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Uvedeni problému a cil metodiky

V dasledku klimatickych zmén je pUsobeni abiotického stresu na zemédélské
plodiny stale vice umocriovano. Nékteré oblasti jsou téeméf kazdy rok postizeny
Skodlivym suchem (Nakashima et al. 2014). Proto se Slechténi na odolnost Ci
toleranci k témto nepfiznivym faktorim prostfedi stava aktualni i v naSich
klimatickych podminkach. Abiotické stresory obvykle vedou k dehydrataci bunék,
ktera vede k posSkozeni bunék a nakonec pletiv (Shinozaki et al. 2003). Proto si
rostliny vyvinuly obranné mechanismy na ochranu proteind a bunécnych struktur
proti tomuto poskozeni. Reakce rostliny zahrnuje zmény na morfologické,
fyziologické, biochemické a molekularni urovni (Wang et al. 2003), coz vede
k omezeni ristu, starnuti, poklesu vynosu a dokonce k uhynu rostlin (Ye et al. 2017).
Znalost obrannych mechanismu je dulezita pro Slechténi novych odrud odolnych
vUc&i suchu. Zmény v rostlinnych organech béhem abiotického stresu jsou spojeny
s nahromadénim stresovych proteinu, napf. dehydrinu. Dehydriny jsou povazovany
za stresové proteiny podilejici se na obrané rostliny proti dehydrataci (Agarwal et al.
2017; Bao et al. 2017; Drira et al. 2013; Liu et al. 2017; Yang et al. 2015; Zhou et al.
2017). Pravdépodobné interaguji s povrchy membran, jinymi proteiny a nukleovou
kyselinou, ¢imz zabraruiji jejich denaturaci (Liu et al. 2017). Pro selekci genotypl
maku setého s odliSnou strategii adaptace na sucho ve Slechtitelskych programech
maku setého je ale tfeba najit vhodny nastroj, ktery by umoznoval relativné rychly
alevny, ale spolehlivy vybér rostlin/genetickych zdroji s vysSi toleranci
k abiotickému stresu suchem. Pro hodnoceni tolerance rostlin ke stresu Ize 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 €i proteinu. Pro
analyzu reakce genu zapojenych do odpovédi na stres je mozné pouzit metodu
RT-PCR a tedy hodnoceni genové exprese pfislusnych gent. Dale je mozné vyuzit
metod zalozenych na identifikaci dehydrini pomoci SDS-PAGE ¢&i Western blotu.
Jako alternativa k témto metodam je stale Castéji vyuzivana metoda SPR (surface
plasmon resonance, rezonance povrchového plasmonu), moderni opticka metoda
pro studium nativnich proteind ve velmi nizkych koncentracich, a to i za pfitomnosti
jinych latek. Tato metoda umoznuje i kvantifikaci cilovych proteind specifickou
vazbou protilatek. Pouziva plazmon na rozhrani dvou médii s dielektrickymi
konstantami opaénych znakl — kovu a dielektrika (Sigutova et al. 2013).

Cilem metodiky je uvést presny metodicky navod hodnoceni
akumulace stresovych proteini pomoci metody rezonance
povrchového plazmonu (SPR).
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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 o sucho, zasoleni, horko, chlad, mraz,
dostupnost Zivin, intenzita svétla, 0zén a nedostatek kysliku. U odrid zemédélsky
vyuzivanych plodin brani pInému vyuziti 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 soucasnosti
je vénovana pozornost predpovédim globalnich klimatickych zmén, které by mély
pFinést zvySeni primérné rocni teploty a ¢ast&jsi vykyvy pocasi do extrému (Suzuki
et al. 2014). Témér kazdy rok je néktera ¢ast planety postizena ni€ivym suchem,
které zpUsobuje ztratu urody (Nakashima et al. 2014). Da se oCekavat, ze pusobeni
abiotického stresu na zemédélské plodiny bude dale umocriovano, a proto je
aktualni Slechténi na odolnost k t€émto nepfiznivym faktordm prostfedi a u fady
plodin je Slechténi na suchovzdornost nejvyznamnéjSim Slechtitelskym cilem. Pro
uspésné Slechténi novych, odolnych odrld je dllezita zejména znalost obrannych
mechanismu.

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). Tyto geny mizeme délit do dvou skupin.
Prvni skupina gent koduje proteiny, které pfimo chrani rostlinu pfed plsobenim
stresu, zatimco druha skupina genu reguluje genovou expresi a pfenosy signalu pfi
reakci na stres. Rada z téchto geni koéduje signalni molekuly — napf. enzymy
zapojené v metabolismu fosfolipid, mitogenné aktivované proteinové kinazy (MAP
kinazy), calcium-dependent proteinové kinazy (CDPK), receptoriim podobné kinazy
(RLK) a histidinové kinazy (Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki 2000).

Vindukci genl zapojenych v reakci na stres je zapojeno nékolik transkrip&nich
regulacnich systéma, které mohou nebo nemusi byt fizeny kyselinou abscisovou
(jedna se tedy o ABA-dependent, ¢i ABA-independent transkripéni regulacni
systémy) (Nakashima et al. 2014; Thomashow 1999).

Podle Shinozaki et al. (2003) byla vice nez polovina genu indukovanych stresem
suchem indukovana zaroven i pfi stresu zasolenim a aplikaci kyseliny abscisové,
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coZ napovida, Ze signalni drahy reakci na tyto typy stresu se prolinaji. Naproti tomu,
pouze 10 % genu indukovanych stresem suchem bylo indukovano také pfi stresu
chladem. Mezi témito geny bylo identifikovano mnoho transkripénich faktoru
z proteinové rodiny DREB, vazebné faktory elementu zapojeného v reakci na
etylén, rodina proteinu zinkovych prsti, rodina WRKY proteind, MYB proteint, bHLH
proteinl, bZIP proteind a NAC proteinu. Tyto transkripéni faktory spolecné Ci
oddélené reguluji reakce na ruzné stresy, ¢im vytvari funkeni sit'.

Mezi proteiny, které pfimo chrani rostlinu pfed plsobenim stresu byly identifikovany
dehydriny (DHN), antifreeze proteiny (AFP), heat shock proteiny (HSP), proteiny
obsahujici cold-shock doménu (CSDP) a rzné enzymy, napf. alternativni oxidazy
Ci desaturazy, pfipadné enzymy generujici/odbouravajici volné kyslikové radikaly.
Na obrazku €. 1 je znazornéna sit signalnich drah zapojenych v reakci na abioticky
stres podle znalosti v roce 2007. Na obrazku €. 2 je znazornéna prakticky ta sama
sit, ale je vytvorfena v roce 2010. BEhem nékolika let se znalosti téchto signalnich
drah vyrazné prohloubily.

Abioticky stres je v rostlinnych organech spojen s akumulaci ochrannych proteinu,
mezi proteiny, které pfimo chrani rostlinu pfed plsobenim stresu byly identifikovany
mj. dehydriny (DHN) (Ingram and Bartels 1996). Tyto proteiny byly v minulosti
identifikovany jako vhodné indikatory udrovné stresu (Klima et al. 2012).
Pravdépodobny mechanismus ucinku je zalozen na funkci dehydrind jako
molekularnich chaperon, které interaguji s povrchem membrany, s jinymi proteiny
nebo nukleovymi kyselinami a tim zabranuji jejich denaturaci (Graether and
Boddington 2014; Hanin et al. 2011; Liu et al. 2017).

Ve vodném prostifedi dehydriny zaujimaji konformaci neusporadaného fetézce,
tvofi maximum vodikovych mustkd s okolnimi molekulami vody a zaroven co
nejméné intramolekularnich vodikovych mastkd. Pfi nedostatku vody zaujima
K-segment a-helikalni konformaci, dochazi k preskupeni vodikovych mustka,
k navazani dehydrinu na povrch Castecné dehydratovaného proteinu a ten je tak
chranén pred dalSi ztratou vody, ktera by vedla k jeho denaturaci (Ingram, Bartels,
1996). Podle Hughesové et. al. (2013) dehydriny s delSimi Fetézci aminokyselin
chrani proteiny pfed denaturaci ucinngji. Nékteré dehydriny jsou schopny tvofit
homo- i heterodimery, diky ¢emuz mohou dehydriny s kratSimi fetézci zvySovat svoji
ucinnost (Hernandez-Sanchez et al. 2017) a zaroven mohou byt Iépe chranény pied
degradaci, ke které jsou proteiny s neuspofadanymi fetézci nachylné (Uversky and
Dunker 2010).
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Hughesova a Graether (2011) naproti tomu tvrdi, Ze mechanismus u€inku dehydrin(
je zalozen na phi-segmentu, ktery pomaha dehydrinu udrZzovat neusporadanou
strukturu a diky tomu muze fungovat jako tzv. molekularni &tit, ktery chrani okolni
Castecné denaturované proteiny prfed vzajemnou interakci a K-segment slouzi spise
k udrzeni dehydrinu na povrchu proteinu. Oba mozné mechanismy ucinku jsou
pouze teoretické, pfesny mechanismus neni zatim znam.

Pro analyzu akumulace dehydrind v kliénich rostlinach maku nejsou bézné
vyuzivané metody (SDS-PAGE, Western blot) vhodné kvuli velmi nizkému obsahu
téchto proteind v pletivech. Oproti tomu metoda SPR, resp. SPRi umoziiuje studium
nativnich proteind i ve velmi nizkych koncentracich. Pfekazkou neni ani pfitomnost
dalSich latek, takze jako vzorek pro analyzu postacCi hruby extrakt z rostlinného
pletiva (Douzi 2017).

Metoda (SPR) se fadi mezi jednu z nejrozvinutéjSich optickych detekénich technik.
Tato metoda se nejastéji vyuziva v oblasti biosenzoru. Jedna se o citlivé optické
biosenzory, které jsou schopné detekovat biomolekuly i ve velmi nizkych
koncentracich. Metoda vyuziva plazmon vznikajici na rozhrani kovu a dielektrika
k detekci interakci molekul umisténych na povrchu kovu — bioCipu. Jestlize je na
povrch senzoru navazana biomolekula, dojde ke zméné indexu lomu tohoto
prostfedi a méfenim zmény uhlu, pfi némz dochazi ke vzniku SPR, Ize tuto latku
detekovat. Pfi méfeni kinetiky sledované interakce dvou biomolekul Ize vyhodnotit
mnozstvi stanovované latky ve smési (Sigutova et al. 2013; Lestak et al. 2013).
Nafedéna protilatka je nanesena (naspotovana) na povrch bio€ipu a jeho odezva je
sledovana vzdy souCasné na bodech obsahujicich protilatku a na referen¢nich
bodech (povrch bioCipu, kde nebyla naspotovana protilatka (HostiCkova et al. 2021).
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Postup hodnoceni stresovych proteini pomoci metody SPR

Priprava rostlinného materialu

Analyzy probihaji v klicnich rostlinach péstovanych za standardnich podminek a za
podminek stresovych — pfi simulovaném nedostatku vody. Nedostatek vody je
simulovan pomoci polyethylenglykolu, kdy je mozZno pfesné definovat pocCatek
stresu a jeho uroven. PEG 6000 je smichan s destilovanou vodou, aby se vytvofil
osmoticky potencial -0,4 MPa a -0,6 MPa (Toosi et al. 2014). Pfiprava roztoku PEG
je provadéna podle publikace Michela a Kaufmanna (1973). Kli¢eni semen a rany
rist sazenic je provadéno na Petriho miskach s filtraCnim papirem. Sterilni filtracni
papir je namoCen do roztoku autoklavované  destilované vody
a polyethylenglykolu 6000 (PEG 6000) a umistén do sterilni Petriho misky. V
kontrolni misce je filtraCni papir namocen pouze do autoklavované destilované
vody. Semena maku jsou sterilizovana v 8% roztoku chloraminu T po dobu 30 minut
a omyvana destilovanou vodou. Na misku je umisténo 30 semen na filtraCni papir.
Péstovani je provadéno v péstebni komofe pfi konstantni teploté 22 °C
a 16hodinové fotoperiodé. Po deseti dnech jsou kli€ici rostliny navzorkovany do
zkumavek a okamzité zmrazeny tekutym dusikem. Pfed dalSim zpracovanim jsou
vzorky uloZzeny v hlubokomrazicim boxu pfi teploté -80 °C.

Pouzité pristroje a pomucky:

e chladici box a termoska na kapalny dusik

e hlubokomrazici box -80°C

e autoklav

¢ 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

11
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Extrakce bilkovin

Extrakce probiha z déloznich listd kli¢nich rostlin, které jsou homogenizovany
pomoci kapalného dusiku v tfeci misce. 250 mg vzorku je poté smichano s 1 ml
extrak¢niho pufru (20mM Tris-HCI, pH=7,5 + 0,5M NaCl), vortexovano a poté
centrifugovano pfi 14 000 x g pfi 4 °C po dobu 20 minut. Supernatant je odebran do
noveé zkumavky a umistén do tepelného bloku pfedehfatého na 100 °C po dobu
15 minut. Poté jsou vzorky ihned umistény na 10 min do ledu, odstfedény po dobu
20 minut a supernatant je odebran do nové zkumavky a az do analyzy skladovan
pfi -20 °C (Castaneda- Saucedo et al. 2014).

Pouzité pristroje a pomucky:

e chladici box a termoska na kapalny dusik
e hlubokomrazici box -80 °C

e porcelanova tfeci miska

e centrifuga s moznosti chlazeni
e sada automatickych pipet

e vortex

e tfepaci termoblok

e analytické vahy

e magneticka michacka

e pH metr

e mrazak -20 °C

e vyrobnik ledu

e mikrocentrifugacni zkumavky

Chemikalie:
e kapalny dusik

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

12
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Analyza rezonance povrchového plasmonu - detekce
a kvantifikace stresovych proteini

Pfed 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 funkéni skupiny vhodné pro navazani protilatky.
Protilatka anti-Dehydrin (Agrisera, Sweden) je nafedéna 10mM PBS pufrem
(pH 7,4) v koncentraci 1:10 000 a je naspotovana na bioCip, ktery je nasledné
vyblokovan etanolaminem a saturovan 1% BSA.

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

Vzorky jsou pfed kontaktem s povrchem bioCipu padesatkrat zfedény pracovnim
pufrem. Pratok je nastaven na 50 yl.min'. Reflexivita (%) ziskana na referencnich
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 pomucky:

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

e vortex

e analytické vahy

e magneticka michacka

e pH metr

e mrazak -20 °C

e mikrocentrifugacni zkumavky

e biocCip — napf. CS-LD (Horiba Scientific, France)

13
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plazmonu) pro detekci akumulace proteinti spojenych se stresem suchem

Chemikalie:

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

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

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

e 1% BSA

e 1% SDS
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Pfiklady vystupu a interpretace vysledu SPR analyzy

Metoda analyzy povrchového plazmonu, resp. metoda povrchového plazmového
rezonancniho zobrazovani (SPRi) byla testovana jako potencialné vhodny nastroj
pro selekci genotypu maku s odliSnou strategii adaptace na sucho. Na zakladé
pfedchozich vysledkd (Hostickova et al. 2018) bylo vybrano Sest odrdd maku
s odliSnym fenotypovym projevem: ’Ferrara’, 'Florian’, 'Opava-Komarov’, 'R2’,
'Papaver41’ a ’Malsar’.

Semena byla vyklicena v Petriho miskach a byla analyzovana akumulace dehydrinu
v kliénich rostlinach kontrolnich a rostlinach kultivovanych v podminkach
simulovaného nedostatku vody. Na obrazku 3 je ukazka vyvoje klicnich rostlin
v podminkach simulovaného stresu pfi osmotickém potencialu roztoku PEG 6000
-0,4 MPa.

Obrazek 3: Ukazka vyvoje klicnich rostlin a odliSné reakce na dostupnost vody pfi kliceni
v podminkéch simulovaného stresu.
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Kultivace rostlin, pfiprava vzorkl a extrakce dehydrini je popsana v kapitole
,Postup hodnoceni stresovych proteini pomoci metody SPR®. Dehydriny nejsou
purifikovany, analyzovan je ,hruby“ extrakt bilkovin.

Pfi vlastni analyze je nutné detekovat reakci biosenzoru na protilatkovych
a referencnich (negativni kontrola) mistech z dlvodu moznych interferenci latek
obsazZenych ve vzorku (Obrazek 4).

Obrazek 4: Priklad skvrn protilatky na povrchu bioCipu. Méfici plochy jsou znazornény barevnymi
kruhy (Cervené pro protilatku, modré pro referenci).
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Ukazka vystupu — SPR signalu a jeho interpretace:

Vysledky ukazuji zvySujici se SPR signal u rostlin oSetfenych PEG. Kfivky
znazornujici SPR signal vzorku ziskanych z kli€nich rostlin kultivovanych v roztoku
PEG detekovany na spotech s protilatkou se liSily intenzitou i tvarem v porovnani
s kontrolnimi rostlinami. Vrcholy SPR signalu u rostlin oSetfenych PEG, detekované
na skvrnach s protilatkou, se liSily intenzitou a tvarem ve srovnani s kontrolami
(neosetiené rostliny) (Obrazek 5). Vyska vrcholu je zplsobena pFitomnosti proteinu
ve vzorku. Afinita dehydrinl k protilatce je viditelna v prvni &asti vrcholu (asociacni
faze), dokud neni dosazeno maxima. Disociacni faze (pokles signalu zpusobeny
klesajici koncentraci méfenych proteint v dusledku eluce vzorku z méfici buriky
pracovnim pufrem) je ve stresovanych rostlinach ve srovnani s kontrolami relativné

pomala.

control

.~ AR (untreated) plant
15 ! . .
! . - — —stressed (treated
: \ with PEG) plant
— N\
R 1 1 \
E X \
k- i \
] 1
% 05
o
O v
0 2 4 6 8 10 12
-0.5

Time (min)

Obrazek 5: Priklad signalu SPR ziskaného imunodetekci dehydrinl v extraktu bilkovin z listd maku
(kontrolni a stresované rostliny).
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Ukazka vystupu — kvantifikace dehydrint u pilotniho experimentu (kontrola
a stres -0,4 MPa PEG):

Akumulace dehydrint byla nékolikanasobné vyssi u variant s PEG v roztoku nez
u kontrolnich variant. Nejvétsi rozdil byl pozorovan u genotypu Papaver 41, kde byla
akumulace dehydrinu v rostlinach klicicich v roztoku PEG vice nez 11x vySsi nez
v rostlinach kontrolnich. Vyrazné zvySeni akumulace dehydrind u rostlin kli€icich
vroztoku PEG v porovnani s kontrolnimi rostlinami bylo pozorovano také
u genotypu Malsar (vice nez 9 nasobné zvyseni) ¢i Ostrava-Komarov (9 nasobné
zvyseni). Nejmensi rozdil mezi rostlinami kontrolnimi a klic¢icimi v roztoku PEG byl
pozorovan u genotypu Ferrara, kde byl naméfen nezanedbatelny témér 6 nasobny
narust akumulace dehydrini u rostlin v roztoku PEG (Obrazek 6). Pro ovéfeni
interakce dehydrin s povrchem bioCipu byl pouzit purifikovany dehydrin.

0,16 m kontrola

0,14
I _ T 0.4 MPa PEG

|

min-1 pg-1)

vd |

SPRodez

Odruda

Obrazek 6: Normalizované odezvy SPR — relativni akumulace dehydrinG v rostlinach kli¢enych
v kontrolnich podminkach (modré sloupce) a v podminkach simulovaného sucha (oranzové
sloupce).
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Ukazka vystupu — kvantifikace dehydrint u stresového experimentu (kontrola
a stres -0,4 MPa PEG a -0,6 MPa PEG):

Zmeény akumulace dehydrinu mezi kontrolami a stresovanymi rostlinami a mezi
odridami jsou znazornény na obrazku 7. NejvySsi relativni akumulace dehydrinu
v kontrolnich rostlinach byla zjisténa u odridy ,Ferrara® (téméF dvakrat vySsSi nez

v v

v v

dehydrin v rostlinach pod osmotickym stresem -0,6 MPa. NejvySSi narlst
akumulace byl zaznamenan u odrudy ,,Opava-Komarov“. Za osmotického stresu -
0,6 MPa se relativni akumulace dehydrini zvySila témér 16krat ve srovnani
s kontrolnimi rostlinami této odrudy.

0.25 W control
m-0.4 MPa PEG

= 0.20 i -0.6 MPa PEG
bo
= o
£ =
£ 0.15 T
£
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-“8’ |
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é_'zi"b I v P F &
& RS <® <& &
W >
5 Genotyp .
o

Obrazek 7: Relativni akumulace dehydrinG u odrid maku — u rostlin kultivovanych v kontrolnich
podminkach (modré sloupce), v podminkach simulovaného sucha -0,4 MPa (Cervené sloupce)
a v podminkach simulovaného sucha -0,6 MPa (zelené sloupce).

Obecné Ize odrudy rozdélit do dvou skupin podle akumulace dehydrinu. Prvni
skupina, ktera zahrnuje odrady 'Ferrara’ a 'Papaver 41’ vykazala pokles akumulace
dehydrinl pfi intenzivnéjSim stresu ze sucha. Druha skupina, ktera zahrnuje ostatni
odrudy, vykazala trvaly narist akumulace dehydrinG za zvySujicich se stresovych
podminek.
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Dulezita role téchto dehydrinl v rostlinach v pribéhu reakce na abioticky stres byla
v minulosti prokazana napfiklad u rGzi (Haimi et al. 2017; Ouyang et al. 2019), bfiz
(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).

Bézné pouzivané metody detekce téchto proteind u stresovanych rostlin jsou
SDS-PAGE ¢i western blot (napf. Hellal et al. 2018; Parmentier-Line et al. 2002).
V porovnani s témito metodami je vSak metoda SPRi levnéjsi, rychlejsi a citlivéjsi.
Pravé jeji vysSi citlivost je nespornou vyhodou, nebot u nékterych plodin je
akumulace téchto proteint tak nizka, ze je pomoci konvenénich metod obtizné
detekovatelna.

Vysledky uvedené v pfikladech vystupl analyz ukazuji rostouci SPR signal v PEG

oSetfenych rostlinach. Podle naSich vysledkd navrhujeme metodu SPRi jako vhodny
nastroj pro selekci genotyptu maku s odliSnou strategii adaptace na sucho.
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Srovnani novosti postupu

Predkladanou metodiku s nazvem “Metodicky postup aplikace metody SPR
(rezonance povrchového plazmonu) pro detekci akumulace proteint spojenych se
stresem suchem® Ize hodnotit jako novou metodiku, nebot’ v souCasné dobé neni
Slechtitelské praxi k dispozici ucelena metodika pro hodnoceni kvantifikace
dehydrinl/stresovych protein pomoci metody rezonance povrchového plazmonu.
Dosud dostupné informace jsou jen dil¢i a rozptylené ve védeckych publikacich
a monografiich. Navic se tyto informace tykaji jinych plodin, nez je mak, Papaver
somniferum. Komplexni metodicky postup tedy k dispozici neni.

Metoda SPR (surface plasmon resonance, rezonance povrchového plasmonu) je
moderni opticka metoda pro studium nativnich proteini ve velmi nizkych
koncentracich, a to i za pfitomnosti jinych latek, a je dobfe vyuzitelna jako vyhodna
alternativa doposud pouzivanym metodam typu SDS-PAGE ¢&i Western blotu.
Potencial vyuziti metody SPR Ize spatfovat v rychlosti a citlivosti analyzy, ktera
navic nevyzaduje purifikaci dehydrini a vlastni analyza je finanéné nenarocCna.
Limity pak pfedstavuje pozadavek na specifické pfistrojové vybaveni a dostupnost
protilatky. Predkladana metodika pak popisuje vSechny kroky analyzy od kultivace
rostlin, odbéru vzorku, izolaci bilkovin po vlastni SPR analyzu tak, aby bylo
dosazeno optimalniho vysledku.

Popis uplatnéni metodiky

Vyuziti metodiky pro detekci a kvantifikaci stresovych proteint, napf. dehydrinu je
mozné ve Slechtitelskych laboratofich ¢&i v laboratofich, které se zabyvaji
molekularné-biologickymi analyzami a detekci proteini. Metodika v prvni &asti
zahrnuje teoreticky uvod do problematiky. V praktické Casti jsou uvedeny pfesné
protokoly od pfipravy odbéru materialu, izolaci bilkovin po vlastni provedeni SPR
analyzy a vyhodnoceni zmén v akumulaci cilovych proteinu.

Tato metodika byla vyvinuta a optimalizovana pro pfesnou a spolehlivou detekci
stresovych proteinl a vybér rostlin s adekvatni reakci na stres. Pravé moznost
cileného vybéru Slechtitelskych materialli 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 postupl z akademickych pracovist
do bézného provozu napf. Slechtitelskych laboratofi.
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UzZivatelé metodiky jsou vyzkumna pracovisté, laboratofe Slechtitelskych firem,
které mohou dle svych Ilaboratornich moznosti vyuzit analyzy rezonance
povrchového plazmonu pro rozSifeni portfolia svych postupu a sluzeb. Metodika
bude uplatnéna prostfednictvim biotechnologické 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 dadsledku 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 maku setého je nutné pro selekci genotypu maku s odliSnou strategii
adaptace na sucho tfeba najit vhodny nastroj, ktery by umoznoval relativné rychly
a levny, ale spolehlivy vybér rostlin/genetickych zdroji s vysSi toleranci
k abiotickému stresu suchem.

Metoda SPR (surface plasmon resonance, rezonance povrchového plasmonu) jako
moderni opticka metoda pro studium nativnich proteini ve velmi nizkych
koncentracich, a to i za pfitomnosti jinych latek, je vhodnou volbou pro skrining
Slechtitelskych populaci a vybér cilovych genotypd.

Pomoci navrzeného metodického postupu Ize objektivné vyhodnotit akumulaci
stresovych proteinu a selektovat genotypy maku s odliSnou strategii adaptace na
sucho. Pravé moznost cileného vybéru Slechtitelskych materialt 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.

Pro provedeni analyz je potfebné disponovat vybavenou molekularné-biologickou
laboratofi, kde kliCovym pfistrojovym vybavenim je pfistroj pro provedeni SPR
analyzy. Naklady na analyzu pak predstavuji pofizeni Cipu a protilatky vaci
detekovanému proteinu. Ostatni naklady na pufry jsou na velmi nizké urovni.
Typova cena analyzy je pak na urovni 1000 K¢&. K této cené je nutné zapoditat
naklady na pofizeni pfistrojového vybaveni, odpisy a energie. Pro molekularné
biologickou laboratof uvedeny metodicky postup mulze znamenat zajimavé
rozSifeni portfolia nabizenych sluzeb a ekonomicky pfinos v podobé zisku
z provadénych analyz. V SirSim kontextu pak zcela zasadnim pfinosem pro
Slechtitelské pracovisté je novoSlechténi/odrida s vySsi toleranci k abiotickému
stresu suchem.
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