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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-qPCR
(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 ERDIO0
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, NRPI1 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.



Uvod

Rostliny, ptisedlé organismy, jsou nuceny celit riiznym
faktoriim abiotického stresu, jako je sucho, horko, mraz ¢i
vysokd koncentrace soli. Spoleénym jmenovatelem
abiotickych stresorti je dehydratace builkky vedouci k
jejimu poskozeni (Shinozaki et al., 2003), proto v pritbéhu
evoluce doslo u rostlin k vyvoji mechanismt k obrané
proti bunétné dehydrataci. Hlavnim cilem Slechténi
zemedeélskych plodin je vytvaret takové odrudy, které
pomoci téchto mechanismii odoldvaji nepfiznivym
podminkam prostiedi a 1 za podminek abiotického stresu
jsou schopny udrzet vysokou vynosovou tiroveii. Slechténi
na odolnost vii¢i abiotickym stresorim je v souc¢asné dob¢
jednim z nosnych témat Slechténi a je rozpracovano
zejména u obilovin, jak na trovni praktického Slechténi,
tak na trovni zakladniho vyzkumu (identifikace a
vyuzivani donori suchovzdornosti, intenzivni vyuzivani
poznatkl z genetiky a genomiky — MAS, QTL, microarray
analyza, analyza transkriptomu a identifikace gent
zapojenych do reakce rostliny na stres (Fleury et al., 2010;
Schmidt, 1983; Seki et al., 2001). Ve Slechtitelskych
programech fepky byla v pfipadé selekce rostlin s vyssi
odolnosti abiotickych stresim pozornost po dlouhé obdobi
vénovana pievazné jen popisnym morfologickym a
fyziologickym parametriim, jako je rychlost vadnuti, polni
a laboratorni mrazuvzdornost, zmény na urovni obsahu
nékterych aminokyselin, chlorofylu, redukce vynosu u



rostlin vystavenym stresu (Ashraf and Mehmood, 1990;
Richards and Thurling, 1979; Shiranirad and Abbasian,
2011). V posledni dobé je vénovana pozornost i
problematice transkriptomické analyzy (He et al., 2015;
Lee et al., 2008; Xian et al., 2017) a identifikaci gent
pfimo zapojenych do reakce na stres.



Hypotézy a cile prace

Hypotézy disertacni prdace

1) Je na zakladé 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
otazku mechanismu syntézy a akumulace proteind
spojenych sreakci na stres u rostlin a odvozeni
spolehlivych markerii pro selekci cilovych rostlin — podle
urovné exprese nebo podle pfitomnosti stresovych
proteint.

Cile disertacni prdce

1) Identifikovat potencialni geny spojené s reakci na
abioticky stres (napf. geny pro dehydriny a transkripéni
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 proteint spojenych s reakci na stres.



Diskuse vysledkii

Exprese ERD10 na urovni genu a proteinu p¥i stresu
chladem

ERDIO je gen ze skupiny dehydrint, ktery je
exprimovan pii stresu chladem, zasolenim a pfi aplikaci
kyseliny abscisové (Deng et al., 2005; Hernandez-Sanchez
etal., 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
ERDI0 — na chromozomu A7 Cab00876.1 a na
chromozomu C7 Bo7g061580.1. V databazi NCBI
(Benson et al., 2018) je u Brassica napus jesté nékolik
dalSich sekvenci publikovanych jako ERD10-like. Jednou
znich je NM 001315610.1, ktera byla v minulosti na
naSem pracovisti pouzita k navrhu primeri 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 znich byla sekvence Cab042821.1, ktera v
publikaci He et al. (2015) nebyla anotovana k zadnému
znamému genu u Arabidopsis. V ramci této prace byla
testovana relativni exprese tii z téchto sekvenci, konkrétné
Cab00876.1, NM_001315610.1 a Cab042821.1.

Deng et al. (2005) uvadi, ze exprese genu ERDI0 je v
listech fepky relativné vysoka v porovndni s jinymi



stresovymi geny 1 u nestresovanych  rostlin.
Pravdépodobné to miize znamenat, Ze tento gen/protein
plni urcitou funkci i mimo podminky stresu, a nebo je
uréitou prevenci pro piipadny piichod neptiznivych
podminek, tak jak je tomu u nékterych dalsich dehydrinti
(Nylander et al., 2001a). Prevence pro piipadny stres je u
zemédéelskych plodin v soucasné dobé jisteé pal¢ivym
tématem. V disledku klimatickych zmén dochazi i
v nasich zemépisnych S$itkdch k vykyvim pocasi, jsou
celkové teplejsi zimy, coz vede k nedostatku sné¢hové
pokryvky a paradoxné k vysSimu riziku vymrzani porostl
(Thorsen and Hoglind, 2010). Problémy mize zplisobovat
i teplejsi pribeh podzimu. U vétSiny ozimych plodin je
aklimatizace zahdjena teplotami pod 10°C a pfi teplotach
pod 5°C se zintenziviiuje (Gray et al., 1997). ZvysSeni
teploty na konci 1éta a na zacatku podzimu muze vSak
snizit schopnost rostlin ukoncit riist a aklimatizovat se
(Rapacz, 2002), nebot’ na spravny prubeh aklimatizace
spoluptisobi kromé teploty 1 dalsi faktory jako je
fotoperioda, ozafenost, stav fotosystému II ¢i vodni
potencial pidy (Gray et al., 1997).

Dehydrin ERD10 a jeho expresni profil na trovni genu
1 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 nékolika chladovych
experimentech, ve kterych bylo potvrzeno jeji zvySeni
v pribéhu stresu chladem (napt. Harencék et al., 2018) a



tyto vysledky odpovidaji dfive publikovanych datim
(napt. Deng et al., 2005; Herndndez-Sanchez et al., 2017;
Kovacs et al., 2008; Maszkowska et al., 2019). Tyto
vysledky byly rovnéz porovndvany s vysledky
proteomickych analyz provadénych ve VURV v Praze na
shodném souboru rostlin. Provadéné proteomické analyzy
byly vSak zaméfeny na celou skupinu dehydrinovych
proteinii a jejich porovnani s vysledky naSich analyz
zaméefenych 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
nenarocnost jako metodu potencidlné¢ vyuzitelnou pro
sledovani dynamiky reakce jednotlivych genotypi na stres
chladem.

Metoda rezonance povrchového plazmonu (SPR) je
moderni optickd metoda, kterd umoziuje studovat velmi
nizké koncentrace nativnich proteinli 1 v piitomnosti
jinych latek, umoznuje kvantifikaci konkrétnich proteint
vazbou na specifické protilatky (Lambert et al., 2018) au
fepky ¢i jinych vyznamnych plodin nebyla doposud
pouzita. V naSem pilotnim experimentu (experiment A)
byly pfipraveny extrakty termostabilnich proteinti z listd
rostlin dvou odrid fepky (Navajo, Cadeli) vystavenych
stresu chladem. Odezva bio¢ipu byla sledovana vzdy
soucasn¢ na bodech obsahujicich protilatku a na negativni
kontrole, nebot’ k odezvé dochéazi i diky zméné indexu
lomu prostfedi, pfipadné¢ interferencemi latek obsazenych



ve vzorku. Vysledky pro obé¢ odrudy tepky ukazuji
rostouci SPR signal u stresovanych rostlin (obr. 9). U
odridy Cadeli je tento narGst 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, kterd byla v pfedchozich
experimentech ~ vytipovana na pracovisti VURV
v minulosti jako odrida odolna k chladu, je vyrazny
(tém&f desetinasobny) nariist akumulace dehydrinu
ERDI10 Vv porovnani s kontrolnimi rostlinami
pozorovatelny jiz po 11 dnech stresu chladem. Klima et al.
(2012) uvadi, ze schopnost jednotlivych genotypti fepky
odolavat mrazu, se da odhadnout na zadkladé turovné
akumulace dehydrinti u chladem stresovanych jedinci.

V ptipadé¢, 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 i béhem
kratkého, teplého podzimu, kdy je rychly pifechod 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 podminkéch. U odolnéjsi odridy Navajo byla
vnaSem experimentu reakce ve formé& akumulace
dehydrinu ERD10 vyrazné¢ dynamictéjsi. Nachylng;si
odriida Cadeli by ale podle tvrzeni Nylandera et al. (2001)



méela byt diky vyS$i akumulaci proteinu ERDIO u
kontrolnich  rostlin 1épe pfipravena na ptichod
nepiiznivych podminek. Fenotypovy projev této odridy
tomu vSak publikovanym datim neodpovidid. Zde se
nabizi myslenka Maszkowske et al. (2019), ze by
fosforylovany protein ERD10 mohl fungovat jako pufr
Ca?" iontl a tim ovliviiovat celou signalizaci reakce na
stres. Vys$i pocatecni akumulace tohoto proteinu by totiz
mohla zpisobovat pomalejsi reakci rostlin odriidy Cadeli
na stres vazbou vapenatych iontl, které by tak nemohly
predat signal dal a spoustét expresi gend pro transkripéni
faktory a dal$i geny zapojené v signalni draze. Této
domnénce by odpovidaly i vysledky expresni analyzy,
které ukazuji, Ze u stresovanych rostlin odrady Cadeli byla
nizsi exprese genu ERDI( nez u stresovanych rostlin
odridy Navajo. Kvantitativné¢ méfeni pomoci SPR nelze
zatim vyhodnotit z divodu absence standardu (Cistého
proteinu). Muzeme vSak fici, ze kvalitativné 1ze metodu
SPR pro detekci stresovych proteini velmi dobie vyuzit.
Pokud se podafi ziskat vhodny standard napt. dalsi
separaci z extraktl, bude mozné 1 kvantitativni
vyhodnoceni.

V dal$im experimentu (experiment B) jsme vybrali
dalsi odriidy ozimé tepky, které maji odliSnou dynamiku
akumulace proteinu ERDI10. 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



odriidami nizkd a v prubéhu prvnich dvou tydnti se zvysila
na témei trojndsobek a béhem dalsich tfech tydna se
zvysila na témét pétinasobek. Dalsi odridou byla odriida
s mén¢ dynamickou reakci Alaska, u které se relativni
akumulace dehydrinu ERD10 zvysila na trojndsobek az po
50ti dnech stresu chladem. Posledni vybranou odrtidou
byla Ladoga, kterd méla na zacatku experimentu nejvice
dehydrinu ERD10 v listech ztestovanych odrad.
V porovnani s odriidou Liglory byla u odridy Ladoga
naméfena dvojnasobnd akumulace tohoto proteinu.
V pribéhu 50ti dnti 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 ¢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 Ize vidét na obr. 22. Peptid,
ktery byl pouzit k vyrobé protilatky vSak se sekvenci
Cab00876.1 homologni neni. Protilatka pouzitad v naSem
experimentu  proto  snejvétsi  pravdépodobnosti
neinteraguje s proteinem syntetizovanym podle tohoto
homologu.
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Obr. 1: Porovnani aminokyselinovych sekvenci homologi ERD10
Cab00876.1 a NM_001315610.1 s aminokyselinovou sekvenci peptidu,
ktery byl pouZit pro vyrobu protilitky pro SPR analyzu. Modry obdélnik
oznacuje mista s vysokou mirou homologie, ¢erveny obdélnik oznacuje misto
vazby protilatky, zluty obdélnik sekvenci odpovidajici K-segmentu.
Porovnéni 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
nachdzi homologni misto se sekvenci peptidu pouzitého
k vyrobé protilatky, jak Ize vidét na obr. 23.
Aminokyselinova sekvence odvozena podle nukleotidové
sekvence homologu genu ERDI0 Cab042821.1 pomoci
nastroje ExPASy (Artimo et al.,, 2012) je wvysoce
homologni s druhou polovinou sekvence homologu
NM 001315610.1.
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Obr. 2: 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, cerveny obdélnik oznacuje misto
vazby protilatky, Zzluty obdélnik sekvenci odpovidajici K-segmentu.
Porovnani bylo provedeno pomoci softwaru Geneious.



Pro testovani exprese ERD10 na urovni genu byly
pouzity primery stejné jako v pfedchozim experimentu
(experiment A) NM_001315610.1 a navic byly navrzeny
primery pro dalsi pravdépodobné homology genu ERD 10
Cab00876.1 a Cab042821.1. ZvysSeni relativni genové
exprese bylo prokdzdno u homologli genu ERDI0
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 ERD 0. Podle databaze TAIR (Berardini et al., 2015)
je sice tato sekvence nejvice podobna sekvenci genu
AtERDI10 AT1G20450.1, ale velmi vysokou miru
podobnosti ma 1 se sekvenci genu AtCOR47
AT1G20440.1, coz je dalsi gen ze skupiny dehydrint a je
pravdépodobné také zapojen v reakcei na chlad (Kindgren
etal., 2015; Park et al., 2018; Yin et al., 2017). To by vSak
znamenalo zménu genové exprese i u stresovanych rostlin
v naSem experimentu. Podobnost tedy mulze byt zcela
nahodna a ve skutecnosti se mize jednat o zcela jiny
dehydrin, ktery neni indukovan stresem chladem.
Vzhledem k aminokyselinové sekvenci odvozené pomoci
nastroje ExPASy (Artimo et al., 2012), kterd je téméf o
polovinu kratsi, nez aminokyselinova sekvence homologu
NM _001315610.1 (Deng et al., 2005), jak 1ze vidét na obr.
23 je mozné, ze homolog genu ERDI(0 Cab042821.1
obsahuje ve své sekvenci mutaci, diky které se nepiepisuje



cely a neni funk¢ni, coz by mohlo byt dal§im moznym
vysvétlenim.

Relativni exprese homologu genu ERD 10 Cab00876.1
byla u kontrolnich rostlin fddové 100x nizsi nez relativni
exprese zbylych dvou testovanych homologti. V pribéhu
stresu chladem se jeho exprese zvySovala u vSech Ctyf
testovanych odrid a zména exprese byla u jednotlivych
odrad statisticky prukazné¢ odlisna. Nejvétsi zmeéna
relativni exprese homologu genu ERD 10 Cab00876.1 byla
zaznamenana u stresovanych rostlin odridy Ladoga, kde
po 12 hodinéch stresu relativni exprese tohoto genu prudce
vzrostla na 150ti ndsobek relativni exprese kontrolnich
rostlin. Stejné tak relativni exprese homologu genu
ERDI0 NM _001315610.1 se v prubéhu 24 hodin stresu
chladem zvysila t¢éméf 40x. Akumulace proteinu ERD10
se vSak v prib¢hu stresu chladem u této odridy nemeénila.
To vsak nemusi byt ve vzajemném rozporu, nebot’ nami
pouzita protilaitka pro stanoveni akumulace proteinu
pravdépodobné neinteraguje s proteinem syntetizovanym
podle homologu genu ERDIO Cab00876.1. Protein
ERD10 Cab00876.1 tedy mize byt u stresovanych rostlin
odriidy Ladoga akumulovéan, ale sekvence aminokyselin je
mimo konzervativni domény odliSna, a proto jsme ji
nebyli schopni detekovat. Vzhledem ke zvySené relativni
expresi homologu genu ERDIO NM _001315610.1 u
stresovanych rostlin této odridy je zaroven tieba vzit
v ivahu 1 moznost, ze pfitomnost transkripti urcitého



genu v pletivech neznamend, ze protein bude uspésné
translatovan a akumulovan (Bustin et al., 2009).

U odriidy Alaska se relativni exprese homologu genu
ERDI0 Cab00876.1 zvysila jiz po 4 hodinach. U
stresovanych rostlin odebranych pozdé¢ji exprese tohoto
homologu kolisala. Jest¢ 6 dni po zacatku stresu, kdy u
stresovanych rostlin ostatnich odriid byla exprese
homologu genu ERD10 Cab00876.1 srovnatelna s expresi
kontrolnich rostlin, u odridy Alaska byla u stresovanych
rostlin 25x vys$i nez u rostlin kontrolnich. Tyto vykyvy
mohou byt podle mého nazoru zpiisobené napt. neti¢innou
translaci a rostlina je nucena stale exprimovat gen, nebot’
nedochdzi k dostatecné akumulaci pfislusného proteinu.
K akumulaci proteinu ERDIO vSak v pletivech
stresovanych rostlin této odridy dochazi, i kdyz o néco
pomaleji, nez u odrid Liglory a V8. Odpovida to zjisténi,
7ze nejvyssi relativni exprese homologu genu ERDI0
NM 001315610.1 byla praveé u odridy Alaska.

Z vysledkti obou experimentl (experiment A a
experiment B) vyplyva, Zze akumulace proteinu ERD10 ve
standartnich podminkéch ovlivituje dynamiku zmény jeho
akumulace v prib¢hu stresu chladem. Vypada to, Ze ¢im
niz§i je akumulace tohoto proteinu v ambientnich
podminkach, tim rychleji rostlina reaguje na ochlazeni a
v reakci na chlad zacne akumulovat tento protein vice,
¢imz se dokaze rychleji piipravit na prichod jesté nizsich
teplot pod bodem mrazu. Naopak ¢im vice proteinu
ERDI10 je v pletivech rostliny akumulovdno tim méné



ochotné rostlina akumuluje dalsi. Inhibice exprese genu
akumulovanym proteinem, at’ uz vazbou signalnich iontd,
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 opatienim pro piipad ptichodu nizkych
teplot vSak neni zcestné. Rtizné genotypy zjevné disponuji
odliSnymi strategiemi reakce na nizké teploty. Jedna
skupina genotypt velmi dynamicky reaguje na chlad a
zaCind ihned akumulovat ochranné proteiny a investuje
energii do obranné reakce. Druha skupina genotypt
reaguje pomaleji a v ptipadé, ze se po kratkodobém
ochlazeni znovu otepli, mlize investovat energii do dal§iho
ristu a vyvoje. V piipad¢, Zze hleddme genotypy, které by
mély vynikat svou schopnosti aklimatizovat se i béhem
kratkého teplého podzimu, nabizi se analyza akumulace
dehydrinii metodou rezonance povrchového plazmonu
jako vhodna metoda pro rychly, nendrocny a relativné
levny  skrinink  vét§tho mnozstvi genotypti ve
Slechtitelskych kolekeich.

Exprese dalSich genii potencidlné zapojenych v reakci
na stres chladem

Na zakladé¢ WGCNA (Weighted Gene Co-expression
Network Analysis) a GO (Gene Ontology) enrichment
analyzy byly vybrany potencialn¢ klicové geny prodilejici
se na odpoveédi B. mapus na stres chladem (Hejna,
nepublikovana data). Podle sekvenci mRNA byly



navrzeny specifické primery, pro RT-PCR analyzu byl
pouzit stejny soubor vzorkt 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., 2012b) a stres chladem (Msanne et al.,
2011; Yamaguchishinozaki and Shinozaki, 1994). To
odpovida i1 vysledkim nasi analyzy, které¢ ukazaly, ze se
pii stresu chladem relativni exprese genu L7778 statisticky
vyznamné zvySovala. V promotoru tohoto genu se nachézi
n¢kolik ABRE a DRE motivi, z ¢ehoZ se d4 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 meénila statisticky vyznamné odlisné. Nejvyssi
relativni exprese tohoto genu u stresovanych rostlin témet
po celou dobu experimentu byla namétena u odridy V8.
V ptipadé, Ze by moje teorie o odlisSnych strategiich
jednotlivych genotypii reakce na nizké teploty byla
spravna, odrida V8 by vzhledem k dynamice akumulace
proteinu ERD10 a navic vyraznému zvySeni exprese
LTI78 mohla byt zajimavym genotypem pro Slechténi na
rychlej§i aklimatizaci. Protein kodovany timto genem
zatim neni popsan, ale odhaduje se, ze se bude podobat
LEA proteiniim. O jeho piesné roli v reakci na stres nic
nevime, dobfe znama je ale velka G¢innost promotoru a
jeho schopnost reagovat na zménu prostfedi. Promotor



tohoto genu byl spolecné¢ s CBF transkripnim faktorem
vyuzit pro transgenozi, diky Cemuz se signifikantné
zlepSila tolerance kmrazu u brambor. Vyhodou
promotoru genu LTI78 totiz je, Ze v nestresovych
podminkach je jeho exprese velmi nizkd, tudiz je
vhodnéj$im promotorem pro ochranné transgeny nez
promotor CaMv 35S (Wei et al., 2016).

RCI2A je dalsim genem, ktery byl vytipovan jako
potencialn¢ zapojeny v reakci na chlad. Tento gen je
v literatuie spojovan s reakci na kyselinu abscisovou, stres
chladem, zasolenim a vodnim deficitem (Medina et al.,
2001; Nylander et al., 2001b). Overexprese transgenu
AtRCI2A u rajcat zpisobovala snizeni akumulace
peroxidu vodiku a poskozeni membran v disledku stresu
chladem (Sivankalyani et al., 2015). Vysledky naSeho
experimentu ukazaly zvySeni relativni exprese tohoto
genu v prubéhu stresu chladem u vSech Ctyf testovanych
odrad. Nejvyssi relativni expese tohoto genu byla
pozorovana u odridy Ladoga. U této odridy nebyla
zvySena akumulace dehydrinu ERDI10 v pribéhu stresu,
vyvstava tedy otazka, zda gen RCI2A neni soucasti jiné
drahy zapojené v obran¢ rostliny proti chladu.
Mechanismus ucinku 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 genotypit sriznym expresnim profilem na
urovni genu RCI2A a také u genotypll s odliSnou
dynamikou akumulace ERD10 v reakci na stres. To by
mohlo pomoci pochopit roli obou proteind a jejich
vzajemné pusobeni v reakci na stres a nasledné k vybéru
genotyptt vhodnych pro slechténi na odolnost stresu
chladem.

Dal$im zkoumanym genem v nasem experimentu byl
gen NRPI (XM _013801908.2). Jeho relativni exprese se
zvysila v pribéhu stresu chladem u vSech Ctyt testovanych
odrid, coz odpovidé i zjisténi Fu et al. (2010). Autofi
uvadeéji, Ze exprese tohoto genu u Arabidopsis thaliana se
zvySuje pii stresu chladem a naopak se snizuje pii
vystaveni rostliny vysokym teplotdm. Nejvétsi zvySeni
(33x) relativni exprese bylo zaznamendno 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 vrcholl a ve vyvijejicich se organech, které
jsou velmi néchylné k poSkozeni nizkymi teplotami
(Cazale et al., 2009). Studium funkce tohoto genu a
proteinu bude pfedmétem nasich dalSich experimenti.

Na zéklade WGCNA enrichment analyzy (Hejna,
nepublikovana data) byly také vytipovany dvé sekvence
pro hypotetick¢é proteiny. Jedna ztéchto 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 v pribéhu stresu chladem relativni
exprese tohoto genu znacn€é zvySend. Zejména u
stresovanych rostlin odridy Alaska se relativni exprese
tohoto genu zvysila vice nez 1000x. Za zminku stoji, Ze u
kontrolnich rostlin této odridy byla relativni exprese
odriid. Naopak u stresovanych rostlin odridy V8, jejiz
kontrolni rostliny exprimovaly tento gen ze sledovanych
odrud nejvice (25x vice nez kontroly odridy Alaska), bylo
zvyseni relativni exprese tohoto genu jen velmi malé, na
13ti nasobek relativni exprese kontrolnich rostlin. O genu
AT1G68500 se témet nic nevi. Vypada to, Ze se jedna o
signalni peptid, ktery je schopen pfenaset jiné molekuly do
endoplazmatického retikula nebo do jadra, coz 1ze odvodit
z predpokladaného usporadani aminokyselin v fetézci
pomoci webového nastroje InterPro (Mitchell et al., 2019).
Podle Vergnolle et al., (2005) je gen ATI1G68500
indukovan  kyselinou  fosfatidovou produkovanou
enzymem fosfolipaza Da, jeji funkce podle Rajashekar et
al. (2006) ptispiva k poskozeni bun€k mrazem. Mohlo by
se tedy jednat o transkrip¢ni faktor indukujici expresi genti
zapojenych v ochrané¢ pied poSkozenim nizkymi
teplotami.

Druhou sekvenci oznacenou jako hypoteticky protein je
Bo1g014860.1, ktera by po porovnani s databazi TAIR
(Lamesch et al., 2012) mohla patfit homologu genu
z Arabidopsis thaliana AT4G29905. Relativni exprese



tohoto genu se u stresovanych rostlin v nasem
experimentu vyrazn¢ 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 dvojndsobnd v porovnani snejvysSi relativni
expresi u rostlin odriidy Alaska. O genu AT4G29905 se
nevi vibec nic. Z ptfedpokladaného uspotadani
aminokyselin v fetézci sekvence ztepky se pomoci
webového néstroje InterPro (Mitchell et al.,, 2019)
podaftilo zjistit, Ze tento gen mozné disponuje doménou
typickou pro methionyl-tRNA syntetdzu. Tento enzym je
nezbytny pro syntézu proteinti, nebot’ vaZze methionin na
jeho tRNA. Nami testovand sekvence by tedy mohla tento
protein kodovat, nebot’ v ptipad¢ stresu chladem rostlina
potiebuje syntetizovat ochranné proteiny. Oba hypotetické
proteiny budou predmétem naSeho dalsiho zkoumani.

Exprese genii potencidlné zapojenych v reakci na
stres suchem

V experimentu provedeném na pracoviiti VURV v
Praze byla pouzita regenerovana mikrosporova embrya
odvozend z rostlin odriid Cadeli a Viking, ktera byla
stresovana simulovanym suchem vyvolanym pfidanim
PEG do kultiva¢niho média. Po 24 hodinéach a po 7 dnech
byly odebrany  vzorky pro  proteomickou i
transkriptomickou analyzu. Podle vysledkl analyzy



akumulace proteinti pomoci metody MALDI-TOF/TOF
byly vybrany 3 proteiny, které byly vyznamné
akumulovany u stresovanych embryi. V databazi NCBI
byly pro tyto geny vyhledany kandidatni sekvence a byly
navrzeny a optimalizovany primery.

Jednim ztéchto genti byl AB300312.1, gen pro
pravdépodobnou lactoylglutathione lyazu I. Tento enzym
spole¢né s glyoxalazou II katalyzuje odbouravani vysoce
toxického metabolitu methylglyoxalu, ktery se akumuluje
v rostlinnych buiikdch mimo jiné i v dusledku stresu
suchem (Hasan et al., 2016). Relativni exprese tohoto genu
se u obou testovanych odrid podle ocekavani v prubéhu
stresu zvysovala. Po 7 dnech stresu byla vyssi exprese u
odriidy Cadeli, kterd byla v tomto pfipadé vybrana jako
odolné suchu. Je mozné, Ze tato odrida je odolngjsi praveé
proto, ze dokdze i po 7 dnech nepiiznivych podminek
exprimovat geny a akumulovat dostatek obrannych
proteini.

Dal$im vybranym genem byl XM 013841229.2, gen
pro fosfolipazu Da 1. Tento protein uz byl vySe zminén
v souvislosti se stresem chladem, pfi kterém je jeho funkce
spiSe nezddouci a zvySuje miru poSkozeni. Pii stresu
suchem ale naopak hraje dualezitou roli pii pfenosu
signalnich molekul (Fan et al., 1997). V naSem
experimentu byla prokazana zvysena exprese tohoto genu
v dasledku stresu suchem. Fosfolipaza Dal je enzym,
ktery katalyzuje hydrolyzu fosfolipida (Pappan and Wang,
1999). Podle Fan et al. (1997) je tento enzym inhibovan



Ga proteinem, ktery produkuje tzv. druhé posly
v signalnich drahdch  ovliviiovanych  kyselinou
abscisovou. Overexprese tohoto genu zvySovala uc¢innost
kyseliny abscisové pii signalizaci stresu suchem a
urychlovala zavirani praduchti (Wang, 2005). Vzhledem
ktomu, Ze vmnasem experimentu nebyl pozorovan
vyznamny rozdil v expresi u odolné a nachylné odrudy,
predpokladam, ze tento gen nebude zpusobovat rozdily
v odolnosti jednotlivych genotypt.

Poslednim vybranym genem je XM 009146775, gen
pro peroxiredoxin antioxidazu. Tento enzym ma zésadni
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 odriidy Viking
meély téméf 5x vysSi relativni expresi tohoto genu nez
kontrolni rostliny odolné odridy Cadeli. I po 24 hodinach
stresu byla relativni exprese tohoto genu u odolné odrtidy
Cadeli nizs$i nez u nachylné odriidy Viking. Po tydnu
stresu suchem byla relativni exprese peroxiredoxin
antioxidazy u obou sledovanych odrid vyrazné zvysena,
avSak rozdil mezi odriidami jiz nebyl pozorovatelny.
Podle Tripathi et al. (2009) zajiStuje tento enzym
odbouravani peroxidu vodiku, peroxydusitanti, dusitand a
alkoholti. U odolngjsi odridy ve standardnich podminkach
a na zacCatku stresu byla statisticky vyznamné nizsi exprese
tohoto genu. MiiZze to znamenat, ze tato odrida disponuje
ucinngj$im systémem prevence nadmérné produkce téchto



molekul v pocatecnim stadiu stresu suchem. Tento gen
bude predmétem naseho dalStho zkoumani jako
potencidlni marker pro vybér genotypti, které mohou byt
odolng;jsi stresu suchem.

Analyza genii indukovanych abiotickym stresem u
repky

Razné abiotické stresory maji Casto velmi podobné
projevy jejich plsobeni. Sucho a zasoleni se projevuji
formou osmotického stresu, ktery ma za nasledek naruSeni
rovnovahy buiiky a pohybu iontd (Wang et al., 2003).
Oxidativni stres Casto spojeny s vysokymi teplotami,
zasolenim, ¢i suchem mize zplsobovat denaturaci
funk¢énich 1 strukturnich proteini (Smirnoff, 1998).
Disledkem je aktivace podobnych signalnich drah, jejichz
Casti se casto prolinaji (Knight and Knight, 2001;
Shinozaki et al., 2003) a na bunécné urovni dochdzi
k produkci stresovych proteintll, anti-oxidantli a jinych
latek (Cushman and Bohnert, 2000). Navzdory tomu,
kazdy stresor vyvolava v rostliné jinou reakci, ktera je na
miru usitd potitebam konkrétniho jedince a zaroven kazda
varianta kombinace plsobeni dvou a vice stresorti opét
vyvolava odliSnou reakci (Wang et al., 2003). Rizhsky et
al. (2002), jako jedna z prvnich autor ve své studii
prokazala odliSnost reakce rostliny na stres suchem a na
pusobeni extrémnich teplot od reakce na kombinaci
pusobeni téchto dvou stresort. Ukazala tak, ze vysledky
experimentll provadénych v kontrolovanych podminkach



a zabyvajicich se plisobenim pouze jednoho stresového
faktoru mohou byt zavadé¢jici. Nasledovaly dalsi prace
zabyvajici se odpovédi rostlin na kombinace stresort jako
je napft. sucho, zasoleni, extrémni teploty, t¢zké kovy,
nadmérnd ozafenost, ozon a dalsi (napt. Mittler, 2000),
které jeji tvrzeni potvrdily. Z toho vyplyva, ze pro dalsi
pochopeni téchto obrannych mechanismt a jejich vyuziti
pfi tvorbé novych odrid kulturnich plodin je potteba
roz8ifit oblast zdjmu vyzkumnikli a Slechtiteli o
kombinace stresovych faktort (Mittler, 2006).

Dalsi oblasti, ktera je nedostatecné prozkoumana, ale
neméné¢ dilezité je obdobi regenerace po skonceni
stresovych podminek. V¢tSina studii zabyvajicich se
abiotickym stresem a jeho plsobenim na plodiny je
zamétena na fazi aklimatizace. Obdobi, které nasleduje,
vSak ovliviluje dalsi rist rostliny a jeji vyvoj (Kosova et
al., 2015).



Zavér

V ramci této dizertacni prace bylo provedeno nékolik
experimentll zaméfenych na identifikaci potencidlnich
gentl 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 akumulace v pribéhu
stresu chladem. Vypadé to, ze ¢im niz$i je akumulace
tohoto 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 ptichod jesté nizSich teplot pod bodem mrazu.
Naopak ¢im vice proteinu ERD10 je v pletivech rostliny
akumulovano tim mén¢ ochotn¢ rostlina akumuluje dalsi.

V genomu fepky byly vytipovany geny (homology
genu) potencialné kodujici tento protein. 3 ztéchto
sekvenci byly testovany pomoci RT-qPCR. Ruzné
homology genu jsou pfi stresu chladem exprimovany
odlisn¢. Relativni exprese homologi genu ERDIO0
NM 001315610.1 a Cab008876.1 se pfi stresu chladem
zvySovala. Na zdkladé metody RT-PCR Ize tedy
vyhodnotit zmény v expresi na Grovni genu ERD 10, coz
muze byt jednim z dikazl, ze se jedna o gen kodujici
studovany protein. Korelace mezi vysledkem expresni
analyzy na urovni genu a na urovni akumulace proteinu je
u Brassica napus velmi komplikovand, nebot’ v genomu



fepky se — vzhledem k jejimu genetickému zalozeni —
nachazi vice homologii jednotlivych genii a je velmi tézké
je rozliSit vramci genetickych analyz. V piipade, Ze
hleddme genotypy, které by mély vynikat svou schopnosti
aklimatizovat se i béhem kratkého teplého podzimu, se
jako vhodnéj$i metoda pro skrinink vét§tho mnozstvi
genotypu ve Slechtitelskych kolekcich jevi metoda SPR
pro hodnoceni ptitomnosti stresovych proteint.

Dalsimi testovanymi geny byly L7178, RCI2A a NRP1.
Jejich relativni exprese se v pribéhu stresu chladem také
vyrazné zvySovala. O funkci téchto genii a proteint se toho
zatim vi velmi malo, proto budou jist¢ zajimavym
pfedmétem dalSich experimentii. Stejné tak budou
zajimavé 1 dva geny pro hypotetické proteiny, které byly
také testovany. Jejich exprese se velmi vyrazné zvysSovala
pfi  stresu chladem. Sekvence Bo6rgl06940.1
pravdépodobné patii signalnimu peptidu. Mohlo by se
jednat o transkripéni faktor indukujici expresi gent
zapojenych v ochran¢ pfed poskozenim nizkymi
teplotami. Sekvence Bolg014860.1 by podle uspotfadani
aminokyselin v fetézci mohl disponovat doménou
typickou pro methionyl-tRNA syntetdzu nezbytnou pro
syntézu proteini. Vyrazné zvySeni jeho exprese je tedy
také velmi zajimavym predmétem dal§iho zkoumani,
nebot’ by se mohlo jednat o dualezity clanek syntézy
ochrannych proteinti pii reakci na nepfiznivé podminky.

V ramci této prace byla testovana také relativni exprese
genll vytipovanych podle vysledki analyzy proteint



metodou  MALDI-TOF/TOF  u  regenerovanych
mikrosporovych embryi odvozenych zrostlin fepky
stresovanych simulovanym suchem. Byly testovany geny
pro lactoylglutathione lyadzu I, fosfolipAzu Da 1 a
peroxiredoxin antioxiddzu. U odolnéjsi odridy ve
standardnich podminkach a na zacatku stresu byla
naméiena vyznamné nizS§i exprese tohoto genu. Tato
odriida mozna disponuje G¢innéjSim systémem prevence
nadmérné produkce téchto molekul v pocate¢nim stadiu
stresu suchem. Tento gen bude pfedmétem naSeho dalsiho
zkoumani jako potencidlni marker pro vybér genotypt,
které mohou byt odolnéjsi stresu suchem.
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