky tomuto faktu fidi ROS mnoho aspektti vzajemného plisobeni mezi rostlinou
a prostfedim, také ristem a vyvojem. Informace o zvySenych koncentracich reaktivnich forem kysliku
nebo pozménéné redoxni rovnovaze v zavislosti na aktivité systémil, které¢ zachycuji ROS, se rychle

prenasi do jadra a spousti adaptacni ¢i aklimatiza¢ni mechanismy bunék (Waszczak a kol., 2018).

3.2 Abioticky stres a reaktivni formy kysliku

Abioticky (environmentalni) stres vyvolava v rostlinnych bunkach nadprodukci reaktivnich
forem kysliku, coz ma za disledek nadmémou akumulaci ROS v bunéénych kompartmentech
(Hasanuzzaman a kol., 2020a). Dochazi ke zménam v anatomii a fyziologii a je potfeba vyssiho pfijmu
energie. Spotfeba energie se zvysuje v disledku posunu v bunééném metabolismu k udrzeni bunécné
homeostazy. Rostliny mohou na stres reagovat bud’ aklimatizaci, tj. pfizpisobenim se novym
podminkam a dosazenim homeostazy, nebo adaptacemi, které zahrnuji trvalé zmény zavedené pro lepsi
odolnost vici stresu (Pandey a kol., 2017). Ve velké mife mize dojit k bunécné dysfunkci a smrti

rostliny (Hasanuzzaman a kol., 2020a).

Do kategorie stresti narusujicich bunéénou homeostazu pisobenim nadmérné akumulace ROS
spada napriklad stres ze sucha/vysychani, zasoleni, ochlazeni, nedostatku zivin, dale stresy zptisobené
tepelnym Sokem, t€zkymi kovy, ultrafialovym zafenim, latkami zneciStujicimi ovzdusi (pf. ozon, oxid
sifi¢ity), patogenem, a mechanicky stres. Produkce ROS béhem téchto stresi je vysledkem
fotorespirace, fotosyntetického aparatu nebo mitochondrialniho dychani. Kromé toho bylo prokéazano,
7e patogeny anebo environmentalni stresy (napf. sucho nebo osmoticky stres) spoustéji aktivni produkci

reaktivnich forem kysliku NADPH oxidazami (Mittler, 2002).

Choudhury a kol. (2017) ve své studii popisuje, ze metabolické a signalizaéni ROS mezi sebou
navzajem interaguji a tvofi tzv. podpis ROS, ktery je specificky pro bunécéné oddily a typ abiotického
stresu a fidi aklimatizacni procesy rostliny na stres prostfednictvim redoxnich reakci, které jsou
zapojeny do regulace transkripce a translace stresovych aklimatiza¢nich proteind a enzymu (Obrazek 2).
Metabolické ROS jsou produkovany v dasledku naru$eni metabolické aktivity. Signalizatni ROS

zahrnuji reaktivni formy kysliku produkované za ucelem signalizace v rdmeci reakce na abioticky stres.



Senzor stresu Metabolismus «—
Signalizacni ROS Specificky podpis Metabolické ROS
ROS :
Redoxni reakce Redoxni reakce
Transkripce
Translace —————  Aklimacni proteiny

Prenos signalu
----------------- Metabolicka regulace

Obrazek 2: Role reaktivnich druhti kysliku (ROS) v aklimatizaci na abioticky stres. Upraveno dle
Choudhury a kol. (2017).

Rostliny pouzivaji rizné mechanismy k vnimani enviromentalniho stresu. Abioticky stres
narusuje nebo meéni mnoho fyziologickych procest v rostlin€ ovlivnénim stability proteinu, RNA nebo
ovlivnénim transportu iontl. Jakékoli z téchto primarnich naruseni by mohlo signalizovat rostling,
ze doslo ke zméné podminek prostiedi a Ze je Cas reagovat na tyto podnéty zménou dosavadnich cest
nebo aktivaci cest, které zahruji reakce na stres. Dle Taiz a kol. (2018) 1ze rozlisit alespon pét riznych

typl mechanismu pfi vnimani stresu:

e Fyzikalni vnimani se tyka mechanickych ucinki stresu na rostlinu nebo bunécnou strukturu,
napfiklad stazeni plazmatické membrany od bunécné stény beéhem stresu ze sucha.

e Biofyzikalni vnimani miZe zahrnovat zmény ve struktuie proteinu nebo enzymatické aktivite,
jako je inhibice riiznych enzymt béhem tepelného stresu.

e Metabolické vnimani je obvykle vysledkem detekce vedlejSich produktd, které se hromadi
v buiikach v disledku odpojeni enzymatickych reakci nebo reakci prenosu elektront, jako je

e Biochemické vnimani Casto zahrnuje pfitomnost specializovanych proteint, které se vyvinuly
tak, aby snimaly urcity stres; naptiklad vapnikové kanaly, které mohou snimat zmény teploty
a ménit homeostazu vapniku (Ca?").

e Epigenetické vnimani se tyka modifikaci struktury DNA nebo RNA, které neméni genetické

sekvence, jako jsou zmény v chromatinu, ke kterym dochazi béhem teplotniho stresu.



Kazdy z téchto mechanismli snimani stresu mize pusobit jednotlivé nebo v kombinaci a aktivovat

nasledné drahy prenosu signalu a vyvolanych reakci (Taiz a kol., 2018).

3.2.1 Abioticky stres — sucho

V ramci experimentalni ¢asti této bakalarské prace jsem se zaméfila na rostlinny stres za sucha.
Analyzovany stresovy faktor sucho (nedostatek pidni vlahy) byl vybran na zaklad¢ studie Dudziak
a kol. (2019). V globalnim meéftitku predstavuji vodni deficity hlavni abioticky stres, ktery celosveétove
omezuje rust a vyvoj rostlin, a tim snizuje jejich produktivitu (Dudziak a kol., 2019). Stres ze sucha je
u rostlin charakterizovan snizenym vodnim potencialem listli a turgorovym tlakem ¢i zpomalenim rtstu
a naslednym poskozenim listii (Farooq a kol., 2009). Nedostatek vody v listech vyvolava uzavieni
priducht a snizuje fixaci oxidu uhli¢itého CO». Dusledkem téchto kroki je vytvofeni nerovnovahy mezi
zachycenim a vyuZzitim svétla, které vede ke snizeni fotosyntézy. Dochazi k nerovnovaznému stavu
mezi uvoliovanymi a pfijimanymi elektrony, coz vede k nadprodukci ROS z dlivodu ptebytecné
svételné energie ve fotosystémech. Mira stresu neboli mira nedostatku vody miize zptisobovat ve vztahu

k priznakiim stresu vratné ¢i nevratné zmény (Obrazek 3) (Kidela a kol., 2013).

POSKOZENI ROSTLIN SUCHEM

Vratné zmény (mirna ztrata vody) Nevratné zmény (silna ztrata vody)
Snizeni turgoru, prijmu vody a Zivin Poskozeni membran a poruchy metabolismu
— uzavreni priduch( — zvySeni permeability membran
— pokles fotosyntézy — zvySeni koncentrace latek
— deficience zivin (napf. dusik) — zmény aktivity enzym(

PFiznaky
— vadnuti — vadnuti a usychani
— zmensSeni a zména zbarveni listd — |okaIni nekrdzy
. o . _— .. . Lo
— tvarové deformace ¢asti rostlin — celkova diskolorace a opad listl
— sniZeni tvorby biomasy — odumirani rostlin

Obrazek 3: Mechanismus poskozeni rostlin suchem v zavislosti na mite nedostatku vody. Upraveno dle

Kudela a kol. (2013).



33 Obranny sytém rostlin proti stresu

Ke zmirnéni nadprodukce ROS a oxidativniho stresu rostliny vyuzivaji dobfe regulovany
antioxidacni mechanismus, ktery se sklada z enzymatickych a neenzymatickych slozek. Jednotlivé
slozky obranného mechanismu mohou vyvazit syntézu ROS a zabranit tak poskozeni bun¢k. Mezi tyto
enzymy patii superoxid dismutaza (SOD), katalaza (CAT) a peroxidazy (POX; askorbat peroxidaza
APX, guajakol peroxidaza GPX, glutathion peroxidaza GR). Tyto enzymy se fadi mezi enzymatické
antioxidacni systémy, které reguluji homeostdzu ROS v organismech. Neenzymatické slozky, naptiklad
kyselina askorbova, a-tokoferol, flavanoid, glutathion, karotenoidy, lipidy ¢i fenolové slouceniny,
ucinné zmiriuji oxidativni poskozeni snizenim aktivity ROS nebo vzajemnym plsobeni v souladu
s enzymatickymi systémy (Nadarajah, 2020). Prvni obrannou linii proti akumulaci ROS je superoxid
dismutaza (SOD), ktera dismutuje radikaly *O, na H,O,. Katalaza (CAT) a askorbat peroxidaza (APX)
jsou dva enzymy, které vychytavaji H,O» a zabraiuji jeho akumulaci na pro rostlinu toxické tirovné
(Harb a kol., 2015). VySe zminéné detoxifikacni drahy vyuZzivajici SOD, CAT a APX jsou zobrazeny
na Obrazku 4. Neenzymatické a enzymatické antioxidacni systémy tedy reaguji piimo nebo nepiimo
s ROS a ptispivaji k zachovani integrity bunécnych struktur a ke spravné funkci metabolickych drah.
Mira aktivity antioxida¢nich enzymi, mnozstvi antioxidantli a akumulace ROS pfi stresu ze sucha zavisi
na genotypu rostliny, rozsahu a trvani stresu, vyvoji rostliny a jejim metabolismu a poukazuje tak na

rozdily mezi rostlinnymi druhy (Uzilday a kol., 2012; Harb a kol., 2015).

detoxifikace —— H20

! 0,
20, i \ \ |
SOD H0. —— APX — 2H:0
%2 H+: / ———————————————————

Obrazek 4: Detoxifikacni draha vychytavani reaktivnich forem kysliku (ROS) antioxida¢nim obrannym

systémem u rostlin. Upraveno dle Kapoor a kol. (2019).

Priklady enzymatickych mechanismii obrany

Superoxid dismutdza (SOD) je jednim z hlavnich antioxida¢nich enzymt a ma sv{ij vyznam
v prvni linii obrany proti oxidacnimu stresu u rostlin — je zodpovédny za vychytavani superoxidu *Os
za vzniku peroxidu vodiku H,O,. Diky tomu se snizuje riziko tvorby vysoce toxickych a reaktivnich

hydroxylovych radikalti *OH ze superoxidu. Superoxidovy aniont ma oxida¢ni i redukéni vlastnosti,



a proto pfi pfeméné na peroxid vodiku poskytuje jedna molekula superoxidu elektron druhé molekule
a superoxid se oxiduje i redukuje zaroven. Superoxidovy aniont tedy podléhd dismutaci a produkty

reakce jsou kyslik a peroxid vodiku (Matouskova a kol., 2014):
20, +2H" - Oy + H,0,

SOD lze rozdélit do tii kategorii podle typu kovového kofaktoru, a to mangan-SOD (Mn-SOD),
méd’/zinek-SOD  (Cu/Zn-SOD) a zelezo-SOD (Fe-SOD). Mn-SOD se nachazi prevazné
v mitochondriich a peroxisomech, Cu/Zn-SOD se vyskytuje hlavné v cytosolu a chloroplastech,

Fe-SOD je detekovan z velké ¢asti v chloroplastech.

Katalaza (CAT) a peroxidazy (POX) jsou hlavnimi slozkami zachycujicimi H,O, (produkt
dismutace katalyzované SOD). Enzymy katalazy (CAT) jsou zpravidla lokalizovany v peroxisomech

a heterolyticky $tépi peroxid vodiku za vzniku kysliku a vody:
2H,0, —» 2H,0 + O,

Askorbat peroxidaza (APX) muze v rostlinach zajistovat ochranu bud’ spole¢né v soucinnosti
s dalsimi antioxidanty, jejichz aktivita nebo mnozstvi béhem stresu nartista, nebo k vzestupu aktivity
APX muize dochazet, aniz by dochazelo k podobnym zménam i u dalSich antioxidantt. V rostlinach bylo
klasifikovano n€kolik izoforem APX — cytosolicky (cAPX), mitochondrialni (mitAPX), chloroplasticky
(chlAPX) a mikrosomalni (mAPX). Vsechny izoformy se 1isi kinetickymi vlastnostmi, mezi které se
tadi naptiklad molekulova hmotnost, stabilita, optimalni pH, katalyticka rychlost ¢i substratova afinita

(Pandey a kol., 2017).

Priklady neenzymatickych mechanismii obrany

Kyselina askorbova je silnym antioxidantem, ktery ma nepostradatelnou roli v odstranovani
peroxidu vodiku z rostlin. V rostlinné buiice se vyskytuje ve stromatu chloroplastti. Kyselina askorbova
pusobi jako transportér antioxidantl a elektrontl, neutralizuje ROS pomoci sekundarnich antioxidantt
aje vyznamnym rostlinnym metabolitem. Glutathion (GSH) je thiolova slou¢enina s nizkou
molekulovou hmotnosti, rozsifena ve vétSin€ rostlinnych tkani. Antioxidacni funkce glutathionu
zahrnuje Ucast v askorbat-glutathionovém cyklu, kde GSH za pomoci dehydroaskorbat reduktazy
regeneruje kyselinu askorbovou. Vysoky redukéni potencial glutathionu je zplsoben piitomnosti
nukleofilniho cysteinového zbytku. Reaguje se superoxidovymi radikaly, hydroxylovymi radikaly
a singletovym kyslikem neenzymatickou cestou za vychytavani cytotoxického peroxidu vodiku (Kapoor

a kol., 2019; El-Beltagi a kol., 2020).
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3.3.1 Vybrané geny souvisejici s reakci rostlin na ROS

Pro experimentalni ¢ast této bakalarské prace byla podnétem studie Dudziak a kol. (2019). Tato
studie se zam¢étila na analyzu exprese genti souvisejicich s reakci na oxidacni stres a signalni transdukci
na kratkodobé sucho. Studie zahrnovala méteni Grovné exprese genli zapojenych do signalizace ROS
(MAPK3, MAPK®6), aktivity antioxidacniho enzymatického systému (CAT, APX, GPX) a biosyntézy
prolintt (P5CR, P5CS). V ramci moji prace byly vybrany geny na zakladé vyzkumu Dudziak a kol.
(2019), kter¢ byly studovany pro jejich vyuziti jako markery oxidativniho poskozeni u rostlin, jehoz
bylo navozeno nedostatkem pudni vldhy v pribéhu experimentu. VySe zminény kolektiv autorti
pracoval se substitu¢nimi liniemi (ISCSL) pSenice (Triticum aestivum) a stresovy vjem navozoval
pridanim osmotika polyethylenglykolu (PEG-6000) do MS média. PEG vyvolava osmoticky stres
a navozuje deficit vody v rostlinach, ktery je podobny stavu sucha. Stres byl ve studii vyvolan po 5ti
dnech aklimatizace aplikovanim 10% PEG-6000 do roztoku MS média. Kli¢ici sazenice pSenice byly
odebrany po 1, 3 a 6 hodinach ptisobeni stresového faktoru. Dudziak a kol. pouZili jako kontrolu rostliny

rostouci v MS médiu bez PEG.

V této bakalaiské praci byly studovany geny APX, CAT, P5CR a P5CS a pro indukei stresu byl
vytvofen nedostatek pltdni vlahy u rostlin pSenice péstovanych v kontrolovanych podminkach
v substratech ve fytotronu. V nasem piipad¢ byly kontrolou rostliny, u kterych se zalivkou udrzovalo

80 % RWC (relativni obsah vody, Leaf Relative Water Content).
Gen APX (askorbat peroxidaza, Ascorbate Peroxidase)

APX je gen kodujici enzym askorbat peroxidazu (EC 1.11.1.11). Enzym APX patii do rodiny
peroxidaz a ve své struktuife obsahuje hemovou skupinu. Vyuziva askorbat jako specificky donor
elektronti slouzicich k redukci peroxidu vodiku na vodu. Jeho €innosti vznikd monodehydroaskorbat
(Asada, 1992). Askorbat peroxidaza je dilezitym antioxidacnim enzymem podilejicim se
na metabolismu kysliku v rostlinach. Enzym katalyzuje tvorbu O, a H,O z peroxidu vodiku a chrani tak

rostlinu pfed oxidativnim poSkozenim zpiisobenym nadmérnou akumulaci peroxidu (Leng a kol., 2021).

Exprese genli APX je vyvolana riznymi environmentalnimi stresory, jako je sucho, zasoleni,
vysoka mira svétla, vysoké a nizké teploty, utoky patogend, H,0, nebo kyselina abscisova. Transkripcni
exprese genll APX je zavisla na typu pletiva a vyvojovém stadiu. Solny stres indukuje produkci ROS
a odpovéd’ genti APX na tento stav je regulovan tkani a vyvojovym stadiem (Caverzan a kol., 2012).
Kawakami a kol. (2002) ve své studii zkoumali vliv nizké teploty na expresi genu APX v hlizach
brambor béhem skladovani. Pozorovali, Ze ptechodna akumulace cAPX po skladovani pti nizké teploté
je vetsi nez po skladovani pii vysoké teploté, coz dle Kawakami ukazuje, ze exprese APX byla
indukovana v reakci na nizkou teplotu. Zvyseni aktivity APX bylo pozorovano i v reakci na t€zké kovy,

specialng hlinik (Sharma a Dubey 2007).
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Gen CAT (katalaza; Catalase)

Rodina gent CAT koduje katalazu (EC 1.11.1.6), klicovy antioxidacni enzym v obrané proti
oxida¢nimu stresu. Katalaza se vyskytuje téméf ve vSech aerobnich organismech a jejim ukolem je
prevod peroxidu vodiku na vodu, a tim dochazi ke snizeni hladiny ROS. Jedna se o tetramerni enzym
obsahujici hemovou skupinu. Aktivita CAT byla detekovana v chloroplastech, peroxisomech,
mitochondriich a cytosolu (Raza a kol., 2021). Na rozdil od APX, s niz zastava CAT v burice velice

podobnou funkci, neni CAT zavisla na Zadném substratu.

V listech kostfavy vysoké (Festuca arundinacea), ktera byla vystavena dlouhodobému
vysychani povrchové pldy, se aktivita CAT snizila, zatimco aktivita SOD se zvysila. Aktivita CAT se
nadale snizovala s rostouci dobou stresu pii uplném vysychani ptidy (Fu a Huang, 2001). Zhao a Zhang
(2006) ve své studii zkoumali koexpresi genu GST (glutathion S-transferaza) a CAT (katalaza). Na
transgenni ryzi aplikovali stres ze soli. Studie ukdzala, ze koexprese obou genti vede ke zvyseni CAT

u transgennich vzorkd po indukci stresu.

Geny P5CS (pyrrolin-5-karboxylat syntetaza; Pyrroline-5-carboxylate Synthetase) a P5CR
(pyrrolin-5-karboxylat reduktiza, Pyrroline-5-carboxylate Reductase)

Geny P5CS a P5CR koduji enzymy Ucastnici se biosyntézy prolinu. Prolin je syntetizovan
ve dvoustupiiovém procesu. Mnoho abiotickych strest je spojeno s akumulaci pravé této aminokyseliny
a jednad se tak o neenzymaticky antioxida¢ni mechanismus obrany. Pfi osmotickém stresu prolin
stabilizuje proteiny a antioxida¢ni enzymy, piimo interaguje s ROS a vychytava je, také zajistuje

rovnovahu intracelularni homeostazy a podporuje bunécnou signalizaci (Dudziak a kol., 2019).

Yang a kol. (2021) popisuji ve své studii nadmérnou expresi genu P5CS u Arabidopsis thaliana
za podminek stresu suchem. Nadmérna exprese dle studie vedla k vys$$imu obsahu prolinu a mensimu
poskozeni membrany. Pii studii teplotniho Soku na rostlin€ s6jovych bobii dosli de Ronde a kol. (2000)
k zavéru, ze vytvoreni teplotniho Soku vedlo k inaktivaci genu P5CR. Nasledkem inaktivace genu bylo
snizeni syntézy prolinu. Dalsi studie ukazaly, Ze nadméma exprese genu P5CS vede ke zvySeni

akumulace prolinu a zvySené toleranci vici stresu u tabaku (Kavi Kishor a Sreenivasulu, 2013).
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4 MATERIAL A METODY
4.1 Biologicky material

Pro experimenty byly pouzity rostliny ozimé pSenice (Triticum aestivum), odrida Turandot

(udrzovatel odridy Selgen).

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
Pouzité chemikalie
o 2-mercaptoethanol (SIGMA, kat.c. M-3148)
o Gel Red (Biotium, kat.¢. 41003)
o GeneRuler 100 bp Plus (Thermo Scientific, kat.c. SM0321)
o 6X DNA Loading Dye (Thermo Scientific, kat.c. R0611)
o Glycogen (Thermo Scientific, kat.¢. R0561)
o RNase H (TaKaRa, kat.c. 2150A)
o 2x SensiFAST SYBR Lo-ROX Mix (Meridian, kat.¢. BIO-94005)
o 5x My Taq Reaction Buffer (Bioline, kat.¢. BIO-21105)
o My Taq Polymerase (Bioline, kat.¢. BIO-21105)
o Agardza UltraPure™ (Invitrogen, kat.¢. 16500-500)
o Ethanol absolutni p.a. (Penta, kat.¢. 71250-12500)
o Nuclease free water, sterile PCR-Inhibitor Free (BioConcept, kat.¢. 3-07F04-1)
o 10x Dnase I Buffer (TaKaRa, kat.c. 2270A)
o Recombinant Dnase I (Rnase-free) SU/ul (TaKaRa, kat.c. 2270A)
o Recombinant Ribonuclease Inhibitor 40U/ul (TaKaRa, kat.c. 2313A)

Pouzité soupravy

o Isolate I RNA Plant Kit (Bioline, kat.c. BIO-52077)
o Hard-Shell® PCR Plates (Bio-Rad, kat.c. HSL9601)
o PrimeScript™ Ist strand cDNA Synthesis Kit (TaKaRa, kat.c. 6110A)

Pouzité roztoky a jejich piiprava

o 0,5 mollI" EDTA (pH 8,0): 7,306 g EDTA (kys. Ethylendiamintetraoctova), objem dH,O

(deionizovana voda) 50 ml, filtrace filtrem MiliPore (0,22 um), sterilizace v autoklavu
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o 3 mol.I" octan sodny (pH 5,2): 12,306 g CH;COONa (octan sodny), objem dH,O (deionizovana
voda) 50 ml, filtrace filtrem MiliPore (0,22 pm), sterilizace v autoklavu

o 5x TBE pufi: 54 g Tris base + 25,5 g H:BO; (kys. Boritd) + 4,65 g Na,EDTA, doplnit dH,O
(deionizovana voda) na 11

o 0,5x TBE pufr: 100 ml 5x TBE pufru + 900 ml dH,O (deionizovana voda)

4.3 Seznam pouZitych pristroju a zafizeni
Pouzité pristroje a zarizeni

o Ttepacka vortex MS 3 basic (IKA)

o Centrifuga stolni PRISM™ C2500-230V (Labnet)

o Vyrobnik ledu F80 C (Icematic)

o Real-Time PCR CFX98 System C-1000 Touch (Bio-Rad)

o Elektroforéza Wide Mini-Sub Cell GT, PowerPac Basic (Bio-Rad)
o Systém dokumentacni InGenius 3 (SynGene)

o Vahy analytické HR 200 EC (A&D)

o Termocyklér C1000 (Bio-Rad)

o Dry Block Heating Thermostat Bio TDB-100 (BIOSAN)

o NanoDrop One/One® UV-Vis Spektrofotometr (Thermo Scientific)
o Centrifuga Mikro 200R (Hettich)

o Centrifuga PCR Plate Spinner (VWR)

o Mikrovinna trouba MWO 602 (Whirlpool)

o Mraznicka skiinova (CANDY)

o Minicentrifuga D1008 Blue (SCI LOGEX)

o Box hlubokomrazici MDF-U3 (Panasonic)

o Pipety jednokanalové Research Plus (Eppendorf)

o Pipety jednokanalové Reference 2 (Eppendorf)

o PlantEye F400 Multispectral 3D Scanner (Phenospex)

Dalsi pomucky

o Kvétinace rozméru NN + podmisky, substrat Potgrond P, pisek, potravinova folie, Stitky,

vysevni kolik se znackou hloubky vysevu, odmeérka substratu, pravitko

14



4.4 Pouzité experimentilni a vyhodnocovaci metody

V ramci praktické Casti bakalaiské prace byly provedeny 2 typy pokust. Nejprve byla ovéiena
citlivost navrzenych primer oligonukleotidi na zménu vodniho potencidlu u rostlin pSenice. Pro tuto
cast pokusu byly pouzity rostliny pSenice vyjmuté z polniho porostu pokusnych ploch PiF UP
v Olomouci — Holici. Dals$i faze zahrnovala zaloZeni experimentu ve skleniku, vypéstovani biologického
materialu za definovanych podminek a nasledny odbér materialu pro nasledujici hodnoceni citlivosti
primerti na nedostatek pidni vlahy v kontrolovanych podminkach. Jeji soucasti byla izolace RNA,
precisténi, syntéza cDNA (komplementarni DNA) a naslednd qPCR (kvantitativni polymerazova

fetézova reakce) slouzici ke studiu exprese vybranych geni.

4.4.1 Test citlivosti primert na vadnoucich rostlinach

Pro tento typ pokusu byly pouzity rostliny pSenice vyjmuté z polniho porostu pokusnych ploch
PiF UP v Olomouci — Holici. Témto rostlinam byla odstfiZzena kotfenova ¢ast a rostliny byly ponechany
vadnout po stanoveny cas (0, 15, 30, 60, 120, 240 minut) pfi laboratorni teploté (20°C, r. h. cca 55 %).
Pro kazdy ¢asovy interval byl pfipraven jeden vzorek, ktery slouzil pro naslednou izolaci RNA. VSechny
vzorky obsahovaly 5 rostlin pSenice, kdy z kazdé rostliny byla odsttizena vrchni ¢ast, tedy Ctvrty pravy
list + vzrostly vrchol. Jednalo se tak o smésné vzorky. Po uplynuti stanoveného ¢asového intervalu byl
vzorek 5 listi zabalen do popsané alobalové lodicky a zamrazen v tekutém dusiku. Vzorky byly

nasledné preneseny do mrazaku a uschovany az do doby izolace RNA ze vzork.

4.4.1.1 [Izolace RNA

Odebrané vzorky byly v tfeci misce rozdrceny na jemnou kasi za stalého pfidavani tekutého
dusiku, aby u vzorkid a pomicek byly zajistovany nizké teploty a nedochazelo k degradaci nukleové
kyseliny. Vzorky v praSkové konzistenci se uchovavaly v mikrozkumavkach v mrazaku v -20 °C.
Z homogenizovanych vzorki byla vyizolovana RNA pomoci komer¢niho kitu Isolate Il RNA Plant Kit.
Mikrozkumavky s homogenizovanymi praskovymi vzorky byly pfeneseny do digestofe, a jesté pred
rozmrznutim bylo ke kazdému vzorku pridano 350 ul lyzac¢niho pufru (Lysis Buffer, RLY) a 3,5 ul
2-mercaptoethanolu. Vzorky byly dikladné promichany na vortexu, poté stoCeny v centrifuze nastavené
na 24 °C a 13000 rpm po dobu 5 minut. Poté byl supernatant piepipetovan na filtr fialovych kolon se
sbérnymi zkumavkami a znova prob¢hla centrifugace po dobu 2 minut pii stejném nastaveni centrifugy
jako v pfedchozim kroku. Po probéhnuti centrifugace byly fialové kolony vyhozeny do odpadu
a prefiltrovany obsah v mikrozkumavce byl bez sedimentu piepipetovan do novych mikrozkumavek
oobjemu 1,5 ml. K prefiltrovanému objemu bylo piidano 350 pul 70% ethanolu a cely obsah

mikrozkumavky byl promichén pomoci propipetovani roztoku. Promichany obsah byl pfepipetovan na
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filtr modrych kolon se sbémymi zkumavkami. Nasledovala dalsi centrifugace pfi stejném nastaveni
po dobu 1,5 minuty. Piefiltrovany obsah ve sbérné zkumavce byl vylit do odpadu, sbérnd zkumavka
byla zlikvidovana a modra kolona s navazanou RNA byla pienesena na nové sbérné zkumavky. Na filtr
modrych kolon bylo napipetovano 350 pul membranového odsolovaciho pufru (Membrane Desalting
Buffer, MEM) a nasledovala centrifugace pii neménném nastaveni po dobu 2 minut. Po centrifugaci byl
obsah ve sbémé zkumavce vylit do odpadu. Kolony s navdzanou RNA a sbérmymi zkumavkami byly

preneseny na led.

Pro dalsi praci byla na ledu pfipravena DNasel reak¢ni smés (Tabulka 1). Na stied filtru
modrych kolon bylo napipetovano 100 ul reakéniho mixu a mikrozkumavky se vzorky a reakénim
mixem byly inkubovany po dobu 15 minut pii pokojové teploté. Po uplynuti ¢asového useku bylo
na modrou kolonu napipetovano 200 pl promyvaciho pufru RW1 (Wash Buffer RWI1)
a mikrozkumavky s kolonami byly zcentrifugovana po dobu 1 minuty. Po centrifugaci byly modré
kolony pfeneseny na nové sbémé mikrozkumavky a bylo pfidano 600 pl promyvaciho pufru RW2
(Wash Buffer RW2) na filtr modrych kolon a znova probéhla centrifugace po dobu 1 minuty. Obsah ze
sbérnych zkumavek byl vylit do odpadu a modré kolony byly nasazeny opét na stejné sbérné zkumavky.
Poté byly membrany modrych kolon jesté¢ dvakrat promyty piidanim 250 pl promyvaciho pufru RW2
(Wash Buffer RW2), kdy po prvnim pfidani promyvaciho pufru nasledovala centrifuga kolon po dobu
1 minuty a po druhém pfidani promyvaciho pufru byly modré kolony centrifugovany 2 minuty. Vzdy
po centrifuze byl obsah sbérné zkumavky vylit do odpadu. Po druhém piidani pufru RW2 a centrifuze
byly modré kolony pieneseny na nové 1,5ml mikrozkumavky. Nasledoval proces eluce RNA z kolony
pomoci pfidani 40 pl RNase-free vody na kolonu. Vzorky byly inkubovany po dobu 5 minut pii
pokojové teploté a poté zcentrifugovany po dobu 1 minuty. Nasledné byly filtry kolon prolity jesté
jednou stejnym obsahem, ktery prosel béhem centrifugace do sbérmé zkumavky, inkubovany 5 minut
pii pokojové teploté a centrifugovany po dobu 1 minuty. Celkové bylo ziskano 40 ul celkové RNA

z kazdého vzorku.

Tabulka 1: Slozeni DNase I reak¢ni smési (DNase I Reaction mixture) a objemy jednotlivych slozek

pro 1 vzorek

1 vzorek
Reakéni pufr pro DNasu I (Reaction Buffer for DNase I, RDN) 90 ul
RNase-free DNase I 10 pl
Celkem reakéni smési 100 pl
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4.4.1.2  Precisténi vyizolované RNA

Po izolaci RNA bylo provedeno jeji precisténi. Prace s mikrozkumavkami se vzorky probihala
na ledu. V prvni fazi precisténi byla na ledu ptipravena reakcni smes (Tabulka 2). Z reakéni smési bylo
napipetovano 10 ul do kazdého vzorku. Vzorky byly promichany a sto¢eny v minicentrifuze. Takto
pripravené vzorky byly vlozeny do termostatu nastaveného na 37 °C na dobu 1 hodiny. Po uplynuti ¢asu
byly vzorky pfeneseny na led a byly ke vzorki piidany 2 pl 0,5 mol.I"' roztoku EDTA (roztok kyseliny
ethylendiamintetraoctové). Poté byly vzorky vloZeny do termostatu na 2 minuty, kdy termocyklér byl
v tomto kroku predehiaty na 80°C. Po vyndani vzorkli z termostatu byly okamzité pfeneseny na led
a bylo k nim napipetovano 48 ul nuclease-free vody. Déle bylo ke v§em vzorkiim pfipipetovano 10 ul
3 mol.I"! octanu sodného, 250 pl vychlazeného 96% ethanolu a 2 ul glykogenu. Nésledné byly vzorky
promichany a stoceny v minicentrifuze. Dalsi prace se vzorky probiha nasledujici den, kdy jsou vzorky

pres noc ulozeny v -80°C.

Tabulka 2: Slozeni reakéni smési pro piecisténi RNA a objemy jednotlivych slozek pro 1 vzorek

1 vzorek
10x DNase I Buffer 4 ul
Recombinant DNase 1 4l
Recombinant Ribonuclease Inhibitor 0,5 ul
Nuclease-free water L5
Celkem reakéni smési 10 ul

Druhé faze precisténi RNA zacala centrifugaci vzorkli ve vychlazené centrifuze na 4 °C
a nastavené na 13000 rpm po dobu 30 minut. Pied tim, nez jsou vzorky dany do centrifugy, je potieba
je nechat pomalu roztat na ledu a do centrifugy je dat az maji tekutou konzistenci. Po prob&hnuté
centrifugaci byl supernatant z mikrozkumavky vylit do odpadu a ke vzorku ulpéném na stén¢
mikrozkumavky bylo pfiddno 500 pl vychlazeného 70% ethanolu a vzorky byly dany zpét do
vychlazené centrifugy na 5 minut. Poté byl supernatant op¢€t vylit do odpadu, ke vzorkiim bylo ptidano
500 pl vychlazeného 96% ethanolu a opét byly dany do vychlazené centrifugy na 5 minut. Po vyliti
supernatantu do odpadu byly “prazdné mikrozkumavky* stoceny v centrifuze po dobu 2 minut. Po
centrifugaci byl zbytek supernatantu odebran pomoci pipety tak, aby nedoslo k naruseni peletu, anebo

byla mikrozkumavka na maly moment pfevracena dnem vzhiru, aby odtekl piebytecny supernatant.
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Poté byly nechany oteviené mikrozkumavky v horizontalni poloze na dobu zhruba 5 minut, aby doslo
k uplnému vyschnuti ethanolu, ktery ulpél na st€énach mikrozkumavky. Mikrozkumavky byly peclivé
hlidany, aby nedoslo k pteschnuti vzorkt. Nasledné byl pelet rozpustén v 15 ul RNase-free vode, kdy
tento objem byl pipetou poustén po sténach mikrozkumavky, aby se ze stén smylo veskeré mnozstvi
vzorku. Vzorky byly nasledné stoceny v minicentrifuze a dany ihned na led. Pomoci UV-Vis

spektrofotometru NanoDrop byla zmétena koncentrace vzorkli vyizolované RNA.

4.4.1.3  Syntéza cDNA

Syntéza cDNA probéhla pomoci kitu PrimeScript™ 1st strand cDNA Synthesis Kit. Pii syntéze
cDNA probiha prace na ledu. Nejprve byl vypocitan objem RNA, ktery je pouzit pro syntézu cDNA,
tak, aby do jedné reakce byl dan 1 ug RNA, a objem RNase-free vody byl dopocitan tak, aby celkovy
objem roztoku RNA a RNase-free vody ¢inil 8 pl. Napocitany objem RNA a RNase-free vody byl
napipetovan do 0,2ml mikrozkumavky a dale byla pfipravena reakéni smés €. 1 (MIX 1). Piiprava
reakéni smési €. 1 viz Tabulka 3. Ke kazdému vzorku RNA byly pak ptidany 2 pl MIXu 1. Celkovy
objem jedné reakce je 10 pl. Pfipravené vzorky v mikrozkumavkach byly proklepany a stoceny a ihned
preneseny do piedehiatého termocykléru — vicko predehiaté na 105 °C, deska ptredehtata na 65 °C. Po
uplynuti 5 minut byl program (Tabulka 4) pozastaven, mikrozkumavky se vzorky byly pfendany
z termocykléru na led. Do kazdého vzorku bylo pfidano 10 pl reakéni smési ¢. 2 (Tabulka 5).
Promichané vzorky byly pfendany zpét do termocykléru a program pokracuje dalSich 75 minut. Po
uplynuti této doby je program pozastaven a ke vzorkim pfidano 0,5 pl RNasyH. Vzorky byly poté
vraceny do termocykléru a program spustén na dalSich 15 minut. Po skonceni programu byla nové
nasyntetizovana cDNA piendana do mrazdku do -20 °C. Vysledkem syntézy komplementarni DNA

z vyizolované RNA vzorki je 20 ul cDNA.

Tabulka 3: Slozeni reakéni smési €. 1 pro syntézu cDNA a objemy jednotlivych slozek pro 1 vzorek

1 vzorek
10mmol.I"! dNTP (deoxyribonukleosid trifosfat) 1wl
50pmoll! Oligo dT Primer (Oligo deoxyThimine Primer) 1wl
Celkem reaké¢ni smési 2ul
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Tabulka 4: Casovy a teplotni harmonogram programu spusténého v termocycléru pro syntézu cDNA

W

Cas Smin 60min 15min 15 min

Teplota desky 65°C 42 °C 70 °C 37°C 4°C

Tabulka S: Slozeni reakéni smési €. 2 pro syntézu cDNA a objemy jednotlivych slozek pro 1 vzorek

1 vzorek
RNase-free voda 4,5 ul
5x PrimeScript Buffer 4 ul
RNase Inhibitor 0,5l
PrimeScript Reverse Transcriptase 1 ul
Celkem reak¢ni smési 10 ul

4.4.1.4  PouZité primery a ucinnost primerii

Primery, které byly pii praci pouzity, byly navrZzeny a objednany vedoucim prace.
V experimentalni ¢asti této bakalaiské prace se pracovalo s primery gent, které souviseji s reakcemi na
oxidativni stres u rostlin. Jednalo se hlavn€ o geny kodujici antioxida¢ni enzymy chranici bunky pied
toxickymi reaktivnimi formami kysliku (CAT, APX) a dale o geny kodujici enzymy, které se tiCastni
biosyntézy prolinu (P5CS, P5CR). Pti praci byl pouzivan primer pro referencni (housekeeping) gen
CJ705892 (v textu dale pouze CJ). Sekvence pouzivanych primerd jsou uvedeny nize v tabulce 8

(tabulka je doplnéna o informace ohledn¢ uc¢innosti primerti — popis viz nize).

Optimalizace primert je dalezitym krokem pfed samotnou expresi genll. Pii optimalizaci se
zjist'uje efektivita a specifita primeri a voli se vhodné fedéni cDNA pro dal$i praci. Vypocitana ti¢innost
primert u vSech studovanych genti by se méla idedlné pohybovat v rozmezi od 95 % do az 105 %. Prace
s primery i vzorky cDNA probiha na ledu. Pii optimalizaci primert se zkousi nékolik typti fedéni cDNA,
kdy pro kazdy typ fedéni se ptipravi natedéna cDNA. Dale je potieba pfipravit reakéni smés pro kazdy
par primert zajmovych gent (Tabulka 6). Pred pfipravou reakénich smési a nafedénim cDNA je potieba
reagencie promichat a stoCit na stolni minicentrifuze. Na 96ti jamkovou desticku bylo do jedné jamky
napipetovano 16 pl reakéni smési a 4 pl naredéné cDNA dle pfedem pfipraveného schématu. Kazdy
vzorek byl na desku napipetovan v triplikatu pro zamezeni chybovosti, kdy odchylka mezi jednotlivymi

C; hodnotami v triplikatu by neméla byt vyssi nez 0,5. Pro kazdy typ primert je nutné mit negativni
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kontrolu, kdy do jamky misto nafedéné cDNA byly napipetovany 4 ul nuclease-free vody. Desticka
byla prelepena folii a umisténa do termocycléru pro kvantitativni PCR s programem pro optimalizaci

primer( a studium exprese studovanych genti (Tabulka 7).

Tabulka 6: Slozeni reak¢ni smési pro kvantitativni PCR a objemy jednotlivych slozek pro 1 vzorek

1 vzorek
SYBR Green 10 pl
Forward primer 0,8 ul
Reverse primer 0,8 wl
Nuclease-free voda 4,4 ul
Celkem reakéni smési 16 ul

Tabulka 7: Casovy a teplotni harmonogram programu spusténého v termocycleru pro optimalizaci

primert a expresi studovanych gend

Teplota Cas
95 °C 120's
95 °C 5s
} 45 cykli
59,2 °C 20's
75°C 10s
95 °C 25

Po dokonceni programu byly vysledky vyhodnoceny a zprostiedkovany softwarem Bio-Rad
CFX Maestro Software. V programu Microsoft Office Excel byla vypocitdna u¢innost primerd.
Ucinnost primert byla vypo¢itdna zrovnice smérnice linearni fedici fady a u naich primert se
pohybovala v rozmezi zhruba 0,9 az 1,5 (Tabulka 8). Redéni templatu (cDNA) bylo 1:6, 1:12, 1:24
a 1:48.
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Tabulka 8: Sekvence a ucinnost primerd studovanych genti

Primer Sekvence 5¢ — 3¢ Utinnost

F: AACCACCGCATTTGCTGAAG
CJ705892 1,40
R: GACAGGGTGCCACCAACTAT

F: CACCTGGTGGAGAAGATCGC
CAT 0,92
R: TCACCTCGAAGAAGCCCTTG

F: CAAGGCTCTGACCACCTCAG
APX 1,27
R: CATCTTCCCAGGGTGTGACC

F: GATTCTCCGATGGTGCTCGT
P5CS 1,35
R: TTCAACACCCACAGGTCCAC

F: TAAATGCCGTTGTTGCTGCC
P5CR 1,44
R: AGCAAAACTAACAATGGCTACCAG

4.4.1.5  Exprese genit pomoci kvantitativni PCR

Kvantitativni PCR metoda (real-time qPCR) byla pouzita pro naslednou praci se vzorky cDNA
a byly pfi ni vyuzity pary primera genti CJ, CAT, APX, P5CS a P5CR. Vsechna prace se vzorky
a primery probihala na ledu. Po procesu optimalizace primerti bylo zvoleno jedno fedéni, které se
ukazalo jako nejoptimalnéjsi pro vSechny studované geny. Kvantitativni PCR probihala obdobné jako
pii optimalizaci primerti, pouze s tim rozdilem, Zze vzorky cDNA byly natedény vSechny stejné podle
optimalniho fedéni (1:10). Do 96ti jamkové desticky bylo napipetovano do jedné jamky 16 pl reakéni
smési (Tabulka 6) a 4 ul natedéné cDNA nebo nuclease-free vody jako negativni kontrola. Kazdy vzorek
byl na desticku napipetovan v triplikatu podle pfedem pfipraveného schématu. Piipravena desticka byla
vlozena do termocycleru, kde byl nastaven stejny program jako u optimalizace primert (Tabulka 7). Po
ukonceni programu byly pomoci softwaru Bio-Rad CFX Maestro Software vyhodnoceny vysledky.
Vyhodnoceni a analyza dat probéhla na zakladé¢ amplifika¢ni kiivky. Pro vysledné hodnoceni byla
vyuzita relativni kvantifikace. Relativni exprese daného genu byla vypocitana jako geometricky primér
ze tfi technickych replikati vztazenych ke kontrolnimu vzorku (nestresovana kontrola = vzorky

80A-E3), jehoz exprese byla ad hoc definovana jako 1,0.
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4.4.2 ZaloZeni experimentu ve skleniku a optimalizace testu na stres nedostatkem pudni

vlahy pro parametr vySka porostu

Nejprve byly pfipraveny tii rizné smési substratli pro optimalizaci testu na stres z nedostatku
pudni vlahy. Typy smési substrati se od sebe liSily pomérem raselinového substratu (Klassman
Potgrond P) a pisku, kdy smés €. 1 obsahovala substrat a pisek v poméru 1:1. smés €. 2 v poméru 2:1
asmes ¢. 3 vpomeéru 3:1 (Tabulka 9). Kvétinace byly dle typu smési plnény danou smési substratu
a pisku podle vahy. Jednotlivé hmotnosti smési substratl, které se vazily do kvétinacli na vysev, jsou
zaznamenany nize v tabulce 9. Pro kazdy typ smési substratu bylo ptipraveno 10 kvétinact s prislusnym

oznacenim.

Tabulka 9: SloZzeni smési substrati, poméry jednotlivych slozek smési a vaha smési do kvétinace

Smés €. Pomeér substrat : pisek Hmotnost smési do 1 kvétinace
1 1:1 1120 g
2 2:1 900 g
3 3:1 760 g

Do kazdého kvétinace, bez ohledu na typ smési, bylo vyseto 25 semen. K vysevu byl pouzit
vysévaci kolik se znackou hloubky vysevu a pinzeta, diky které byla semena pSenice zasunuty az na dno
jamky od vysévaciho koliku. Nakonec byly jamky se seminky lehce zasypany smési. Takto pfipravené
kvétinace byly zality do plné padni kapacity. Kvétinace staly 90 minut na tacu s vodou a poté byly

preneseny do fytotronu.

Smyslem testu se tfemi riznymi smésmi substratli byl pozadavek na dosdhnuti optimalniho
nastaveni délky experimentu tak, aby stresu bylo dosazeno po vyvoji prvniho pravého listu a optimalné
ne déle nez za 14-21 dni po vysevu pSenice. Stres na rostlin€ byl zptisobeny nedostatkem ptidni vlahy.
Vysev byl proveden do 100 % RWC (relativni obsah vody). Poté se vzdy pét replikatti od kazdého typu
smési zalévalo na 80 % RWC (optimalni zalévani pro nestresovany vyvoj rostliny) a zbylych pét

replikatl se zalévalo na 60 % RWC (vyvolani stresu nizkou mirou zalivky).

4.4.2.1  Skenovdni nadzemnich Casti rostlin pomoci skeneru PlantEye F400 vy$ky porostu

Pro méfeni vysky porostu — vyrostlych rostlin v kvétinacich jsme vyuzili 3D laserovy skener
PlantEye F400 od spolecnosti Phenospex. Phenospex PlantEye je prvni laserovy skener, ktery byl
specialné navrzen a vyroben pro aplikace screeningu rostlin. Skener mé standardni sadu 4 vlnovych

délek v RGB a v NIR oblasti (blizk4 infracervena oblast). RGB snimek je slozeny z oblasti, které¢ spadaji
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do rozsahu téchto vinovych délek: red (Cervend) 624 — 634 nm, green (zelend) 530 — 555 nm, blue
(modra) 465 — 485 nm. Oblast NIR vyuziva spektrum 720 — 750 nm a vice. Vlnové délky RGB a NIR
digitalni vegetacni index (Normalized Digital Vegetation Index, NDVI). Model NDVI se vypocita jako
pomér NIR a Red oblasti z PlantEye skeneru (Obrazek 5). Pomoci PlantEye skeneru je mozné
automaticky vypocitat Sirokou Skalu morfologickych parametrd, jako jsou: vyska rostliny, 3D plocha
listu, projektovana plocha listu, digitalni biomasa, sklon listu, index listové plochy, hloubka pronikéani
svétla. Pti hodnoceni miry stresu pomoci PlantEye skeneru v rdmeci nasi bakalarské prace jsme vyuzili
dva morfologické parametry, které¢ PlantEye skener nabizi a pocitad. Jedna se o parametr maximalni
vySky rostliny/porostu a parametr digitalni biomasy. Parametr maximalni vysky (Height Max) je
vyvinut pro detekci absolutné nejvyssiho bodu rostliny a jeji jednotkou je milimetr [mm]. Parametr
hodnotici digitalni biomasu (Digital Biomass) vyuziva jednotku milimetr ¢tvereéni [mm?] a vypogita se

jako soucin vysky a 3D plochy listi rostliny.

80 % RWC 60 % RWC

Obrizek 5: Celni pohled na 3D sken rostlin pSenice vypéstované v kontrolnich podminkach (80 %

RWC) a ve stresu nedostatkem ptidni vlahy (60 % RWC).

4.4.3 Odbér vzorkii vypéstované psSenice v kontrolovanych podminkach pii nedostatku

pudni vlahy

Po deseti dnech od vysevu se kvétinace s pSenici, u kterych jsme navozovali stresovy stav, jsme
prestali zalévat, zatimco kontrolni kvétindce byly udrzovany na hladin¢ zalivky 80 % RWC. Pied
samotnym odbérem vzorku se vzdy kveétindc s vyrlstajici pSenici naskenoval pomoci PlantEye skeneru,
nasledovalo odebrani jedné celé rostlinky pSenice z kvétinace s ptivodné 25 rostlinami, poté se kvétinac

zvazil a kvétinace s 80% zalivkou jsme zalili vodou na definovanou vahu (Tabulka 10).
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Tabulka 10: Souhrnna tabulka znazoriujici vahu, na kterou se kontrolni vzorky pSenice (80% RWC)

zalévaly vodou

Smés ¢&. Pomér substrat : pisek Zalévani na vahu
1 1:1 1496,8 g
2 2:1 12192 g
3 3:1 865,8 g

Pii odbéru vzorkt prace probihala v rukavicich, aby nedoslo ke kontaminaci vzorku. Odbér
vzorkl zacal 11. den od vysevu a probihal kazdych 24 hodin po dobu nasledujicich ¢tyt dnt. Zalévani
kontrolnich kvétinact zacalo uz 10. den od vysevu a probihalo po dobu péti dnt. Pti odbéru vzorki se
vzdy po naskenovani kvetinaca s vyrustajici pSenici PlantEye skenerem z kazdého kvétinace odfizla
jedna cela rostlinka (vzorek). Rez byl veden cca 1 cm nad substratem. Vzorek byl zabalen do popsané
alobalové lodicky ptislusnym oznacenim a ihned ponoien do tekutého dusiku. Vzorky z jednoho dne po

skonceni odbéru byly preneseny do mrazaku a tam byly uschovany az do izolace RNA ze vzork.

Po ¢tvrtém dnu odbéru byly u stresované pSenice patrné znamky stresu (krouceni a stoceni listd,
pokles vysky porostu = vadnuti pSenice), a proto u téchto rostlinek prob¢hl tzv. rewatering, tedy znovu
zaliti stresovanych rostlin s cilem hodnotit rychlost regenerace. Po dobu nasledujicich deseti dnti byly
vSechny kvétinace zalévany na 100 % RWC. Tuto fazi nasledoval posledni odbér vzorka ze vSech

kvetinact a posledni skenovani pSenice.

4.4.4 Vyizolovani RNA, syntéza cDNA a nasledna analyza exprese vybranych genii pomoci

kvantitativni PCR ze vzorki pSenice

Nasledujici postup prace se vzorky je shodny jako postup prace pfi testu na uvadajici pSenici,
ktery byl popsan v kapitolach 4.4.1.1 —4.4.1.5. Pii préci byly vyuZzity primery, u kterych probéhl test na
citlivost primeri a u kterych byla stanovena jejich uc¢innost v ramci testu na uvadajicim obili (CJ, CAT,
APX, P5CS, P5CR). Pti expresi genti pomoci kvantitativni PCR byl kazdy vzorek na 96ti jamkovou

desticku napipetovan v triplikatech podle predem ptipravené¢ho schématu (Obrazek 6).
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{000000000000

Obrazek 6: Pipetovaci schéma na 96ti jamkové destiCce pii expresi gend (vzdy jedna pipetovaci

desticka pro jeden par primert)

Pozn. Kazdy vzorek je napipetovan v triplikdtu. K= znazorfiuje jamku pro napipetovani negativni

kontroly (nuclease-free voda misto nafedéné cDNA).
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5 VYSLEDKY

Cilem této bakalarské prace byla analyza exprese gentl, které jsou soucasti bunécné odpovedi
na oxidativni stres zptisobeny reaktivnimi formami kysliku, a zadroven by mohly slouzit jako markery
miry oxidativniho poskozeni u obilnin, konkrétné u pSenice (Triticum aestivum, odriida Turandot).
U rostlin péstovanych v kontrolovanych podminkach byl studovan vliv nedostatku pidni vlahy na vnéjsi

a vnitini projevy stresu.

5.1 Analyza exprese genu zapojenych do reakce na oxidativni poSkozeni na odstrizenych

rostlinach

Cilem experimentu bylo otestovat citlivost studovanych gend na silnou indukci stresovych
podminek u rostlin pSenice. Nadzemni ¢ast rostlin byla odstfizena od kotfenové Casti a ponechana
vadnout pii laboratorni teploté po definovany cas (viz Material a Metody 4.4.1). Byla hodnocena exprese
vybranych gent dle studie Dudziak a kol. (2019) na smésnych vzorcich. Kazdy vzorek obsahoval

nadzemni ¢asti péti rostlin odebranych z pole pfiblizn€ ve fenologické fazi odnozovani (BBCH 25-29).
Exprese genu Ascorbate peroxidase (APX)

Gen pro APX vykazoval nejvyssi expresi ve vzorku, ktery absolvoval 30 minut vadnuti.
Vzhledem ke kontrolnimu vzorku (0 min) byla po 15 minutadch vadnuti exprese nizsi zhruba o jednu
tietinu. V nasledujicim casovém bodé (30 min) byla exprese az dvojnasobna a tedy nejvyssi. Po 60 min
vadnuti az do konce testu (120 min, 240 min)) dochazelo ke snizovani exprese genu 4APX vzhledem ke

kontrolnimu vzorku (€as 0 min; viz Obrazek 7).

Exprese genu APX
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Obrazek 7: Exprese genu APX v nadzemni ¢asti rostlin pSenice z pole. Sloupce zndzoriuji geometricky

pramér exprese ze tii technickych opakovani, chybové useCky znazornuji standardni chybu.
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Exprese genu Catalase (CAT)

U genu CAT doslo oproti kontrole (0 min) k vyraznému nartistu exprese genu uz po 15 minutach
vadnuti rostlin a exprese dale vice neZ trojnasobn¢ stoupla v pripad¢ vzorki, které vadnuly po dobu
vzhledem ke kontrolnimu vzorku vSak byla stale niz$i. Ve vzorku po 240 minutach vadnuti byl opét

pozorovan témét dvojnasobny narist oproti kontrolnimu vzorku (viz Obrazek 8).

Exprese genu CAT
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Obrazek 8: Exprese genu CAT v nadzemni ¢asti rostlin pSenice z pole. Sloupce znazoriiuji geometricky

pramér exprese ze tii technickych opakovani, chybové useCky znazornuji standardni chybu.

Exprese genu Pyrroline-5-carboxylate reductase (P5CR)

Exprese genu P5CR po prvnich 15 minutach byla az o polovinu nizs§i v porovnani s kontrolou
(0 min). Nad uroven exprese kontroly se exprese genu zvedla po 60 minutach. Po 120 minutach exprese
P5CR klesla znova pod hladinu genové exprese kontroly. V poslednim sledovaném casovém bodé

(240 min) stoupla exprese vice nez tfikrat vzhledem ke kontrole (viz Obrazek 9).

Exprese genu P5CR
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Obrazek 9: Exprese genu P5CR v nadzemni ¢asti rostlin pSenice z pole. Sloupce zndzoriuji geometricky

pramér exprese ze tii technickych opakovani, chybové useCky znazornuji standardni chybu.
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Exprese genu Pyrroline-5-carboxylate synthase (P5CS)

V piipadé genu P5CS klesla exprese genu u vzorkt s ¢asem vadnuti 15, 30, 60 a 120 minut
vzhledem ke kontrole (0 min). Tyto exprese byly az o polovinu niz§i nez v piipadé kontroly. Naopak
v ¢ase vadnuti 240 minut vyrazné stoupla exprese genu, a to az na Ctyinasobek exprese kontrolniho

vzorku (viz Obrazek 10).

Exprese genu P5CS
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Obrazek 10: Exprese genu P5CS v nadzemni ¢asti rostlin pSenice z pole. Sloupce znazoriuji geometricky

pramér exprese ze tii technickych opakovani, chybové useCky znazornuji standardni chybu.

5.2 Optimalizace in vivo testu na stres pSenice nedostatkem ptadni vlahy pomoci 3D laserového

skeneru

Vzhledem k typu stresu v umélych podminkach (nadobovy pokus v ristové komote), nebylo
pred zaCatkem jasné, jaky je vhodny pomér substratu a pisku v nadobach, tak aby v danych podminkach
stres nastupoval dostatecné rychle, zaroven vSak aby neovlivnil rostliny pied vyvoje prvniho pravého
listu. Experiment byl zaloZen se tfemi typy smési substratl (1 — 3), se dvéma typy zalivky (80 % RWC,
60 % RWC) a vzdy v péti opakovanich (A — E). Mira stresu byla hodnocena méfenim morfologickych
parametrd nadzemnich ¢asti rostlin, hodnocenych pomoci 3D laserového skenovani (PlantEye F400
skener). Stanoveni relativniho obsahu vody v pidé (RWC) bylo provedeno pomoci vazeni kvétinact pti
znamé hmotnosti suSiny i pln€ nasyceného vzorku kazdé smési. Méteni (skenovani a vazeni kvétinact
s rostlinkami) zacalo desaty den od vysevu pii plném rozvoji délozniho listu. Pfed samotnym odbérem
vzorkli byly kvétinace s vypéstovanou pSenici zvazen a vyvoj hmotnosti kvétinacl v prubéhu
experimentu je zaznamenam v tabulce 11 niZze. Po vyvoji prvniho pravého listu bylo zastaveno zalévani
rostlin péstovanych pii 60 % RWC. U téchto vzorkli s mizeme vidét snizovani hmotnosti substratu
v priabéhu méficich dnti v disledku nezalévani danych rostlin. U vzorkt, kde dochazelo k zalévani dle

vahy (vzorky s 80 % RWC), se hmotnosti kvétinaca nijak vyrazn€ neméni v pribéhu meéteni.
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Tabulka 11: Souhrnna tabulka zaznamenanych hodnot vazeni kvétinaca s rostouci psenici vzdy pied
odbérem vzorku (vysvétleni ID — ¢islo 80 a 60 odpovida mitfe zalivky, pismeno udava biologické

opakovani, ¢islo 1 — 3 znamena typ smési substratu)

Hmotnost kvétinace [g] Hmotnost kvétinace [g]
ID ID

31.01. 01.02.  02.02. 03.02. 04.02. 31.01.  01.02. 02.02. 03.02.  04.02.
80A1 11650 13200 12480 1277,5 12150 60A1 1091,5 1221,5 11125 1029,5 9950
80B1 12135 13035 12565 12740 1264,0 60B1 1073,0 11680 1047,0 1002,0 979,0
80C1 12335 1301,0 1281,5 12550 12655 60C1 10730 1191,5 10750 10145 9875
80D1 1221,0 12840 1262,0 1280,5 12310 60D1 1072,5 1197,0 10885 1022,0 994,0
80E1 12530 13120 12765 12720 12455 60E1 1190,0 12160 11150 1034,0 998,0
80A2 9770 1122,0 1081,5 10640 1056,5 60A2  860,0 964,5 868,5 787,5 751,0
80B2 1003,0 11370 1101,5 10855 10585 60B2 849,0 960,0 857,0 784,5 746,5
80C2 10265 1121,5 1052,0 1073,0 10045 60C2 8565 965,0 856,5 779,0 746,0
80D2 9590 1121,0  1057,5 1062,0 10370 60D2  884,0 936,0 816,0 764,5 737,5
80E2  972,0 1127,0 1087,5 1082,0 10430 60E2 901,5 943,5 817,0 768,0 740,0
80A3 710,5 767,5 753,5 748,0 720,5 60A3 714,5 637,0 593,0 572,0 555.5
80B3 7310 760,5 749,5 746,0 697,0 60B3 696,5 648,5 601,0 574,0 558,5
80C3  682,0 849,5 735,5 737,5 726,0 60C3 699,0 680,0 615,0 586,0 567,0
80D3 7265 775,0 741,5 757,5 735,5 60D3 722,0 670,5 612,0 583,5 564,0
80E3 7670 788,0 744,5 748,5 722,5 60E3 675,0 653,0 603,5 577,0 561,0

Pfi hodnoceni miry stresu pomoci PlantEye skeneru od spolecnosti Phenospex jsem v ramci
moji bakalatské prace vyuzila dva morfologické parametry, které PlantEye skener nabizi a pocita. Jedna
se o parametr maximalni vysky rostliny/porostu a parametr digitalni biomasy. Obrazky 11 a 12
znazornuji zavislost parametru maximalni vysky a digitalni biomasy na jednotlivych dnech méfeni.
V grafech lze vidét stoupajici €i klesajici tendenci parametrti v souvislosti s mirou zalivky a délkou
experimentu. Pro oba grafy byly vypocitany mediany hodnot, které byly ziskany od vzorkl zasetych do

smesi ¢. 3 (tfi dily substratu : jeden dil pisku). V grafech je zndzornéna ¢asova osa méfeni parametrli
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skrze PlantEye skener. Samotny odbér vzorkii, véazeni a definované =zalévani kontrolnich

(nestresovanych) rostlin psenice zacalo az od 31.1.2022.

Maximalni detekovana vyska porostu (Height Max)
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Obrazek 11: Graf zavislosti maximalni vysky porostu na stresované (RWC 60) a nestresované (RWC
80) pSenici Triticum aestivum v souvislosti s ¢asovou osou experimentu. Body zndzoriuji primérnou
hodnotu parametru ve tfech biologickych opakovanich, chybové tsecky pak hodnotu standardni chyby.

Sipka ozna¢uje DEN 1, prvni den odbéru materialu k hodnoceni exprese ROS genii.

Digitalni biomasa porostu (Digital Biomass)
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Obrazek 12: Graf zavislosti obsahu digitalni biomasy na stresované (RWC 60) a nestresované (RWC
80) psenici Triticum aestivum v souvislosti s ¢asovou osou experimentu. Body znézormuji primérnou
hodnotu parametru ve tfech biologickych opakovanich, chybové tisecky pak hodnotu standardni chyby.

Sipka ozna¢uje DEN 1, prvni den odbéru materialu k hodnoceni exprese ROS geni.
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Prib¢h zménu fenotypu rostlin je mozné rovnéz pozorovat pouhym okem, byt tyto zmény neni
mozné snadno kvantifikovat. [lustracni obrazky (Obrazek 13 — 16) ukazuji viditelny stav rostlin, hlavné
jejich list, v pribéhu experimentu. Hlavnimi viditelnymi znaky ptisobeni sucha je vadnuti rostliny.
Vadnuti se v ptipadé naseho experimentu projevovalo hlavng stocenim listli a naslednym poklesem az
zvadnutim celé rostliny. Méteni vysky pomoci 3D skeneru ukazalo nejprve zastaveni rustu, jakozto
nejranngjs$i projev vazného stresu a nasledné pokles vysky zpilisobeny ztratou turgorového tlaku
v listech. Tento je pak viditelny pouhym okem. U kvétinaci s vysazenou pSenici do smési €. 3 se vyrazné
projevy vadnuti objevuji uz po tfech dnech stresovani suchem (Obrazek 13), tedy nezalévanim kvétinace
a zpusobenim tak nedostatku pudni vldhy. U stresovanych vzorkli ve smésich €. 1 a 2 ve stejném Case
nejsou projevy nedostatku pldni vlahy skoro viibec viditelné, 1ze porovnat pouze jejich nizsi vysku
porostu oproti nestresovanym, kontrolnim vzorklim pSenice (Obrazek 14). StoCeni a pokles listl je
u nich viditelny az o pfiblizn¢ dva dny pozdéji (Obrazek 15). Proto pro naslednou izolaci RNA byly
pouzity vzorky pSenice ze smési €. 3. V pripad¢€ nestresované, kontrolni, zalévané pSenice na 80 % RWC
pozorujeme pouze rist stonkl a prodluzovanti listii. Po ¢tvrtém dnu vyvijeni stresu nedostatecnou mirou
zalivky, a tedy nedostatkem ptidni vlahy podstoupily vzorky se stresovanou pSenici tzv. rewatering a po
dobu nasledujicich 10ti dnd byla zalivka v kvétinac¢ich udrZzovana v optimalnich podminkach a pSenice
byla zalévana na 100 % RWC. Poté prob¢hl posledni odbér biologického materialu. Vsechny vzorky,
at’ uz stresované nebo nestresované, vypadaly na prvni pohled velice podobné. Projevy vadnuti nebyly
vizualn¢ patrné, pouze se listy nékterych rostlinek pSenice ohybaly z diivodu jejich vyssiho vzristu

a nizkého stropu ve fytotronu (Obrazek 16).
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Obrazek 13: Vizualni porovnani stresované (60A3) pSenice s viditelnymi projevy vadnuti s kontrolni

(80E3) rostlinou psenice. Smés substratu ¢. 3. Vlevo — Den 3, vpravo — Den 4.
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Obrazek 14: Vizualni porovnani stresované (60D1) pSenice bez viditelnych projevt vadnuti s kontrolni

(80B1) rostlinou psenice. Smes substratu ¢. 1. Vlevo — Den 1, vpravo — Den 3.

Obrazek 15: Vizualni porovnani stresované (60D1) pSenice s viditelnymi projevy vadnuti s kontrolni

(80B1) rostlinou psenice (Den 4). Smés substratu ¢. 1.

Obrazek 16: Vizualni porovnani stresované (60D1/A3) pSenice bez viditelnych projevit vadnuti

s kontrolni (80B1/E3) rostlinou pSenice. Vlevo — smés substratu €. 1, vpravo — smés substratu €. 3.
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Odebrané vzorky pSenice ze stresovanych a nestresovanych podminek byly vyuzity pro
vyizolovani RNA. Pro izolaci byly pouzity triplikaty vzorki péstovanych ve smési €. 3. Izolace RNA
byla provedena pomoci Isolate II RNA Plant Kitu a nasledovaly dvé kola precisténi ziskané RNA.
Cistota a koncentrace vyizolované a pie¢isténé RNA byla po kazdém kroku zméfena pomoci
spektrofotometru NanoDrop (NanoDrop One/One® UV-Vis Spektrofotometr) a integrita ziskané RNA

byla hodnocena pomoci elektroforézy v 1% agar6zovém gelu.
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5.3 Analyza exprese geni zapojenych do reakce oxidativniho poSkozeni zpiisobené

nedostatkem pudni vlahy v péstebnich kontejnerech

Analyza genové exprese prob¢hla pomoci reverzni transkripce vyizolované RNA do cDNA
a naslednou kvantitativni PCR v realném case (qQPCR). Jako referencni gen byl pouZit interni standard
CJ. Byla porovnana exprese genti u vzorklli pSenice, které byly stresované nedostatkem ptdni vlahy
(zelené vzorky v grafech nize) vzhledem ke kontrolnim nestresovanym vzorkim (modré vzorky).
Vzhledem k vysoké heterogenit¢ ziskanych vysledkti nebyly hodnoty obdrzené v jednotlivych
biologickych opakovanich sumarizovany a prezentovany formou stfedni hodnoty (primér, median),
ze stejného divodu nebylo provedeno statistické hodnoceni a v grafech jsou prezentovany pouze

geometrické primeéry z technickych opakovani a jejich standardni chyby.
Exprese genu Ascorbate peroxidase (APX)

Exprese genu APX doséhla nejvétsiho vzestupu u stresovanych vzorkli odebranych v den 2
vzhledem k jejich kontrole z téhoz dne. Exprese genu prvni den odbéru byla u stresované psenice byla
vys$si, ale vzhledem ke kontrole vzestup exprese nebyl tak markantni. V pozdnéjsich stadiich vadnuti
pSenice exprese genu APX klesla jak u stresovanych, tak i u kontrolnich vzorkt. V ptipad¢ obdobi po

rewateringu (Den 5) jsou exprese kontrolnich i stresovanych rostlin velmi podobné (viz Obrazek 17).
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Obrazek 17: Exprese genu APX na stresované (zelena) a kontrolni (modrd) rostliné péstované za
kontrolovanych podminek. Sloupce znazoriuji relativni exprese tii technickych opakovani pro kazdé
z biologickych opakovani (A, B, C) z jednotlivych dnii odbéru, chybové usecky znazoriuji standardni

chybu.
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Exprese genu Catalase (CAT)

Zmena exprese genu CAT v prubéhu prvnich odbérovych dnli neni vyrazna. Exprese genu se
pohybuje v nizsich hodnotach s lehkymi vzestupy a sestupy a v porovnani stresovanych a kontrolnich
vzorkll maji kontroly vyssi expresi genu CAT. Vykyv exprese nastal u jednoho technického triplikatu
stresované rostliny ze dne 2. Vyrazny vzestup exprese se uskutecnil v paty den, kdy exprese kontroly se
navysila az o Ctyfnasobek hodnoty expresi z predchozich dnd. V tento den je vidét vzestup exprese
iu stresovanych rostlin po rewateringu. Vzhledem ke kontrole ztéhoz dne je exprese CAT

u stresovanych rostlin zhruba polovi¢ni (viz Obrazek 18).
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Obrazek 18: Exprese genu CAT na stresované (zelena) a kontrolni (modra) rostliné péstované za
kontrolovanych podminek. Sloupce znazornuji relativni exprese tii technickych opakovani pro kazdé
z biologickych opakovani (A, B, C) z jednotlivych dnti odbéru, chybové usecky znazoriuji standardni

chybu.

Exprese genu Pyrroline-5-carboxylate reductase (P5CR)

U genu P5CR nejvétsi nartst exprese genu u stresovanych rostlin byl zaznamenan ¢tvrty den
odbéru (Den 4), vzhledem ke kontrole z téhoz dne je exprese u stresovanych vzorkt az ctytikrat vyssi.
Prvni dny vadnuti je mira exprese genu velmi nizka a podobna expresi genu u kontroly. Mensi vzestup
exprese v porovnani s kontrolou je u vzorkll ze dne 2. Po rewateringu a nasledném odbéru v den 5 jsou
miry exprese genu P5CR u kontrolnich a stresovanych vzorkl velice podobné a oproti pfedchozimu

odbéru velmi nizké (viz Obrazek 19).
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Exprese genu P5CR
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Obrazek 19: Exprese genu P5CR na stresované (zelena) a kontrolni (modrd) rostliné péstované za
kontrolovanych podminek. Sloupce znazornuji relativni exprese tii technickych opakovani pro kazdé
z biologickych opakovani (A, B, C) z jednotlivych dnti odbéru, chybové usecky znazoriuji standardni

chybu.

Exprese genu Pyrroline-5-carboxylate synthase (P5CS)

V piipadé genu P5CS je exprese genu stresovanych rostlin v prvni den odbéru nizsi nez
u kontrolnich rostlin ztéhoz dne. V nasledujicich dvou dnech mira exprese genu lehce narostla,
vzhledem ke kontrole se jevi jako niz$i nebo podobna. Nejvétsi a strmy narlst exprese genu je
zaznamenam u stresovanych vzorkil ze dne 4, genova exprese je oproti kontrole vice jak dvakrat vétsi.
V posledni den odbéru (Den 5) po rewateringu jsou exprese genu u stresovanych a kontrolnich rostlin

velice podobné, s mirny nardstem exprese v piipad¢ stresovanych vzorkt (viz Obrazek 20).
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Obrazek 20: Exprese genu P5CS na stresované (zelend) a kontrolni (modra) rostliné péstované za

kontrolovanych podminek. Sloupce zndzoriuji relativni exprese tii technickych opakovani pro kazdé

z biologickych opakovani (A, B, C) z jednotlivych dnli odbéru, chybové secky znazornuji standardni

chybu.
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6 DISKUZE

Oxidativni poSkozeni tizce souvisi s produkci reaktivnich forem kysliku (ROS), zejména
v ptipad¢ indukce stresu a signaliza¢nich drah s nim spojenych. ROS jsou diilezité v reakci na abiotické
stresy a museji byt vhodné regulovany, aby se eliminovala jejich toxicita (Castro a kol., 2021). Hlavnim
cilem praktické Casti bakalatské prace byla analyza genové exprese vybranych gent u pSenice (7riticum
aestivum), které jsou spojeny s oxidativnim poskozenim u rostlin, za ucelem detekce nastartovani
obrannych mechanismt proti ROS u rostlin stresovanych nedostatkem ptidni vldhy. Za timto ucelem
jsme vyuzili recentni prace Dudziak a kol. (2019), ktera se poprvé zabyvala expresni analyzou ROS
genl u pSenice. Tuto praci jsme si vzali jako podklad a pokusili se pfenést a modifikovat nekteré
z popsanych metod do naSich podminek. Bylo nezbytné otestovat metodu extrakce RNA, popsané
primery, navrzené ptivodné pro vyuziti ve spojeni s TagMan sondami, a pfedevsim citlivost zvolenych
genl k nedostatku pidni vlahy, jelikoz pivodni prace hodnotila jejich expresi pouze po oSetfeni

osmotikem PEG-6000.

Jednim z dulezitych zjisténi bylo, ze je mozné k izolaci RNA z naSich vzorkl pSenice vyuzit
i standardni izolacni kit, zatimco ve studii Dudziak a kol. (2019), byla RNA ziskavana pomoci izolace
Trizol reagentem. Jako zasadni se vSak ukazala nutnost optimalizace samotnych primerd, jelikoz métené
ucinnosti dosahovaly hodnot, které jsou mimo doporuceny rozsah (viz Tabulka 8 — i¢innost primera).
Vzhledem k casovym a financnim moznostem byly i tyto ne-zcela optimalni primery pouzity pro test
citlivosti ke stresu, ziskané vysledky je tedy tfeba povazovat za predbézné. Geny, které jsou propojovany
s ROS a rostlinnym stresem, byly vybrané na zaklad¢ vysledkt studie Dudziak a kol. (2019), tuto praci
jsme také pouzili jako hlavni vztazny bod diskuze. Vybrané geny (APX, CAT, P5CR, P5CS) byly
studovany pro jejich vyuziti jako markery oxidativniho poskozeni u rostlin, které bylo zpiisobeno

nedostatkem ptdni vlahy v pribéhu experimentu.

V ramci moji prace byly studovany 4 geny ve dvou riznych testech — podminkach. Prvni test se
provadél na zakladé studie Dudziak a kol. (2019) a probéhl na uvadajicim obili, kdy odstfihnuté rostliny
pSenice byly nechany vadnout po stanoveny Cas. Zatimco v citované praci byla exprese ROS gent
indukovana osmotickym stresem, nasim piedpokladem bylo zvySeni exprese genl v reakci na stres
zpusobeny vadnutim. Tato hypotéza byla potvrzena u vSech ¢tyt genli. Geny APX a CAT mély nejvetsi
expresi po 30 minutach vadnuti, zatimco geny PSCR a P5CS se nejvice exprimovaly az po 2 hodinach
vadnuti. Ve vysledcich studie Dudziak a kol. (2019) se objevil stejny trend exprese pro geny P5CR
a P5CS. Exprese gentl, které se podileji na biosyntéze prolinu (P5SCR, P5CS), méla velice podobny
charakter v ramci casového rozpéti studie i nasich vysledki. Vysledky studie ukazaly vyznamné zvysSeni
exprese obou gent v fadu prvnich par hodin stresu jako velmi rychlou reakci na vystaveni se stresu.
Toto okamzité zvySeni urovné exprese gend potvrzuje hypotézu Dudziak a kol. (2019), ze hlavnim

mechanismem biosyntézy prolind v reakci na sucho je regulace na urovni transkripce. V piipad¢
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antioxidacnich enzymi CAT a APX Dudziak a kol. dospéli k zaveéru, ze u vétSiny testovanych
substitu¢nich linii (ISCSL) pSenice (Triticum aestivum) bylo pozorovano vyznamné zvyseni exprese
CAT vz po 1 hoding stresu. Toto zvysSeni exprese u veétsSiny pouzitych linii zdstalo stabilni az po dobu
6 hodin. V nasem piipadé vyrazny vzestup exprese byl zaznamenan po 30 minutach vadnuti a poté
tendence exprese CAT byly klesajici s vyjimkou posledniho ¢asového bodu, kdy byla exprese opét vyssi
nez u kontrolniho vzorku. Pro gen APX studie charakterizovala model pro expresi genu APX jako
pocatecni zvySeni exprese nasledované snizenim. K tomuto vzoru jsme dosp€li i my v ramci
experimentalni ¢asti, ovSem ve velmi malém métitku. Zvyseni exprese 4PX bylo pouze v fadu n¢kolika
procent a je spiSe nepravdépodobné, ze by se tento trend podafilo potvrdit na vétSim statistickém
souboru. Dudziak a kol. (2019) ale dale v ¢lanku zmifuje, Ze ji pozorovany vzor exprese byl pozorovan

pouze u nékterych linii, a nelze tento trend definovat jako konstitutivni vzor exprese.

Druhy test analyzy exprese gentll se provadél za kontrolovanych podminek na pSenici rostouci
v nadobach s definovanym plidnim vodnim potencidlem (RWC). Stresovym faktorem zde byl
nedostatek ptdni vlahy. Vysledna exprese genu APX byla u stresovanych rostlin nejvyssi v pribéhu
prvnich dvou dnt stresu, a tedy jesté pred nastupem vizualnich znamek vadnuti rostlin. Studie Xu a kol.
(2011) byla zamétena na reakce antioxidacnich enzymt na stres ze sucha na druhu travy lipnice lu¢ni
(Poa pratensis). Vysledky studie Xu a kol. naznacuji, Ze na tGrovni vyssiho genového transkriptu
by APX mohlo hrat hlavni roli pfi ochran€ rostlin pfed oxida¢nim stresem vyvolanym suchem. V praci
Jiang a kol. (2010) doslo z diivodu 7denniho stresu ze sucha ke zvySeni hladiny APX ve sledovanych
genotypech smélka Stihlého (Koelaria macrantha). Mira exprese APX (jejich riznych izoforem) je
rozdilné regulovana v reakci na enviromentalni stresy i v zavislosti na jejich subcelularni lokalizaci.
Této skutecnosti se vénoval Pandey a kol. (2017) a ve své praci vymezuje roli izoforem APX s ohledem

na rizné typy abiotickych stresi.

V ptipadé genu CAT se celkové exprese u stresovanych rostlin vyrazné nezvysila ani v jeden
den odbéru pii ptisobeni stresu. K nahlému nartistu exprese doslo u stresovanych i kontrolnich rostlin
po rewateringu a deseti dnech zalévani rostlin na 100 % RWC. Dvojice genti PSCR a P5CS méla, jako
v pripad¢ studie Dudziak a kol. a v pfipad¢ testu na uvadajici psenici, velice podobny model exprese.
K nejvyssimu nariistu exprese obou genti doslo v ¢ase, kdy uz rostlina vykazovala znatelné znaky stresu
(krouceni listli, pokles vySky porostu, vadnuti rostlin). Geny CAT exprimuji antioxidacni enzym
katalazu, a pravé tuto rodinu genti komplexné zanalyzoval Raza a kol. (2021) ve své studii na fepce
(Brassica napus). Studie identifikovala 14 BnCATgenl v genomu fepky. Analyza genové exprese
ukazala, ze nékteré BnCATgeny byly vyznamné zvySeny pusobenim chladu, slanosti nebo kyseliny
abscisové, ale ne suchem. Upregulace (zvySeni odpovédi na podnét) genu CAT byla také pozorovana
u je¢mene (Hordeum vulgare) po 2 dnech sucha (Harb a kol., 2015). Vysoké hladiny exprese genu CAT
byly pozorovany i u Cleome gynandra a C. spinosa béhem dlouhodobé expozice suchu (10 dni) ve studii

Uzilday a kol. (2012). V ptipadé genu P5CS doslo ke zvySeni hladin jeho transkriptu u ryze (Oryza
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sativa) po 2 a 5 hodinach stresu suchem (Choudhary a kol., 2005). Upregulace genu P5CS byla také
pozorovana za podminek osmotického stresu vyvolaného chloridem sodnym NaCl (stres ze slanosti)
v pSenici (Tavakoli a kol., 2016). ZvySeni exprese geni P5CS a P5CR byla také nalezena

u K. macrantha za podminek stresu ve studii Jiang a kol. (2010).
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7 ZAVER

V ramci bakalafské prace byla provedena fada experimentll zkoumajici vliv stresu na expresi
¢ty genl spojovanych s reakci rostlin na oxidativni stres. Smyslem celé prace bylo ovéfit moznosti
kvantitativniho hodnoceni exprese téchto genl za i€elem méfeni miry stresu a testovani antistresovych
ucinkll pfirodnich latek a jejich derivati, které se syntetizuji na Katedie chemické biologie. Tyto
antistresové ucinky jsou dulezité zejména u kulturnich plodin. Jako hlavni zemédélskou plodinu jsme
zvolili pSenici, nejpestovanéjsi plodinu vitbec. Geny a primery pro né byly vybrany na zakladé¢ studie
Dudziak a kol. (2019), ktera se jako prvni detailné vénovala expresnim profilim ROS-responzivnich
genl u pSenice. Nasim cilem tedy bylo ovéfit prenositelnost popsané metody do nami definovanych
podminek: praci s rostlinami podstupujici realny stres nedostatkem vlahy, péstovanymi v substratu
nikoliv pouze v in vitro podminkach. Za timto ucelem byl navrzen a otestovan postup pro péstovani
rostlin s indukei vlahového stresu pomoci rGznych smési péstebniho substratu a mira stresu byla
hodnocena fenotypové pomoci méteni vysky porostu 3D skenerem. Byl zvolen nejvhodnéjsi substrat
arostliny znéj byly pouzity pro expresni analyzu. Nésledné byl navrzen a otestovan protokol pro
extrakci RNA, jeji precisténi a prepis do cDNA a pro qPCR analyzu exprese. V mé praci se podatilo
ov¢étit, Ze je mozné izolovat RNA v dostatecném mnozstvi a Cistote z rostlin pSenice pomoci komercniho
kitu, coz znacné zjednodusi budouci rutinni pouziti protokolu. RNA se takto podatilo ziskat jak z rostlin
odebranych zpole, tak zrostlin péstovanych v nadobach. V obou ptipadech se rovnéz podafilo
detekovat reakci rostlin na stres, a to jak na vnéjsi — fenotypové, tak i na vnitini, expresni roving.
Podarilo se prokazat citlivost studovanych genti na nami indukované stresové podminky, a to v riiznych
casovych horizontech. Nicméné jako nejcitlivejsi v kratkodobém testu (minuty az hodiny) se ukazal gen
CAT kodujici katalazu. Naopak v del$sim Casovém horizontu se jako nejcitlivejsi ukazal gen kodujici
APX (A4scorbate peroxidase). Oba tyto geny by se po ovéieni vysledki mohly stat hlavnimi markery
ROS stresu. Jejich exprese by pak mohla byt vyznamnym selekénim parametrem pro inicidlni vybér
latek s antioxida¢nim potencidlem. Pfed samotnym navrhem molekularné-biologického testu, vSak bude
nezbytné overtit vysledky dosazené v této praci. Zejména bude nezbytna optimalizace primert, tak aby
bylo dosazeno maximalni ucinnosti, rovn¢z by bylo vhodné provést studii na stabilitu exprese

housekeeping genu v riznych fazich stresu. Oboji bude naplni dalsi prace v tomto tématu.
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