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Uvedeni problému a cil metodiky

Slechténi na odolnost vigi abiotickym stresorim je v souasné dobé& jednim z
nosnych témat Slechténi rostlin. V disledku klimatickych zmén je pUsobeni
abiotického stresu na zemédélské plodiny stale vice umocnovano. Nékteré oblasti
jsou témér kazdy rok postizeny Skodlivym suchem (Nakashima et al. 2014). Proto
se Slechténi na odolnost &i toleranci k témto nepfiznivym faktoriim prostredi stava
aktualni i v naSich klimatickych podminkach. Abiotické stresory obvykle vedou k
dehydrataci bunék, ktera vede k poskozeni bunék a nakonec pletiv (Shinozaki et al.
2003). Proto si rostliny vyvinuly obranné mechanismy na ochranu proteini a
bunécnych struktur proti tomuto poskozeni. Reakce rostliny zahrnuje zmény na
morfologické, fyziologické, biochemické a molekularni urovni (Wang et al. 2003)
vedouci k omezeni rastu, starnuti, poklesu vynosu, a dokonce k uhynu rostlin (Ye
et al. 2017). Znalost obrannych mechanismu je dulezita pro Slechténi novych odrud
odolnych vuci suchu.

Ve Slechtitelskych programech byla v pfipadé selekce rostlin s vy$Si odolnosti
abiotickym stresum pozornost po dlouhé obdobi vénovana pfevazné jen popisnym
morfologickym a fyziologickym parametrim. Pro efektivni selekci genotypld s
odliSnou strategii adaptace na sucho je tfeba najit vhodny nastroj, ktery by
umoznoval relativné rychly a levny, ale spolehlivy vybér rostlin/genetickych zdroju
s vySSi toleranci k abiotickému stresu suchem. Pro hodnoceni tolerance rostlin ke
stresu lze sice vyuzit napf. hodnoceni fenotypové reakce (vadnuti) na nedostatek
vody, ale tyto metody neposkytuji hodnovérné vysledky. Rada studii se zabyva
moznosti hodnoceni reakce na stres na molekularni urovni, na urovni genu Ci
proteinu. Pro analyzu reakce genu zapojenych do odpovédi na stres je mozné
pouzit metodu RT-PCR a tedy hodnoceni genové exprese pfislusnych genl. Dale
je mozné vyuzit metod zalozenych na identifikaci dehydrin pomoci SDS-PAGE ¢i
Western blotu. Jako alternativa k témto metodam je stale ¢astéji vyuzivana metoda
SPR (surface plasmon resonance, rezonance povrchového plasmonu), moderni
opticka metoda pro studium nativnich proteint ve velmi nizkych koncentracich, a to
i za pritomnosti jinych latek.

Cilem metodiky bylo predstavit komplexni pristup zaloZeny na
identifikaci genu spojenych s reakci rostliny na stres suchem,
hodnoceni odolnosti k suchu na zakladé analyzy exprese
vybranych geni a hodnoceni akumulace sledovanych proteina.
Metodicky postup je uveden na prikladu experimentu s vybranymi
kontrastnimi genotypy horcic.
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Vlastni popis metodiky
Uvod

KliCovym faktorem, ktery zasadné ovliviiuje rast a vyvoj rostlin a tim sniZuje jejich
Zivotaschopnost je abioticky stres. Jedna se hlavné o sucho, zasoleni, horko, chlad,
mraz, dostupnost zivin, intenzita svétla, 0zéon a nedostatek kysliku. U odrid
zemédeélsky vyuzivanych plodin brani plnému vyuZziti jejich genetického potencialu,
at uz pfimo inhibici metabolickych procesu ¢&i nepfimo vyvolanym osmotickym,
oxidativnim a jinym stresem (Chinnusamy et al. 2007). Reakci rostliny je fada
morfologickych, fyziologickych, biochemickych a molekularnich zmén (Wang et al.
2003), které vzhledem k energetické a substratové narocnosti mohou omezovat
rust, zrychlovat senescenci, snizovat vynos a mohou zpusobit i smrt (Ye et al. 2017).
V soucCasnosti je vénovana pozornost pfedpovédim globalnich klimatickych zmén,
které by mély pfinést zvySeni primérné rocni teploty a CastéjSi vykyvy poc€asi do
extrému (Suzuki et al. 2014). Da se oCekavat, ze plsobeni abiotického stresu na
zemeédélské plodiny bude dale umocnovano, a proto je aktualni Slechténi na
odolnost k témto nepfiznivym faktordm prostfedi. U fady plodin je Slechténi na
suchovzdornost nejvyznamnéjSim Slechtitelskym cilem. Pro uspésné Slechténi
novych, odolnych odrid je dulezita zejména znalost obrannych mechanismda.
Jednim z téchto obrannych mechanismu je aklimatizace, v jejimz prabé&hu dochazi
k indukci nebo naopak represi transkripce gend, které jsou spojeny s akumulaci
stresovych proteind (Orvar et al., 2000).

Reakce rostliny na stres suchem

Sucho je hlavnim abiotickym stresorem a ma velmi zavazné ucinky na rust rostlin.
Rostliny vyvinuly mnoho vyvojovych a fyziologickych mechanismu k preckani
obdobi sucha, napf. zkraceni jejich Zivotniho cyklu, eliminace ztrat vody zavienim
pruducht &i zesilenim kutikuly, zefektivnéni pfijmu vody delSimi a siln&jSimi kofeny,
akumulaci osmoprotektantu, antioxidantt a lapacl volnych radikalt (Wang et al.
2017). Fyziologicka reakce na stres suchem byva velmi rychla a je fizena rostlinnym
hormonem — kyselinou abscisovou (ABA), ktera pusobi jako kliCovy prostfednik
v odpovédi na abioticky stres. Reguluje fyziologické reakce, expresi genu
zapojenych v odpovédi na osmoticky stres a maze utlumit rast (Kim et al. 2012).
Vodni deficit spousti biosyntézu ABA, jeji akumulaci a distribuci xylémem do celé
rostliny (Wilkinson a Davies 2002). ABA snizi ztraty vody tim, Ze zavie pruduchy a
zamezi jejich znovuotevieni. Modulace pruduchové S$térbiny je spojena se
souborem bunécnych biochemickych procesl — aktivaci G-proteint (Coursol et al.
2003), produkci reaktivnich forem kysliku (ROS) (Pei et al. 2000), syntézou oxidu
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dusnatého (Bright et al. 2006), zvySovanim cytosolického pH, zvySovanim obsahu
vapenatych kationtu, a to jak vtokem pfes plasmatickou membranu, tak
uvolnovanim z cytosolickych rezerv (Pei et al. 2000), proteinovou fosforylaci i
defosforylaci a preskupenim cytoskeletu (Hwang a Lee 2001). Vysledkem téchto
udalosti je otevieni iontovych kanall a odtok draselnych, chloridovych a malatovych
iontl ze svéracich bunék, a tim uzavfeni priduchu a zamezeni jeho znovuotevieni
(Li et al. 2006).

Jako ,osmosenzor® byl identifikovan transmembranovy histidin kinazovy receptor
(ATHK1) a s nim spojené proteiny (Wohlbach et al. 2008). Aktivace a regulace genu
je Ffizena kinazami a fosfatazami (napf. MAPK) (Thirunavukkarasu et al. 2017).
DocCasné zvyseni koncentrace vapenatych iontu v cytosolu, které v reakci na stres
(nejen suchem) pusobi jako druzi poslové, zprostfedkovava zapojeni rdznych
signalnich drah (Kaur a Gupta 2005), dochazi k aktivaci Ca2+ vazebnych proteinu
— calmodulint, calmodulinim podobnych proteinl, calcineurin-B podobnych
proteinl a proteinovych kinaz zavislych na Ca2+(CDPK) vysledkem jejichz
pusobeni je aktivace exprese genu (Klimecka a Muszynska 2007).
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Stress tolerance
Signalni drahy aktivujici geny zapojené v reakci na abioticky stres (Hirayama and
Shinozaki, 2010)

V reakci na stres suchem se spousti exprese funk&nich genu, mezi které patfi napr.
geny kodujici enzymy, které syntetizuji osmoprotektanty (adc, BADH-1, codA, COX,
CMO, Osm1, P5CS) (Amudha and Balasubramani 2011). DalSim typem
exprimovanych funkénich proteind jsou LEA (Late Embryogenesis Abundant)
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proteiny (Ling et al. 2016) a proteiny, které chrani proti oxidaci kyslikovymi radikaly
(napf. glutathion peroxidaza, superoxid dismutaza, askorbat peroxidaza a glutation
reduktaza (Amudha a Balasubramani 2011).

LEA proteiny jsou predstavovany skupinou hydrofilnich proteina, které jsou
akumulovany v embryich ve stadiu dozravani semene (Bies-Ethéve et al. 2008;
Hundertmark a Hincha 2008; Oliveira et al. 2007) a v dobé osmotického stresu,
dehydratace a stresu extrémnimi teplotami vegetativnich ¢asti rostliny (Bies-Ethéve
et al. 2008; Bray 1997; Garay-Arroyo et al. 2000; Hoekstra et al. 2001; Hundertmark
a Hincha 2008; Ingram a Bartels 1996; Ling et al. 2016). Jejich zvySena exprese
v podminkach vodniho deficitu u rostlin a kvasinek byla zminéna v mnoha
publikacich (Imai et al. 1996; Swire-Clark a Marcotte 1999; Xu et al. 1996; Zhang et
al. 2000).

Jednou ze skupin LEA proteinld jsou dehydriny. Dehydriny jsou hydrofilni a
termostabilni proteiny (Rurek 2010) prakticky vSudypfitomné v ramci
nahosemennych i krytosemennych rostlin (Close 1996), kapradin, mechd, fas a
sinic (Close 1997). Tento fakt ukazuje, Ze zhlediska evoluce se jedna o
konzervativni proteiny (Liu et al. 2017). Molekularni hmotnost téchto proteint se
pohybuje v Sirokém rozmezi 9 — 200 kD (Ouellet et al. 1993). Typickym znakem je
konzervativni doména zvana ,K-segment”, ktera se nachazi v minimalné v 1 az 11
kopiich blizko C-konci molekuly (Close 1997). K-segment je na lysin bohata
aminokyselinova sekvence (EKK GIM E/DKI KEK LPG), ktera plni antioxidacni,
chaperonovou a proti krystalim ledu ochrannou funkci (Koag et al. 2009). Jejich
ucast v reakci na abioticky stres byla prokazana napf. u ruzi (Haimi et al. 2017;
Ouyang et al. 2019), bfizy (Tatarinova et al. 2018), je€mene a pSenice (Kosova et
al. 2011), paprik (Chen et al. 2015) &i fepky (Jelinkova et al. 2014, 2016; Urban et
al. 2013). Pravdépodobny mechanismus ucinku je zalozen na funkci dehydrina jako
molekularnich chaperon, které interaguji s povrchem membrany, s jinymi proteiny
nebo nukleovymi kyselinami, a tim zabraruji jejich denaturaci (Graether a
Boddington 2014; Hanin et al. 2011; Liu et al. 2017). Ve vodném prostifedi dehydriny
zaujimaiji konformaci neusporadaného fetézce tvorici maximum vodikovych mustku
s okolnimi molekulami vody, a zaroven co nejmeéné intramolekularnich vodikovych
mustka. PFi nedostatku vody zaujima K-segment a-helikalni konformaci, dochazi k
preskupeni vodikovych mustkl, k navazani dehydrinu na povrch Caste¢né
dehydratovaného proteinu. Timto zplsobem je zamezeno dalSi ztraty vody, ktera
by vedla k jeho denaturaci (Ingram a Bartels 1996).
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Metodicky postup hodnoceni reakce rostlin hofcic na stres
suchem

Priprava rostlinného materialu

Pro ucely modelového experimentu byl stres suchem v laboratornim stresovém
experimentu navozen pomoci PEGu na mésic starych rostlinach Brassica juncea,
odrtida ,PUSABOLD®. Pomoci PEGu Ize pfesné simulovat podminky nedostatku
vody — stresu suchem a nastavit podminky pro analyzu exprese genu zapojenych
do reakce na stres suchem.

Schéma stresového experimentu:

e semena byla ulozena na povrch perlitu do sadbovac

e kultivace po dobu 4 tydni pod umeélym osvétlenim s pfevahou modrého
spektra s 12hodinovou fotoperiodou (jinak dochazi k stimulaci tvorby kvétu
jesté pred Ctvrtym tydnem)

e zdlivka konstantni do poloviny vySky sadbovaCe dvouslozkovym
hydroponickym hnojivem Jungle garden base + Jungle garden add na
listovou zeleninu

e po 4 tydnech vymeénén roztok hydroponického hnojiva za roztok hnojiva a
PEGu 6000, tak aby celkova koncentrace PEGu snizila dostupnost vody pro
rostlin osmoticky tlak -1,0MPa

e odbéry byly provedeny pfed vyménou roztoku jako kontrola a nasledné
v Casovych rozestupech 30 minut po dobu 3 hodin

o kazdy vzorek byl tvofen odbérem tfetiho pravého listu z 10 rostlin do tekutého
dusiku

o extrakce celkové RNA trizolem a odeslani na RNA-seq s polyA selekci,
parové ¢teni, 40 miliond readu na vzorek

PFi pfipravé experimentu se vychazi z pfedpokladu, Ze mala skupina gent bude mit
odliSnou expresi mezi Casem nula a ostatnimi ¢asovymi intervaly, tyto geny budou
podrobeny validaci pomoci Real-time PCR.

V ramci experimentu bylo vyuzito 21 rostlin Brassica juncea, odrtida ,PUSABOLD®,
které byly péstovany v hydroponickém roztoku za kontrolovanych podminek s
teplotnim rezimem den/noc 22°C/20°C. Osvétleni bylo zajisténo pomoci
plnospektralnich LED s intenzitou 250 mikromol m=2 s' a 12hodinovou periodou.
Kdyz byly vSechny rostliny staré 4 tydny, odebrali jsme ze tfech rostlin listy, které
byly okamzité pfeneseny do kapalného dusiku. Po prvnim vzorku byl nutri¢ni roztok
vyménén za hydroponicky roztok s polyetylglykolem PEG6000 o koncentraci
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snizujici osmoticky tlak o -1,0 mPa. Timto zplsobem byla vyrazné sniZena
schopnost rostlin pfijimat vodu. DalSi vzorky byly odebirany stejnym zpusobem
kazdych 30 minut po dobu tfi hodin:

Schéma odbéru vzorku:

bj0 0 minut

bj30 po 30 minutach
bj60 po 60 minutach
bj90 po 90 minutach
bj120 po 120 minutach
bj150 po 150 minutach
bj180 po 180 minutach

Izolace a sekvenovani RNA

Celkova RNA byla extrahovana pomoci €inidla TRIzol (Invitrogen). Po precipitaci
byla RNA purifikovana pomoci Qiagen's RNeasy kit s St€épenim DNazou na koloné
podle pokynd vyrobce. Purifikované vzorky RNA byly rozpustény
v diethylpyrokarbonatem oSetfené deionizované vodé a koncentrace nukleovych
kyselin byla pfiblizné stanovena pomoci NANODROPU. Sekvenovani sedmi vzork
bylo zadano spole¢nosti MACROGEN, ktera vyuzila sekvenatory lllumina, NovaSeq
s parovym ¢tenim o velikosti fragmentd 150 bazi.

Bioinformatické zpracovani dat

V prvnim kroku byla provedena kvalita dat pomoci softwaru FASTQC. Zadny ze
vzorkd nevykazoval vyrazné nekvalitni data, nicméné bylo nutné provést urcitou
filtraci sekvenci. Dle vyrobce sekvenatoru lllumina byly dohledany sekvenacéni
adaptory:

R1  AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCA

R2 AGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT

Pomoci programu Cutadapt byly v pfeCtenych sekvencich hledany sekvence
adaptoru a pokud byly nalezeny, sekvence byla ofiznuta. Dale byl tento program
vyuzit k odstranéni nekvalitné prectenych mist (phead score < 30) a ofiznuti N bazi.
V poslednim kroku byla kontrola filtrovanych dat opét ovéfena programem
Cutadapt. VSechny vzorky spliiovaly potfebnou uroven kvality pro dalSi
bioinformatické zpracovani.

12
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Mapovani sekvenovanych fragmenti na referencni transkriptom

Sekvence vSech genl v genomu Brassica juncea byly ziskany z databaze BRAD
dostupné na strankach http://brassicadb.cn/#/GeneSequence/. Tento transkriptom
byl pouzit jako referencni sekvence pro rekonstrukci nasich gend. K tomuto ucelu
byl vyuzit program HISAT2, ktery pro kazdy jednotlivy vzorek namapoval fragmenty,
a tim rekonstruoval konkrétni geny v naSich vzorcich. Zaroven bylo mapovani
vyuzito k odhadu exprese vSech genu v transkriptomu pro jednotlivé vzorky (Casové
body experimentu). Pro kazdy vzorek byla dosazena vysoka mira (> 90 %) uspésné
namapovanych fragmentu:

Bj0 15854712 91,39 %
Bj30 16874303 91,38 %
Bj60 20370392 91,42 %
Bj90 20257411 91,18 %
Bj120 20286631 91,61 %
Bj150 20558448 91,22 %
Bj180 20909097 91,71 %

Expresni analyza

Na zakladé mapovani sekvenovanych fragmentu byla provedena expresni analyza
transkriptomu. Tato analyza genové exprese porovnava urovné exprese vsech
genu a mize nam pomoci identifikovat molekularni zaklad fenotypovych rozdild a
vybrat cile genové exprese pro dalsi hlubsi analyzu. V nasem pfipadé hledame
genovou expresi genu odezvy na sucho. Pro nalezeni genovych expresi byl pouzit
program StringTie, ktery generuje odhady exprese ze soubort SAM/BAM
generovanych HISAT2. StringTie byl pouzit v rezimu ,pouze reference' a analyzoval
pouze znamé sekvence genu v ramci dfive zminéné databaze. Odhady exprese
genu byly vyjadieny v hodnotach FPKM (Fragments Per Kilo base per Million).

Analyza diferencialni exprese

Tato analyza bézné znama pod zkratkou DGE a hodnoti rozdily v mnozstvi
genovych transkriptl v transkriptomu mezi jednotlivymi vzorky, v naSem pfipadé
mezi jednotlivymi Casovymi body odbéru. Prvni odbér vzorek bjO by povazovan na
kontrolni bod, ktery reprezentoval normalni podminky bez stresu suchem. Ostatni
vzorky bj30 — bj180 pak stresované rostliny s odbéry po 30 minutach. Obecné Ize
predpokladat, ze nékteré geny v transkriptomu budou vlivem sucha aktivovany. U
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této skupiny genu predpokladame aktivni reakci na stres suchem, druha skupina
genu naopak expresi snizuje, aby se minimalizovala jejich aktivita a spotfeba
zasobnich zdroju a energie obecné.

Vystupni data z expresni analyzy zpracované pomoci programu StringTie byla
nasledné zpracovana pomoci knihovny v programu R edgeR, ktera slouzi k
odhaleni signifikantné exprimovanych genl v Casové intervalu. Konkrétné se
analyza snazi pro kazdy gen vygenerovat polynomickou funkci, ktera by co nejvice
vystihovala zménu exprese daného genu v Case. Hranice signifikance byla
stanovena na 0,01.

Skupina nejvice signifikantnich gent v reakci na stres suchem:

BjuA014759 1.1561813257631E-10

BjuA038679 3.71537893740294E-10
BjuB012117 3.82223840840778E-10
BjuA005103 1.2685171564746E-09

BjuB013435 2.63538837469765E-09
BjuA036656 2.76720084343354E-09
BjuB048885 2.81602087954972E-09
BjuA035904 3.26261965747097E-09
BjuB005448 5.14502381113882E-09
BjuA019676 5.64316513230974E-09

Vybrana skupina genl byla dale hodnocena naslednymi analyzami a exprese v
jednotlivych bodech byla ovéfena pomoci RT-qPCR.

RT-qPCR analyza

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

14



Hejna O. a kol. (2023): Metodicky postup selekce genotypt hotéice s vy§§i odolnosti stresu
suchem

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

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

Ukazky exprese nékterych genu:

BjuAD14759 BjuA038679

= __,—'—""'_L____r-u________h.

log-CPM

minites

BjuB012117
BjuA005103

log-CPM
log-CPM

150 0 50 100 150

o
o
]
=
=1
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Pouzité pristroje a pomiicky:

¢ chladici box a termoska na kapalny dusik

e hlubokomrazici box -80°C

e autoklav

e magneticka michacka

e analytické vahy

e filtraCni papir nebo papir typu Whatman 3MM
e  90mm Petriho misky

e pinzeta

e kultivacni box/fytotron

Chemikalie:

e kapalny dusik

e polyethylenglykol 6000
e destilovana voda

e chloramin T

Analyza rezonance povrchového plasmonu - detekce
a kvantifikace stresovych proteini

Termostabilini proteiny byly izolovany zlistového pletiva, které bylo
homogenizovano pomoci kapalného dusiku v tfeci misce. 250 mg vzorku bylo
smichano s 1 ml extrakCniho pufru (20 mM Tris-HCI, pH=7,5 + 0,5 M NaCl),
vortexovano a poté centrifugovano pfi 14 000 x g pfi 4°C po dobu 20 minut.
Odebrany supernatant byl zahfivan po dobu 15 minut na 100°C a poté 10 minut
chlazen na ledu. Nasledovala centrifugace pfi 14 000 x g pfi 4°C po dobu 20 minut.
Odebrany supernatant byl skladovan pfi -20°C. Pfed vlastnim méfrenim byly vzorky
fedény v poméru 1:200 v 10mM PBS pufru (pH=7,4), ktery byl vyuzit také jako
nosny pufr.

Pfred vlastnim méfenim jsou vzorky fedény v poméru 1:200 v 10mM PBS pufru
(pH=7,4), ktery je vyuzit také jako nosny pufr. Pro vlastni SPRi analyzu je pouzit
komeréné dodavany bioCip CS-LD (Horiba Scientific, France), ktery obsahuje
chemickou vrstvu obsahujici funkCni skupiny vhodné pro navazani protilatky.
Protilatka anti-Dehydrin (Agrisera, Sweden) je nafedéna 10mM PBS pufrem

16



Hejna O. a kol. (2023): Metodicky postup selekce genotypt hotéice s vy§si odolnosti stresu
suchem

(pH 7,4) v koncentraci 1:10 000 a je naspotovana na bioCip, ktery je nasledné
vyblokovan etanolaminem a saturovan 1% BSA.

Po této procedure je bioCip s imobilizovanou protilatkou viozen do systému
OpenPlex SPRi (Horiba Scientic, France), zaplaven 20mM Tris-HCI pufrem pH 7,5
(pracovni pufr) a je vytvoren plasmon. Méfeni SPRi je provadéno v pevném uhlu
a vinové délce. Je proméfovano pét spotl s protilatkou a pét spotl referencnich
(povrch bioCipu bez protilatky).

Vzorky jsou pred kontaktem s povrchem bioCipu padesatkrat zfedény pracovnim
pufrem. Prutok je nastaven na 50 pl.min"'. Reflexivita (%) ziskana na referenénich
mistech je odectena od signalu zjiSténého na protilatce pro kazdy vzorek.

Po zméfeni odezvy kazdého vzorku je bioCip regenerovan 1% SDS a znovu
saturovan 1% BSA.

Pouzité pristroje a pomiicky:

e pfistroj pro SPR analyzu - napf. OpenPlex SPRi (Horiba Scientic, France)
e sada automatickych pipet

e vortex

e analytické vahy

¢ magneticka michacka

e pH metr

e mrazak -20 °C

e mikrocentrifugacni zkumavky

e bioCip — napf. CS-LD (Horiba Scientific, France)
e chladici box a termoska na kapalny dusik

e hlubokomrazici box -80 °C

e porcelanova tfeci miska

e centrifuga s moznosti chlazeni

o tfepaci termoblok

e vyrobnik ledu

e mikrocentrifugacni zkumavky
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Chemikalie:

e nosny pufr = 10mM PBS pufr pH=7,4

e pracovni pufr = 20mM Tris-HCI pufr pH 7,5

e specificka protilatka - anti-Dehydrin (Agrisera, Sweden)
e etanolamin

e 1% BSA

e 1% SDS

e kapalny dusik

e extrakéni pufr (20mM Tris-HCI, pH=7,5, 0,5M NaCl)

e destilovana voda
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Srovnani novosti postupu

Predkladanou metodiku s nazvem “Metodicky postup selekce genotypl hoicice s
vySSi odolnosti stresu suchem® Ize hodnotit jako novou metodiku, nebot' v sou€asné
dobé neni Slechtitelské praxi k dispozici ucelena metodika pro identifikaci genu
spojenych sreakci na stres suchem, analyzu jejich exprese a kvantifikaci
dehydrinl/stresovych protein pomoci metody rezonance povrchového plazmonu.
Dosud dostupné informace jsou jen dil¢i a rozptylené ve védeckych publikacich
a monografiich. Komplexni metodicky postup tedy k dispozici neni.

V literature je popsana fada genu, které mohou byt zapojeny do stresové reakce.
Postup, ktery je uveden vtéto metodice naproti tomu vychazi zanalyzy
transkriptomu, identifikaci kliCovych genu fidicich dany fenotypovy projev — v tomto
pripadé reakce na stres suchem — a validaci téchto kandidatnich pficinnych gen
pomoci RT-gPCR. Dale je uveden metodicky postup kvantifikace cilovych protein(
pomoci moderni optické metody SPR. Limity metod pfedstavuje pozadavek na
specifické pfistrojové vybaveni, dostupnost protilatky a know-how pracovniku
zpracovavajiccih experimentalni data. Pfedkladana metodika pak popisuje vSechny
kroky analyzy od kultivace rostlin, provedeni stresového experimentu, odbéru
vzorku, izolaci a analyzu RNA a bilkovin po vilastni RT-gPCR a SPR analyzu tak,
aby bylo dosazeno optimalniho vysledku.

Popis uplatnéni metodiky

Vyuziti metodiky pro identifikaci genl zapojenych do reakce na stres suchem,
detekci a kvantifikaci stresovych proteind, napf. dehydrind je mozné ve
Slechtitelskych laboratofich &i v laboratofich, které se zabyvaji molekularné-
biologickymi analyzami a detekci proteind. Metodika v prvni &asti zahrnuje
teoreticky uvod do problematiky. V praktické €asti jsou uvedeny pfesné protokoly
od pfipravy odbéru materialu, izolaci a analyzu RNA a bilkovin po viastni RT-qPCR
a SPR analyzu.

Tato metodika byla vyvinuta a optimalizovana pro pfesnou a spolehlivou detekci
genl a stresovych proteind a vybér rostlin s adekvatni reakci na stres. Pravé
moznost cileného vybéru Slechtitelskych materiall s vysSi toleranci k abiotickému
stresu suchem je naprosto kliCova pro uspésné Slechténi rostlin, které budou
poskytovat optimalni vynos a kvalitu i podminkach klimatické zmény a nedostatku
vody. Tato metodika pak muze umoznit pfenos znalosti a postupt z akademickych
pracovist do bézného provozu napf. Slechtitelskych laboratofi.
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Uzivatelé metodiky jsou vyzkumna pracovisté, laboratofe Slechtitelskych firem,
které mohou dle svych laboratornich moznosti vyuzit analyzy pro rozSifeni portfolia
svych postupl a sluzeb. Metodika bude uplatnéna prostfednictvim Slechtitelské
firmy OSEVA PRO s.r.o. S timto subjektem byla uzaviena smlouva o uplatnéni
metodiky.

Ekonomické aspekty

Analyzy popisované v této metodice maji znacny ekonomicky vyznam z pohledu
Slechtitelskych pracovist. V dldsledku rychle postupujici klimatické zmény se
Slechténi na odolnost Ci toleranci k abiotickému stresu suchem stava vysoce
aktualni a celosvétoveé nejvyznamnéjSich Slechtitelskym cilem. Ve Slechtitelskych
programech je nutné pro selekci genotypl s odliSnou strategii adaptace na sucho
tfeba najit vhodny nastroj, ktery by umoznoval spolehlivy vybér rostlin/genetickych
zdroju s vyssi toleranci k abiotickému stresu suchem.

Pomoci navrzeného metodického postupu Ize objektivné vyhodnotit jaké geny jsou
zapojeny do reakce na stres, Ize vyhodnotit uroven jejich exprese a akumulaci
stresovych proteinl a selektovat genotypy s odliSnou strategii adaptace na sucho.
Pravé moznost cileného vybéru Slechtitelskych materiald s vys$Si toleranci
k abiotickému stresu suchem je naprosto kliCova pro uspésné Slechténi rostlin, které
budou poskytovat optimalni vynos a kvalitu i podminkach klimatické zmény.

Pro provedeni analyz je potfebné disponovat vybavenou molekularné-biologickou
laboratofi, kde kli€¢ovym pfistrojovym vybavenim je pfistroj pro provedeni RT-gPCR
a SPR analyzy. Naklady na analyzu pak predstavuji pofizeni chemikalii, Cipu a
protilatky. Typova cena analyzy je pak na urovni 3000 KE. K této cené je nutné
zapocitat naklady na pofizeni pfistrojového vybaveni, odpisy a energie. Pro
molekularné biologickou laboratof uvedeny metodicky postup mize znamenat
zajimavé rozsiteni portfolia nabizenych sluzeb a ekonomicky pfinos v podobé zisku
z provadénych analyz. V SirS§im kontextu pak zcela zasadnim pfinosem pro
Slechtitelské pracovisté je novoSlechténi/odriada s vySsi toleranci k abiotickému
stresu suchem.
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