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Seznam zkratek:

ABA — kyselina abscisova (abscisic acid)

IAA — auxin (indoleacetic acid)

ET — ethylen

ROS - reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)
ROL - radialni ztraty kysliku (radial oxygen lost)

PDC — pyruvat dekarboxylaza

ADH - alkohol dehydrogenaza

LDH - laktat dehydrogenaza

MRI — magneticka rezonance (magnetic resonance imaging)
PET — pozitronova emisni tomografie

CT — pocitatova tomografie (computer tomography)
NO* — dusi¢ny anion

NO? — dusi¢naty anion

Fe’" — Zelezity kation

Fe?* — Zeleznaty kation

SO* — sirovy anion

H>S — sulfan



Abstrakt

V soucasné dob¢ dochazi v souvislosti s globalni zménou klimatu ke znacnému nartistu varia-
bility lokalnich klimatickych podminek a vyznamnym vykyvim pocasi. Tyto vykyvy vedou
mimo jiné i k nadmérnému zaplaveni, které patii k nejvyznamnéjSim abiotickym stresovym
faktortim, s nimiz se rostliny musi umét vypotadat, aby nebyl negativn€ ovlivnény jejich rust,
vyvoj, pozadavky na kvalitu a produkci. Proto musi byt Slechtitelské postupy orientovany na
hledani a tvorbu genotypt, které budou odolné i za takovychto neptiznivych podminek pésto-
vani a nebudou ovlivnény jejich kvalitativni ani kvantitativni produk¢ni charakteristiky. Sou-
casné Slechtitelské programy proto musi byt orientovany na vyuzivani novych metodickych
piistupt, které umozni podstatné zrychlit selekci takovychto genotypt. Jedna se predevsim o
vyuziti poznatkti molekularni genetiky a jejich propojeni se spolehlivym a komplexnim vy-
hodnocenim fenotypti (fenotypizace). U¢inna a nepfili§ naroéna fenotypizace by pak umoziio-
vala selekci perspektivnich, v ptipad¢ abiotickych stresovych faktort, odolnych genotypt. Fe-
notypizace predstavuje vyznamny nastroj k charakterizaci znakti v zavislosti na konkrétnich
podminkach a umoziuje hledani novych odrid s pozadovanymi vlastnostmi.

Klic¢ova slova: zaplaveni, hypoxie, molekularni Slechténi, fenotypizace,



Abstract

Currently there is a significant increase in variability of local climatic conditions and significant
weather fluctuations in the context of global climate change. These fluctuations direct, except
other things, to excessive flooding, which is one of the most important abiotic stress factors that
plants must be able to cope with in order not to adversely effect their growth, development,
quality and production requirements. That is why breeding practices must be directed towards
the search and genotyping, that will be resistant even under such unfavorable growing conditi-
ons and will not affect their qualitative and quantitative production characteristics. Current bre-
eding programs must be therefore oriented towards the using of new methodological attitudes
that will make it possible to significantly accelerate the selection of such genotypes. It is mostly
about using knowledge of molecular genetics and their interconnection with reliable and com-
plex evaluation of phenotypes (phenotyping). Effective and not very demanding phenotyping
with the help of selection of prospective, in the case of abiotic stress factors, resistant genotypes.
Phenotyping is an important tool for characterization of traits depending on specific conditions
and enables searching for new varieties with the requiredcharacteristics.

Key words: waterlogging, flooding, molecular breeding, phenotyping
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1. Uvod

Mezi nejvyznamngjsi abiotické stresové faktory, kterym jsou rostliny mnohdy opakované vy-
staveny, patii nadmémé zaplaveni. Kazdoro¢né je zaplaveni vystaveno 17 milionti km? zem-
ského povrchu, roste pocet zaplav (Obr. 1) a zplisobené skody predstavuji zhruba 60 miliard
eur (cca 1 500 miliard korun) (www.dartmouth.edu/~floods/Archives/2005sum.htm). V di-
sledku klimatickych zmén a globalniho oteplovani se narusuje i globalni vodni cyklus. Udava
se, ze pii otepleni o 2-3 °C se cyklus zintenzivni o 16-24 %, coz zpusobi siln¢jsi evaporaci
vlahy ze zemského povrhu, ale na druhou stranu 1 vetsi spad srazek (v zavislosti na geografic-
kych podminkach) (Durack et al., 2012). Suché¢ oblasti se tak budou stavat sussimi a naopak
oblasti s vétsim mnozstvim srazek budou vice postizeny desti (Voesenek & Sasidharan, 2013).
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Obr. 1: Celosvétové srovnani poctu zdaplav mezi lety 1970-2016. Cervené jsou oznaceny nedostatecné nahldsené
uddalosti, modre ovérené. Je mozné pozorovat trend v narustajicim poctu udalosti. Prevzato a upraveno podle
Paprotny et al., 2018.

Hlavni pfi¢inou zéplav jsou dlouhotrvajici intenzivni desté (Obr. 2), kdy se voda nevsakuje,
neodtékd a zistava na povrchu pldy. Jeji piebytek tak ptfimo (porosty poléhaji, jsou poskozené
od tekouci vody) ¢i nepiimo (nédsledna hypoxie, rozvoj houbovych a bakteridlnich chorob) po-
Skozuje zeméd€lské porosty a vynosy. V soucasné dobe populacniho rlistu a omezené expanze
zemédelskych ploch je tedy nutné vytvaret odolné kultivary a odridy nejen k zaplaveni, ale 1
dalsim stresovym faktorim. Proto se klade diraz na rozvoj a vyuziti na modernich
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technologickych postupti, které¢ dovoluji rychlou a ucinnou produkei novych odolnych odrad
kulturnich rostlin.
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Obr. 2: Shrnuti hlavnich pricin zaplav/povodni v celosvétovém méritku. Na ose x mnoZstvi pripadii, na ose y typy
uddalosti Prevzato a upraveno http://www.dartmouth.edu/~floods/archiveatlas/cause.htm

Cilem mé bakalaiské prace bylo shrnout zmény spojené s nadbytkem vody v okoli rostliny a
jejich dopad na vyvoj a rist rostlin. Najit potenciondlni cile, na které se da béhem Slechténi
zaméfit a shrnout metody, které umoziuji rychlé a cilené Slechténi. Déale shrnout a porovnat
metody ucinné selekce na odolnost vii¢i nadmérnému zaplaveni pomoci fenotypizace.
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2. Vliv nadmérného mnozstvi vody na rostliny

V pribehu ontogeneze jsou rostliny vystavovany riiznym abiotickym, biotickym a antropogen-
nim stresovym faktorim. Abiotické faktory pfedstavuji zmeény v ramci nezivé slozky biosféry,
tedy ptdy, vody, vzduchu a pocasi. Jedna se o stres chladem nebo mrazem, zasolenim, suchem,
zaplavenim, vysokou teplotou ¢i zménou ozarenosti. Pisobi obvykle delsi dobu a ¢asto kombi-
novang (naptiklad zasoleni a nedostatek vody, nebo silné ozafenost a vysoka teplota). Biotické
faktory ptedstavuji ptsobeni ostatnich zivych organizmii, jako jsou Skiidci a houbové, bakteri-
alni a virové rostlinné patogeny. Antropogenni faktory vznikaji jako nasledek piisobeni lidské
¢innosti a jedna se naptiklad o Skodliviny v ovzdusi a kyselé deste. V dnesni dobé¢ klimatickych
zmén predstavuje jeden z nejvyznamnéjSich stresovych faktorti sucho, nebo naopak premira
srazek a nasledné zaplaveni pudy (v zavislosti na geografickych podminkéch). Zaplaveni vSak
neni jen o hypoxii, ale jednd se o mnozstvi zmén, které¢ dohromady piedstavuji vyrazny stresovy
faktor pro rostliny. Na rostlinu pfi tom piisobi na vice urovnich, kterym se budu déle vénovat.

2.1.Vliv zaplaveni na vlastnosti pudy

Za normalnich podminek ma piida idedln€ drobovitou strukturu, coZ umoziuje pohyb plyni a
vody a rostliny jsou zasobovany optimalnim mnozstvim kysliku. Tento stav ozna¢ovany jako
normoxie muZze byt naruSeny napft. utuzenim pudy z divodu nevhodnych agrotechnickych po-
casto dochazi k prekroceni polni kapacity pidy, tedy maximalniho mnozstvi vody, které je ptida
schopna vsaknout. Zalezi pii tom na struktuie (uspotadani ptdnich ¢astic), geologickém pod-
lozi (vrstva hornin pod vrstvou pudy), geografii (konkrétni lokalizaci plochy) a slozZeni ptudy
(konkrétni podil jednotlivych sloZek plidy). V disledku toho se piidni profil zaplavuje a dochézi
ke zménam pidni struktury, které vedou k hypoxickym (sniZeni mnozstvi kysliku), popf. az
anoxickym (naprosty nedostatek kysliku) podminkam. Podle toho, jak zdvazné je zaplaveni, 1ze
rozlisit ti1 pidni stavy: zamokfeni (Spatné odvodnéni a hromadéni vody, voda nepiesahuje ro-
vinu pudy), zaplaveni (naptiklad vyliti vody z biehii fek a nadrzi pti povodnich a dlouhotrvaji-
cich destich, hladina pfesahuje rovinu piidy) a zatopeni (ptida je periodicky nebo dlouhodobé
ptirozené pod vodou).

Pti zaplaventi je rostlina stresovana, ale podminky, ve kterych se nachéazeji kofeny a pryt nejsou
totozné. V pudé dochazi ke zméné pidniho mikrobiomu, kdy z poc¢atku dochdzi k rapidnimu
ubytku kysliku stdvajicimi aerobnimi bakteriemi (pfi dlouhotrvajicim zaplaveni az do stavu
anoxie). V pudé pak ptevladnou anaerobni bakterie a prvoci, kteti vyuzivaji jako zdroj energie,
¢i finalni akceptor elektronti v metabolismu, jiné alternativni zdroje neZ kyslik. Metabolizuji
napiiklad NO* (na NO?), Fe’* (na Fe?"), SO* (na HS) a vétsina produkti téchto alternativnich
zpiisobll metabolismu pilisobi na rostliny toxicky. Mikroorganismy za anaerobnich podminek
produkuji naptiklad kyselinu octovou a maselnou, coZ vede k inhibici rastu rostlin. Uvoliiuji se
také toxické kovy, jako napf. hlinik (Ponnamperuma, 1972). Soucasné se zménou mikrobiomu
se snizuje pudni pH, redoxni potencial a dochazi i k omezeni pifijmu zivin (Dat et al., 2004).

Difuze plynt je ve vodnim prostfedi az 10 000% pomalejsi v porovnéani se vzduchem (Colmer,
2003). To je pti¢inou hromadéni metabolith a plyni (CO2, ET) v pletivech koteni, které maji



omezenou difuzi do vodniho prostiedi a vyrazné se tak méni vnitini obsah plynti. Také dochazi
k formovani ROS, kviili nerovnovaze v organismu (Voesenek & Sasidharan, 2013). Mnozstvi
kysliku z&visi 1 na hloubce ptidniho profilu, kdy v nejsvrchnéjsi vrstvé miize probihat difuze,
ale hloubéji uz se kyslik nedostava.

Béhem zaplaveni dochézi tedy k ubytku kysliku, hromadéni ethylenu a nartistu reaktivnich fo-
rem kysliku. Pokud zaplaveni ptetrvava a kysliku stale ubyva, hypoxie se mize zménit na
anoxii, tedy na naprosty nedostatek kysliku (Hossain & Uddin, 2011).

2.2. Vliv zaplaveni na koreny

Kofeny rostlin nejsou ve vétsing piipadi fotosynteticky aktivni a moznost doplnit v nich kyslik
timto zptisobem je tak vyloucena. Jsou tedy zavislé na jeho difuzi z okoli a z prytu (Voesenek
& Sasidharan, 2013). Rostlina navic ztraci kyslik radialni difuzi do okoli kotenti, kde ho oka-
mzité vyuziva pudni mikrobiom. Bariéra proti ROL se nachazi hlavné v bazalni zon¢€ kotene a
je tvofena suberinem. Suberin je organicky biopolymer, ktery je hydrofobni a rostliny jej ukla-
daji do bunécnych stén, ¢imz mizou pozmenit jejich vlastnosti (hlavné propustnost pro vodu a
v ni rozpusténé latky). Kromé ztrat kysliku ale brani i1 pfijmu plynti (CO2, CH4, ET) a potenci-
alné toxickych prvki (redukované ionty kovl), které vznikaji v zaplavené ptud¢ ale také vody a
zivin. Spolu s aerenchymem se pak podileji na zvySeni mnozstvi kysliku, ktery je schopen do-
putovat ke kotenové Spic¢ce (Colmer, 2003). Absence bariery proti ROL v kofenové Spicce vsak
umoziuje okyslicovat jeji rhizosféru (nejblizsi okoli povrchu kofene) a tim snizovat toxicitu
anoxickych pud a zaroven zasobuje ptidni mikrobiom kyslikem a redukuje tak kompetici o né¢j
(Brownlee, 1994). Novy kofen ma pak vétsi schopnost pronikat do anaerobniho substratu.

Pokud neptiznivé podminky pietrvavaji, dochazi k uduseni kotenti. Poskozeni za¢ina od kote-
novych vlaski, nakonec odumira celd kofenova soustava. Tim se omezuje piijem vody a Zivin,
coz ovlivituje 1 nadzemndi Cast rostliny, kterd vadne. Kone¢nym dasledkem je smrt rostliny.

2.3. Vliv zaplaveni na pryt

Pokud je mnoZstvi vody takové, Ze je zaplaven 1 pryt rostliny (naptiklad v kulturach ryze, nebo
v ptirozen€ se zaplavujicich ekosystémech) stresové podminky nejsou tak silné, jako v ptipadé
zaplaveni pidy. Oproti kofeniim, které jsou po zaplaveni v anoxickém bahné¢, je fotosynteticky
aktivni pryt jen ponofen pod vodou, a miize tak v omezené mife dochazet k vymeéné plyni.
V zévislosti na ¢istoté¢ vody miize svétlo pronikat k listim a probiha fotosyntéza. V piipade, ze
je voda bahnita ¢i jinak znecisténd, ¢astice necistot brani pronikani svétla, pokryji listy rostlin
a fotosyntéza je siln¢ nebo zcela znemoZnéna. Kyslik je také dopliovan difuzi z atmosféry a
jeho koncentrace klesa od povrchu do hloubky. Mira fotosyntézy, a tedy mnozstvi endogenniho
kysliku dale zavisi na morfologii listu, dostupnosti CO2, poméru respirace a fotosyntézy, pii-
tomnosti vzduchové vrstvy kolem listu a také mnozstvi kysliku v okolni vodé. Pryt se navic
muze prodlouzit (at’ uz se prodlouzi stavajici organy, nebo pfiroste nova ¢ast prytu) a dostat se
tak nad vodni hladinu, kde mliZe normélné€ dochdzek k vyméné plynt a fotosyntéze. Nadzemni
cast tedy obvykle netrpi primarné anoxii, ale jen mirnou, nebo dokonce zadnou hypoxii (v pti-
padé, ze voda zaplavi jen kofeny) a mize zdsobovat kofeny kyslikem, ktery difunduje ptes
pletiva k mistu spotieby (Voesenek & Sasidharan, 2013). U rostlin neexistuje specificky
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mechanismus transportu kysliku, jako naptiklad u obratlovcti pomoci hemoglobinu, a jsou tak
odkézané jen na jeho difuzi.

2.4. Vyznam ethylenu pfi zaplaveni

Plynné latky maji pfi zaplaveni problém voln¢ difundovat do okoli. Ethylen, ktery vznika ve
vSech rostlinnych bunikach z prekurzoru ACC, ma jesté mensi schopnost difuze nez kyslik
(Stiinzi and Kende, 1989). Prvotnim signalem pro nartst mnozstvi ethylenu je pokles koncen-
trace kysliku v pletivech po zaplaveni. V dusledku omezeni volné difuze plynt pfi zaplaveni
ethylen neunika snadno do okoli, rychle se hromadi v pletivech kofene a pouze v mensi mite
se nasledn¢ dostava do prytu. Difuzi usnadiiuje aerenchym, jehoz vznik je indukovany ethyle-
nem. Zaroven vys$i hladina ethylenu autokatalyzuje jeho vlastni produkci (Jackson, 1985).
Jedna se tak ¢asto o jeden z prvnich a hlavnich signalli na zaplaveni, dalSimi signély jsou naru-
Seni rovnovahy mnozstvi Oz, CO; a narust ROS (Voesenek & Sasidharan, 2013).

Syntéza ethylenu je zvySena jiz n¢kolik minut po zaplaveni (Bragina et al., 2003). Reakce vy-
chazi z methioninu a ptes S-adenosylmetionin vznikd ACC (Obr. 3). Klicovymi enzymy bio-
syntézy ethylenu jsou ACC syntéaza, ktera je produkovana béhem nékolika hodin ptsobeni hy-
poxie a ACC oxidaza (He et al., 1996). Pii anoxii je ale posledni krok syntézy inhibovan, pro-
toZe pro prub¢h reakce je potieba alespoit malé mnozstvi kysliku, diky kterému ACC oxidaza
muze ACC oxidovat a dat tak vzniku ethylenu (Arc ef al., 2013).

Methionin

ATP )
)l SAM syntetéaza
PPI + P

S-AdoMet

1ACC syntaza

ACC

0O, s s
ACC oxidaza
CO, + HCN

C,H,

Obr. 3: Schéma syntézy ethylenu. Klicovy je posledni krok, kdy je ACC oxidovano ACC oxidazou. Bez pritom-
nosti kysliku nemuze dojit k oxidaci a biosyntéza je narusena. Prevzato a upraveno podle Arc et al., 2013.

ZvySené mnozstvi ethylenu ovliviiuje strukturu plazmatickych membran, kdy se snizuje jejich
integrita, permeabilita, snizuje se mnozstvi lipidd (hlavné fosfolipidil), membrana zacina
invaginovat a tvoifi se vesikuly (Bragina et al., 2003, Voesenek & Sasidharan, 2013).
Cytoplasma se pak okyseli, aktivuji se protéazy a hydrolytické enzymy (primarné fosfolipazy)
a dochazi k hydrolyze cytosolu (Voesenek & Sasidharan, 2013). Byly zjiStény zmény konden-
zace chromatinu, fragmentace DNA a vznik oligonukleosomélnich fragmenti a vytvareni
shlukl organel obalenych membranami (Gunawardena et al., 2001). Pokles parcidlniho tlaku
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kysliku a zvySena produkce ethylenu poté aktivuji dalsi hydrolytické enzymy (pektinazu a xy-
lanazu) a po n€kolika dnech i celulazu, které se podileji na degradaci bunéénych stén. Ta zacina
rozlozenim pektinu, pokracuje hydrolyzou arabinoglukuronoxylani a kon¢i rozkladem celu-
16zy pomoci specifickych celulaz (Bragina et al., 2003). Tyto procesy vedou k programované
bunééné smrti nékterych bunek kortexu a ke vzniku intracelular v parenchymu a umoziuji tak
formovani aerenchymu (Ni et al. 2019).

Zvysené mnozstvi ethylenu ovliviiuje kromé vyse uvedenych procesti také produkcei rastovych
hormont, které reguluji rist a vyvoj rostlin béhem zaplaveni. Inhibuje tvorbu ABA a zvySuje
mnozstvi GA a IAA. Tim umoziuje tvorbu adventivnich kofenl a také degradaci zasobnich
Skrobti (ABA inhibuje, GA aktivuje degradaci) a zvysuje tak mnozstvi glukozy pro nasledny
rust. GA dale také stimuluje bunky k dlouzivému rtstu, coz se uplatni hlavné v piipadé, ze je
zaplaven pryt. DlouZivym rlstem bunck se stdvajici orgdny prodlouzi a rostlina se tak mize
dostat nad hladinu, kde dochazi k snadnéj$i vyméné plynti. Naopak ethylen inhibuje dlouzivy
rast kofent. Déle zvySuje produkci ROS v bunikach epidermis, ¢imz zpUsobi jejich smrt a
usnadni tak pronikéni novych adventivnich kofend. Tyto zmény jsou piijimany jako obecné
znamé a jejich detailngjsi rozbor neni cilem této prace.

2.4.1. Aerenchym

Aerenchym je typ rostlinného pletiva odvozeny od parenchymu. Obsahuje velké mezibunécné
prostory, které umoznuji vyménu plynti (Brownlee, 1994). U vétSiny mokiadnich rostlin tvori
znacnou ¢ast objemu kofene a zvysSuje tak porozitu az o 55 %. Tim je umoznéna vyména
plynt bez odporu prostiedi, kdy je kyslikem zasobovan kotfenovy systém a CO., ET jsou pies
pryt uvoliiovany do atmosféry (Colmer, 2003). Aerenchym navic umoziuje ventilaci plyni,
které vznikaji v zaplavené piidé a hromadi se v kofenech a v rhizosféfe jako CO2, CHs a ET
(Brownlee, 1994). Difuze je v tomto pifipad€ hlavni hnaci silou pro vyménu plynt, avSak né-
které mokfadni rostliny s listy plovoucimi, ¢i rostoucimi nad vodni hladinou dokézi vytvofit
ve stoncich a oddencich priitokovy tlak (through-flow pressure). Diky tomu dokézou zvysit
zasobeni zaplavenych organt kyslikem (Colmer, 2003).

Aerenchym se miZe formovat pii zakladani kofene, ¢1 miiZze vznikat uz ve stavajicich kote-
nech (Hossain & Uddin, 2011). Formuje se bud’ pfirozené béhem vyvoje (vodni rostliny),
nebo az kdyz je to pro rostlinu vyhodné, ¢i dokonce nutné. Podle zptisobu vzniku pak rozlisu-
jeme schizogenni a lyzigenni aerenchym (Obr. 4).

Schizogenni aerenchym vznika tak, Ze béhem riistu kotfene stavajici buniky za¢nou rist roz-
diln¢ a oddé€luji se jedna od druhé v oblasti sttedni lamely. Dochazi k rozvolnéni struktury
pletiva a vzniku mezibunéénych prostor, které se dale spojuji a zvétSuji. Vysledkem je pletivo
s organizovanou strukturou. Tento typ aerenchymu se vyskytuje pfirozen¢ u mnoha druhii
moktadnich rostlin, jako naptiklad u Rumex sp. (Brownlee, 1994).

Lyzigenni aerenchym vznika tak, Ze bunky kortexu podstoupi programovanou bunécnou smrt,
aby mohly vzniknout potfebné mezibunécné prostory (Brownlee, 1994). Nékteré bunky vSak
musi ziistat zachovany kvili rozvodu Zivin symplastem a apoplastem, ale také kvili zajiSténi
mechanické integrity kotfene. Vysledkem je méné organizovana struktura pletiva (Drew &
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Fourcy, 1986). Lyzigenni aerenchym lze pozorovat u mnoha kulturnich rostlin, jako jeCmen
(Arikado & Adachi, 1955), pSenice (Trought & Drew, 1980), ryze (Justin & Armstrong,
1991) a kukuftice (He et al., 1996a).

Nékteré druhy rostlin, jako naptiklad Saggitaria lancifolia tvoti oba typy aerenchymu v zavis-
losti na typu pletiva (Schussler et al., 1997).

A

‘1
bri_

Obr. 4: Obrazek ukazuje 2 hlavni typy aerenchymu. Jednda se o pricné rezy korenem a) ryze s lyzigennim aeren-
chymem, b) korenem Stoviku se shizogennim aerenchymem. Prevzato z Voesenek et al., 2006.

2.4.2. Zmény metabolismu pri zaplaveni

Vyssi rostliny jsou sesilni organismy, nejsou tedy schopné pfemistit se ze svého stano-

visté v pripad¢ vystaveni nepfiznivym podminkam. Vyuzivaji tak strategii ,,sit and wait™ kdy
se zpomali rust a vyvoj, Setfi energii, nasyntetizované zasobni latky a vyckavaji, dokud ne-
pfiznivé podminky nepominou (Bailey-Serres & Voesenek 2008; Colmer & Voesenek 2009).

Rostliny za normalnich podminek vyuzivaji aerobni drahu pro produkci energie, ktera zahr-
nuje Krebsiv cyklus a oxidativni fosforylaci a vychazi z glykolyzy. Pii nedostatku kysliku se
ale Krebstiv cyklus a oxidativni fosforylace zablokuje a rostlina musi pfejit na anaerobni zis-
kavani energie (Davies, 1980). Jednou z prvnich reakci je snizeni potieby kysliku, utlumenim
metabolismu a zpomalenim az zastavenim riistu. Omezuje se respirace, a klesa produkce ATP
oxidativni fosforylaci. Utlumeni aerobniho metabolizmu vede k aktivaci anaerobniho metabo-
lismu a pottebné ATP vznika substratovou fosforylaci (Fukao & Bailey-Serres, 2004). Napfi-
klad u pSenice se aktivuji enzymy spojené s fermentacnimi drahami a glykolyzou, zvySuje se
mnozstvi rozpustnych sacharidii a zapojuji se 1 antioxida¢ni mechanismy, které chrani rostlinu
pied oxidativnim poskozenim (Hossain & Uddin, 2011). Vyznamné jsou tedy fermentacni
dréhy (Obr. 5), které dokazou poskytnout zdroje energie bez potieby kysliku. U rostlin jsou to
hlavné ethanolova a laktatova. Dale jeste jedna specificka draha, kterd produkuje alanin z glu-
taminu a pyruvatu. Aktivaci téchto procesti dochézi k okyselovani cytosolu kyselinou



mlécnou, coz ma spolu s hromadénim ethanolu negativni vliv bunécné procesy a na riist a vy-
voj rostlin (Dennis et al., 2000).

Glykolyza je proces, ktery je aktivni jak pfi aerobnich, tak anaerobnich podminkach. Avsak
pii nedostatku kysliku se zvySuje mnozstvi spotfebované glukozy na tkor produkovaného
ATP (Mocquot et al., 1981). Je také nutno zajistit recyklaci NADH. Za normalnich podminek
k tomu dochazi v mitochondriich, ale pfi hypoxii musi buiika pfejit na alternativni zptsob po-
moci laktatové a ethanolové fermentace.

Sugar (1 Glucose)

+0, -0,
2 Acetal CoA |« 2 Pyruvate f————=| 3 Acetaldechyde
PDC
v
-0,
e ]
LDH G Fermentation 2 Appy
Oxydative
phosphorylatio

\d \d
6C0,, 6H,0 2 Lactate 2C0,, 2 Ethanol
38ATP (Net) 2ATP (net) 2ATP (net)

Obr. 5: Tri hlavni drahy ziskavani energie: glykolyza, ktera poskytuje pyruvat pro aerobni (Krebsitv cyklus a
oxidativni fosforylace) i anaerobni drahy (laktatova a ethanolova fermentace). Prevzato z Hossain & Uddin, 2011.

Nizky pomér ATP/ADP ma vliv i na dalsi biosyntetické drahy spojené se spotiebou ATP, ja-
kymi jsou napiiklad tvorba aminokyselin, sachardzy, lipidd, proteint a Skrobu (Geigenberger,
2003, Hossain & Uddin, 2011).



3. Molekularni Slechténi rostlin

Slechténi rostlin dnes predstavuje soubor metod a technik, které umoziiuji cilevédomé vytvaiet
nové¢ odridy rostlin s vhodnéjsimi vlastnostmi, popiipad¢ zlepSovat ty stavajici. Uplatiuje se
nejen u hospodaisky vyznamnych i okrasnych rostlin. Hlavni pozornost je v tomto sméru sou-
sttedéna zejména na zvyseni odolnosti rostlin vii¢i stresovym faktorim, zvyseni vynosu, zlep-
Seni stavajicich vlastnosti ¢i vznik novych pozadovanych vlastnosti.

3.1. Klasicky pristup Slechténi rostlin

Domestikace rostlin zapoc¢ala zhruba pied 5000—10000 lety a béhem tohoto procesu se z divoce
rostoucich predchiidct postupné stavaly dnes znamé kulturni rostliny. Z poc¢atku ¢cloveék jen
vybiral z populace rostliny s vhodné&j$imi znaky (nerozpadavy klas, vétsi semena, lepsi rist),
jejichz semena opét vysel a vzeslé rostliny dale kultivoval. Uplatiovaly se tak spontanni mu-
tace, které tyto nové vlastnosti podminovaly, ale chybély znalosti piesné genetické determinace
a zakonitosti prenosu znaki ve sledu generaci. Klasické metody byly zalozeny na vybéru, kdy
se z populace cilené vybraly rostliny s novou, ¢i lepsi vlastnosti a jejich kiizeni bylo cileno na
kombinovéni vhodnych znakt. Zakladem bylo kfizeni vnitrodruhové, ale je mozné kiizit 1 me-
zidruhové (triticale, druh vznikly kiiZenim pSenice a Zzita). Intenzivni rozvoj vnitrodruhové a
mezidruhové hybridizace a nésledné Slechténi vedlo k vytvotfeni mnoha novych kultivart (od-
rid) i novych druhti s kombinaci pozadovanych znakii. Spontanni, ¢i indukovana mutageneze
spociva ve zmeéné genotypu, ktera se dédi dale na potomstvo. Spontanni mutace jsou nahodné,
indukované jsou cilené s vyuzitim riznych mutagenti. Vybér mutantnich rostlin po spontanni
nebo cilené mutagenezi je opét nasledovan kiizenim a dalSim vybérem a Slechténim. Také po-
lyploidizace jak spontanni, tak indukovana se fadi k vyznamnym klasickym ptistuptim Slech-
téni rostlin. Zvyseni poctu chromozomovych sad v buiice mohlo vést ke zvétSeni objemu buiiky
a nasledné celé rostliny.

Vytvofit novou stabilni odridu s pozadovanymi vlastnostmi trvd konven¢nimi metodami 10-
20 let, v z&vislosti na druhu rostlin. Proto v dnesni dobé& vaznych klimatickych zmén a popu-
la¢niho rlstu je vyuzivani klasickych metod nedostatecné. Roste tak vyznam moderniho §lech-
téni, které predstavuje soubor technik a metod umoziujici cilené manipulovat s genetickym
materidlem a pracovat s rostlinami na buné¢né trovni.

3.2. Vyuziti modernich metod Slechténi

Jak bylo jiz uvedeno vyse, konvencni metody Slechténi rostlin nejsou v soucasné dob¢ optimalni
a dostacujici jak z casového hlediska dosazeni Slechtitelskych cild, tak i z hlediska soucasnych
pozadavkl na nové kultivary/odridy. V poslednich dvou desetiletich se ve vétsi mife zacaly
vyuzivat metody a postupy souhrnné ozna¢ované jako netradi¢ni, nekonvencni nebo také mo-
derni Slechténi. Jedna se o komplex biotechnologickych a molekularné biologickych technik,
mezi které patii mikropropagace in vitro, techniky s vyuzitim haploidnich rostlin, fuze proto-
plastti, selekce na bunécné urovni, produkce umélych semen, vnaseni cizorodych genti do ge-
nomu kulturnich rostlin, genetické mapovani a selekce na trovni molekularnich markert. Mezi
metody umoziujici pfimou manipulaci s genetickym materidlem, kterym se budu déle



detailnéji vénovat, se fadi transformace pomoci agroinfiltrace a biolistiky. Jedna se také o nej-
Castéji pouzivané metody vyuzité pti tomto zpisobu slechténi (Walker, 2014). V soucasné dobe
se ve Slechténi rostlin zafind vyuzivat perspektivni metoda editace genomu pomoci
CRISPR/Cas9.

3.2.1. Agroinfiltrace

Metoda je zaloZena na vyuziti zivotni strategie bakterie druhu Agrobacterium tumefaciens.
Jedna se o gramnegativni bakterii, kterd parazituje v pletivech mnoha druht rostlin. Po infekci
bakterie pfenese do bunck Ti-plazmid, ktery je poté zaclenén do genomu hostitelské rostliny.
hormonti (auxiny a cytokininy) a opint (typ aminokyselin). Nadprodukci hormont vznikaji na-
dory, kde jsou také syntetizovany opiny, které bakterie vyuzivaji pro sviij metabolismus (Hoe-
kema ef al., 1983; Zupan & Zambryski 1995).

Samotny Ti-plazmid ma nékolik ¢asti; ORI, virulentni oblast, T-DNA kodujici oblast (zajistuje
syntézu fytohormontl a opinil), hrani¢ni oblasti kolem T-DNA oblasti, oblast pro konjugativni
transfer a oblast pro katabolismus opint. Nejdilezitéjsi je virulentni oblast, které zajistuje vys-
tépeni, prenos a integraci T-DNA do genomu rostlinné bunky (Christie 1997; Pacurar ef al.,
2011). V T-DNA pak lze vytadit geny zodpovédné za rist nddorl a misto nich vlozit kazetu
obsahujici pozadovany gen za vzniku rekombinantniho Ti-plazmidu, ktery lze vyuZit pro trans-
formaci rostlin a selekci transgenni rostliny. I pfesto, ze ptfiprava rekombinantniho plazmidu,
jeho vneseni a zaclenéni do genomu hostitelské rostliny predstavuje mnohastupiiovy proces,
jsou vypracovany a uspésné vyuzivany zéakladni standardizované postupy, které jsou dale mo-
difikovany v zavislosti na rozvoji technik, vyt€éeném cili i rostlinném druhu. Jednou z moZnosti
je injekéni agroinfiltrace, kdy se pomoci malych jehel rozrusi vrstva epidermis. Nasledné je pak
jehlami vstfiknuto médium do mezofylu listu, kde pak dochézi k agroinfiltraci. Vakuova agro-
infiltrace je zaloZena na inkubaci rostlinné tkdn€ v mediu za snizeného tlaku, ¢imz dochazi
k pronikani bakterii do pletiv rostliny (Chen ef al., 2014). Dal$i metodou, ktera je vyuzivana
hlavné u 4. thaliana, je namaceni poupat (floral dip) na par minut do media s bakteriemi, coz
vede k modifikaci samicich gamet, a ke zménam v germindlni linii (Zhang et al., 2014).

Pomoci agroinfiltrace bylo pfipraveno napiiklad transgenni rajce (Solanum lycopersicon) s bak-
teridlni ACC-deaminazou, které také vykazovaly lepsi schopnost zvladat zaplaveni a naslednou
hypoxii kofentl v porovnani s kontrolou (Grichko & Glick, 2001). Také transgenni ryze s askor-
bat peroxidazou z lilku (Solanum melongena, Sm) jejiz semenacky poté projevily silnou odol-
nost k zaplaveni, oxidativnimu poSkozeni rostly rychleji nez nemodifikované rostliny (Chiang
& Chen, 2014).

3.2.2. Biolistika

Metoda zvana také ,,Gene gun® je zaloZena na nastfelovani bunék biologicky inertnimi parti-
kulemi s vazanou DNA, kterd se uvolni a zacleni do genomu hostitelské bunky. Jedna se o
perspektivni, v soucasné dobé pomérné rozsitenou metodu transformace rostlin. Partikule jsou
ze zlata, wolframu, popf. jinych téZkych kovl (nebo jejich oxidh), uhlikové ¢i magnetické (Nair
et al., 2010). Vyuzivaji se i1 kfemicité nanoparticule (silica nanoparticle), které maji velky

10



povrch, tvoii malé péry v membranach, ale u rostlinnych bunék maji problém s pronikanim
bunécnou sténou (Torney et al., 2007). Nejprve jsou zvolené Castice obaleny DNA naseho za-
jmu a pod tlakem helia nastfelovany do bunck. V malém procentu ptipadt dojde k zasazeni
jédra a zaclenéni DNA do genomu (Iwasaki, 2018). Metodu je mozné vyuzit také ke genetické
modifikaci mimojaderné DNA (plastidové, ¢i mitochondrialni).

Biolistikou se podafilo pfipravit transgenni kukufice s genem pro bakterialni hemoglobin (z
gram-negativni aerobni bakterie rodu Vitreoscilla). Diky hemoglobinu vykazovaly rostliny
lepsi rust pfi indukovaném zaplaveni, ale byla zjiSténa i vyssi aktivita alkohol dehydrogenazy
a peroxidazy (Du et al., 2016). Lepsi odolnost k zaplaveni vykazovala i1 pSenice, u které byl
modifikovan gen pro ethylene responsive faktor (TaERFVII 1) tak, aby byl nepfetrzité expri-
movan. Funkce tohoto genu je znama u modelovych organismu jako A. thaliana, ale konkrétni
vliv u pSenice nebyl dlouho znam (Wei & Zhang, 2019). Navic konstantni exprese u jinych
rostlin se projevila negativné na rtstu ¢i vynosu (Xu et al., 2006, Licausi et al., 2011). U pSenice
vSak navodila lepsi odolnost k zaplaveni bez negativnich dopadl na vynos (Wei & Zhang,
2019).

3.2.3. Transformace pomoci CRISPR/Cas9 systému

CRISPR/Cas9 je nejnovéjsi metodika zavadéna v molekularnim Slechténi, ktera je zaloZena na
adaptivni imunit¢ bakterii a archei vici invazivni virové, ¢i plazmidové DNA. Jedna se o kom-
plex enzymu s endonukledzovou aktivitou a RNA. CRISPR (clustered regularly interspaced
short palindromic repeat) je riznoroda genova rodina, ktera obsahuje kratké repetitivni palin-
dromy (20-50 bazi dlouhé). V lokusu pro CRISPR je pak mezi repeticemi tzv. spacer DNA,
kterou bakterie zaclenila do své genetické informace po dfivéjSim kontaktu s cizorodym vekto-
rem. Nasledné je CRISPR DNA transkribovana na CRISPR RNA (crRNA), ktera se zacleni do
piislusné nukledzy, napiiklad do komplexu Cas9 (CRISPER associted protein). Vznikla crRNA
je kompatibilni s DNA cizorodého vektoru a pokud se v buiice znovu objevi cizorodd DNA,
sparuje se s ptislu¢nou crRNA v Cas9, a ten diky endonukle4dzové aktivité cizorodou DNA roz-
Stépi a inaktivuje (Sorek ef al. 2013).

Pro spravny vznik crRNA jsou dulezité trans-activating crRNA (tracrRNA), které paruji s prv-
nimi pary finalni crRNA. Nejprve je dlouhy transkript pre-crRNA nesouci nékolik verzi crRNA
rozpoznan piisluSnymi tracrRNA. Vznikly duplex je poté naSt€épen RNéazou III a vzniklé hyb-
ridni crRNA;tractRNA jsou zac¢lenény do piislusného Cas9 (Deltcheva et al., 2011, Jinek et al.,
2012, Sorek et al., 2013,). Na cilové DNA je rozpoznavano PAM (protospacer adjacent motifs)
misto, které je nasledné Stépeno ptislusnou Cas endonukleazou. U S. pyrogenes rozeznava Cas9
v PAM misté jen dva nukleotidy, respektive sekvenci 5°-NGG-3°, kdy N je libovolny nukleotid
(Hu et al., 2018). To vzhledem k jejich béznému vyskytu umoziiuje vytvotit mnoho typa
crRNA, kterd navede Cas9 nukledzu na konkrétni misto v genomu a zajist'uje tak univerzalnost
zacileni této metody (Jiang et al. 2013).

Dnes se uz tedy cilen¢ vytvaii hybridni molekula gRNA (guide RNA). Ta vnika spojenim kon-
krétni crRNA (nesouci spacer kompatibilni s cilovou DNA) a tractrRNA (vytvaiejici smycku,
kterou vaze Cas9). Systém je pak ¢asto do rostlinné buniky vnaSen pomoci 4. tumefaciens, jak
bylo uvedeno vySe. DNA je cilen¢ Stépena ve zvolené oblasti. Po Sté€peni dochazi k opraveé
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zlomu, ¢ehoz se da nasledné vyuzit. pro vneseni a zaclenéni kazety s novym, i opraveny ge-
nem. Systém muze byt vyuzit i k inaktivaci gent ¢i indukci mutaci (Jiang et al. 2013).

V soucasné dob¢ se mi v dostupné literature nepodatilo dohledat publikace, v nichz by byly
popsany transgenni rostliny vykazujici zvySenou odolnost k nadmérnému zaplaveni ¢i hypoxii
s vyuzitim CRISPR/Cas9. Uspé&sné vsak bylo vytvofeno mnoho transgennich rostlin, které vy-
kazovaly odolnost k jinym abiotickym, ¢i biotickym stresovym faktoriim, které jsou detailné
popsany ve zcela aktudlni prehledné publikaci (Debbarma ef al., 2019).

3.3. Potencialni cile molekularniho Slechténi na odolnost vii¢i zaplaveni a
hypoxii

Transkriptomické, proteomické a metabolomické studie a z nich vyplyvajici poznatky jsou za-
sadni pro dosazeni soucasnych Slechtitelskych cilti s uplatnénim molekularniho S$lech-
téni. Mnoho uspésnych pokusii bylo provedeno u s6ji a bylo zjis§téno mnoho proteint, jejichz
syntéza je indukovana pfi zaplaveni (tab. 1) (Komatsu et a/, 2009). Tyto vysledky byly potvr-
zeny i v dalSich pracich (Nanjo et al., 2012 u s6ji, ). Byly také popsany proteiny, jejichZ syntéza
byla po zaplaveni snizena (Komatsu et al., 2009). U mnoha proteinli neni jejich funkce znama,
a je nezbytné je bliZe identifikovat (Komatsu et al. 2009).

Tab. 1: Vysledky analyzy genové exprese z korenii a hypokotylu zaplavenych rostlin soji. Proteiny jsou serazeny
sestupné podle pomeru miry exprese ve stresovanych rostlinach a v kontrole. Prevzato a upraveno podle Komatsu
etal., 2009

Protein Funkce

alkohol dehydrogenaza energeticky metabolismus
alkohol dehydrogenéza energeticky metabolismus
patogenen-inducible trypsin-inhibitor obrana viici chorobdm
ERF-like protein transkripéni faktor
alkohol dehydrogenduza adh-1 energeticky metabolismus
nepojmenovany proteinovy produkt neznama
patogenen-inducible trypsin-inhibitor obrana

expansin-like Bl bunécna struktura
inhibitor polygalaktouronazy obrana

aminotransferdza (putativni) primarni metabolismus
agglurin-1 (prekurzor) obrana

stearoyl-ACP destruktaza primérni metabolismus
matrixova metaloproteindza MMP2 obrana

nepojmenovany proteinovy produkt neznadma

transkrip¢ni faktor ap2-erebp transkripéni faktor
hypoteticky protein neznama

nepojmenovany proteinovy produkt neznadma

hypoteticky protein neznama

hypoteticky protein neznadma

hpch/hpai aldoléza neznama

matrixové metaloproteinaza mmp2 obrana

acyl-akctivating enzym 7 primérni metabolismus
fumarylacetoacetaza primarni metabolismus
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auxin-responsivni GH3 produkt obrana
ATPDR3/PDR3 ATPéza transportér
transkrip¢ni faktor AP2-EREBP transkrip¢ni faktor
nepojmenovany proteinovy produkt neznama

ACC oxidaza

sekundarni metabolismus

nepojmenovany proteinovy produkt

neznama

agglutin-1 prekurzor obrana

nepojmenovany proteinovy produkt neznama

3-fosfoglycerat dehydrogendza energeticky metabolismus
receptor-like proteinové kindza signaliza¢ni

matrixova metaloproteinaza MMP2 obrana

matrixova metaloproteindza MMP2 obrana

nesymbioticky hemoglobin

primarni metabolismus

pathogenesis-related protein tfidy 10

obrana

vlaknity protein Fb19

bunééné struktura

cytochrom p450, rodina 96 obrana
matrixova metaloproteinaiza MMP2 obrana obrana
expansine-like B1 bunécna struktura
patogenen-inducible trypsin-inhibitor obrana
patogenen-inducible trypsin-inhibitor obrana

RAP2-like protein

transkrip¢ni faktor

ZTP2-11

transkrip¢ni faktor

VHS and GAT domain protein

prevod signalu

homeodomain-like

transkripéni faktor

pyruvat dekarboxylaza

energeticky metabolismus

nesymbioticky hemoglomin

primarni metabolismus

hypoteticky protein

neznama

nepojmenovany proteinovy produkt neznama
pyruvat dekarboxyldza energeticky metabolismus
vakuolarni H+-pyrofosfataza transporter

transkrip¢ni faktor AP2-EREBP

transkrip¢ni faktor

putative senescence-associated rhodanese protein

primarni metabolismus

alkohol dehydrogendza

primarni metabolismus

serine acetyltransferdza

primarni metabolismus

matrixova metaloproteindza MMP2

obrana

hypoteticky protein nezndma
hypoteticky protein neznama
hypoteticky protein neznadma
hypoteticky protein neznama
MTD2 neznama
inhibitor polygalaktouronazy obrana
CDPK (putativni) signalni

putative senescence-associated rhodanese protein

primérni metabolismus

matrixova metaloproteindza MMP2

obrana

matrixové metaloproteinaza MMP2 obrana

cys3his zinc finger protein transkripcni faktor
nepojmenovany proteinovy produkt neznama
calcium-binding EF hand family protein signalni

cupin, RMLC-type neznama
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multidrug resistance-associated protein 3 obrana

nepojmenovany proteinovy produkt neznama
gluk6za-6-fostat isomerdza energeticky metabolismus
oxidéza respiracniho vzplanuti energeticky metabolismus
nepojmenovany proteinovy produkt neznama

Hlavnim cilem vyzkumu a néslednym Slechtitelskym cilem jsou fermentacni drahy, které za
anaerobnich podminek nahrazuji ziskavani energie oxidativni fosforylaci. U rostlin jsou to al-
koholova, laktatova a specifickd draha, pti které vzniké alanin z glutamatu a pyruvatu. Tyto
procesy jsou u rostlin aktivovany za stresovych podminek a pfislusné enzymy se rychle synte-
tizuji de novo. Ukazuje se vSak, ze spiSe, nez zajisténi energie je dulezité udrzet pH cytosolu ve
vhodném rozpéti. Laktatovou fermentaci vznika totiz kyselina mlécna, ktera cytosol okyseluje,
zatimco pii ethanolové vzniké ethanol, ktery se nepodili na zmén€ pH. Genetické modifikace
jsou v tomto ohledu cilené tak, Ze rostliny produkuji enzymy ve vét§i mife nebo nepietrzité.
Ovsem k prekonani hypoxického stavu bez negativnich disledkl pro rostlinu pouhd transfor-
mace fermentacnich procest neni sama o sobé postacujici (Dennis et al., 2000).

Také transkripéni faktory spojené se zaplavenim a hypoxii se jevi jako slibny cil Slechténi (Den-
nis et al., 2000). Bylo zjisténo, ze napiiklad u A. thaliana je béhem hypoxie nepietrzit¢ expri-
movana celd fada transkripénich faktort (MYB, NAC, ERF a jiné) (Hoeren et al., 1998, Geon
et al., 2007, Geigenberger & Dongen, 2011). Napft. transkripcni faktor AIMYB2 u 4. thaliana
se vaze na GT motiv DNA v genu pro ADH1, ale také k dalsim GT motivim vSech znamych
gent aktivovanych pii hypoxii a spousti tak jejich expresi (Hoeren et al., 1998). Také TaMybl
(transkrip¢ni faktor z MYB rodiny) se u pSenice exprimuje ve vétsi mite pii hypoxii (Geon et
al., 2007).

Dalsim cilem pro genetické modifikace mohou byt enzymy spojené se Stépenim sacharidl a
glykolyzou, diky kterym se zvyS§i mnozZstvi substratu pro fermentacni drahy a tim i mnozZstvi
potfebného ATP (Dennis et al., 2000). Dal§i moZnosti je cileni na lepSi formovani aerenchymu,
¢i zvySeni tolerance proti toxickym formam Zivin (H2S, Fe?"), ¢i zlepSeni bariéry proti ROL
(Setter & Waters, 2003, Mano ef al., 2005).

Stale diskutovanou otazkou zlstava integrace dat ziskanych molekularné genetickymi studiemi,
jejichz mnozstvi se zvySuje s vyvojem vysoce ucinnych a spolehlivych metod, které poskytuji
analyzy genomu, transkriptomu, proteomu, metabolomu (Zivy et al., 2015). S tim souvisi
otazka, jak tyto poznatky pomohou objasnit mechanizmy odolnosti rostlin k abiotickym streso-
vym faktorim, coz by nésledné¢ umoznilo U¢innou selekci pozadovanych genotypt (Zhou,
2010). Cilem je najit a objasnit vazby ,,omics* dat ke kone¢nému fenotypu ¢ili vztah buné¢ného
fenotypovani k rostlinnému fenotypovani (Zivy et al., 2015).
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4. Fenotypizace

Fenotypizace rostlin je intenzivné se rozvijejici metodologie, kterd umoziuje porozumeét vztahu
mezi genotypem a prostiedim. Kazdy organismus si nese soubor genii, které vytvari konkrétni
genotyp a nasledna interakce genotypu s vnéj§im prostfedim vytvaii vysledny fenotyp. Pokud
sledujeme komplexni znak, ktery je determinovan vice geny, je nezbytna kvantitativni analyza
strukturnich a funk¢nich vlastnosti rostlin, tedy praveé fenotypizace rostlin (Rajsnerova & Klem,
2012). Ta dlouho byla nejslabsim ¢lankem Slechtitelskych metod. Tyto vztahy lze analyzou
velkého mnozstvi dat transformovat do podoby kvantitativnich ¢i kvalitativnich informaci,
které mohou byt dale vyuzity ve Slechtitelské praxi. Jedna se o posouzeni komplexnich znaka
mezi které patii i odolnost k abiotickym stresovym faktoriim tak, aby byly ziskdny spolehlivé
charakteristiky vyuzitelné ve Slechténi pro selekci vhodnych genotypti (Rajsnerova & Klem,
2012).

I ptesto, Ze primarné je pozornost zamétena hlavné na vynosové parametry hospodaisky vy-
znamnych rostlin, neméla by byt fenotypizace cilena primarn¢ na né. Musi byt zaméfena na
procesy a vlastnosti, které vynosu ptedchazi. Ty jsou zasadni v pochopeni odolnosti rostlin vici
stresovym podminkam ¢i Skadctam.

4.1. Destruktivni metody

Pro fenotypizaci je mozné vyuzit jednak destruktivni metody, které vyzaduji destrukci celé
rostliny, poptipad¢ jeji ¢asti a jednak nedestruktivni metody, kdy je mozné ziskat pozadované
charakteristiky bez zniceni rostliny, opakované na téze rostlin€ nebo v porostu Krome¢ toho se
v ptipad¢ destruktivnich metod se Casto jedna o Casové a finan¢n€ naro¢né metody, které uz
neni mozno zcela piesné reprodukovat, protoze konkrétni analyzovana ¢ast uz je zpracovana
nebo znic¢ena. Tyto metody jsou rovnéz narocné na pocet analyzovanych rostlin, které jsou zni-
¢eny a nemohou byt pouzity opakované nebo pro jind paralelni méfeni. I pfesto tyto metody
poskytuji mnoZstvi vyznamnych charakteristik vypovidajicich o aktualnim stavu rostliny za
danych podminek.

Jedna se naptiklad o méfeni obsahu malondialdehydu (MDA) indukujiciho poSkozeni mem-
bran, méteni celkové hmotnosti biomasy, stanoveni obsahu fotosyntetickych pigmentd induku-
jici miru fotosyntézy, stanoveni mnoZstvi prolinu, jakoZto osmoprotektantu a dal$i. Vzhledem
k vyse uvedenym nevyhodam je v soucasné¢ dob& vénovana maximalni pozornost testovani a
vyhodnocovani parametrt rostlin s vyuzitim nedestruktivnich metod, kterym se budu dale de-
tailnéji vénovat.

4.2. Nedestruktivni metody

VyuZiti zhodnoceni fenotypu bez destruktivniho zasahu pfinasi fadu vyhod. Opakovana méteni
béhem vyvoje umoziiuji zhodnotit miru stresu a zdravotni strav jednotlivych rostlin. Pfi vyuZiti
nedestruktivnich metod se podstatné zvysi moznost charakterizovat velké pocty rostlin a celé
porosty, coz poskytuje spolehliva data pro nasledné analyzy (Fahlgren et al., 2015). Jedna se
zejména o metody, které vyuzivaji zobrazovacich technik a dovoluji opakovand méteni i v pol-
nich podminkéch.
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4.2.1. Zobrazovaci metody

Kazda slozka rostlinnych bunék mé svou vinove specifickou absorbanci, reflektanci a transmi-
tanci, kterou je mozné pomoci senzorti zaznamenat. Mizeme pouzit vice typi senzord, kdy
kazdy je citlivy na jinou vinovou délku svétla a tim je schopny podat informace o jinych aspek-
tech fenotypizace rostlin (tab. 2). Nejednd se samoziejme jen o prosté zobrazeni rostlin, ziskané
fotografie je se zpracovavaji v prislusném programu pro ziskani vyslednych dat (Obr. 6). Tyto
metody dovoluji vyhodnotit miniméln¢ stovky rostlin za den. To umoznuje rychlou analyzu
napi. mutantnich rostlin v populaci pro detekci QTL a nasledné vyhodnoceni gentl, které inter-
aguji s vn¢j$im prostiedim a podileji se tak na vysledném fenotypu (Li et al., 2014).

V soucasné dob¢ se bézn¢ provadi zobrazovani pomoci infraderveného svétla, viditelného
svétla, fluorescencni zobrazovani a zobrazovaci spektroskopie. Déle je mozné vyuzit i MRI,
PET a CT zobrazovani, 3D skenovani a fada dalSich. Zobrazovani pomoci viditelného svétla se
primarné pouziva pro porovnani biomasy, plochy listd, barvy, ristové dynamiky... Fluorescen-
¢ni zobrazovani lze pouZit pro stanoveni aktivity fotosyntézy, detekci nemoci, aj. Infraervené
zobrazovani podava informace o teploté rostlin a jejich okoli. Z Obrazové spektroskopie je
mozné ziskat informace o mnozstvi vody v rostlin€ (Li ef al., 2014). Vyhodnoceni experimentu
je diky nenaro¢nosti méticich a zobrazovacich metod velmi snadné uz v pribéhu experimentu.
Napriklad genotypy rostlin odolné viici suchu je mozné rozeznat uz po né¢kolika dnech stresu s
vyuzitim fluorescenéniho zobrazovani. Rostliny napadené padlim byly detekované treti den po

infekci, rezistentni genotypy pak ¢tvrty az paty den diky termdlnimu zobrazovani (Klem a kol.
2018).

Tab. ¢. 2: Prehled zobrazovacich metod a jejich vyuziti pri fenotypizaci. Prevzato a upraveno podle Li et al., 2014.

Zobrazovaci metoda Fenotypické parametry

Zobrazovani viditelnym svétlem Zobrazovana plocha, ristova dynamika,
biomasa prytu, vynosové znaky
kvétenstvi, architektura korenového
systému, rychlost a mira kliceni semen, rany
rust embryondlni osy, vyska, morfologie,
velikost, doba kveteni

Fluorescen¢ni zobrazovani Fotosyntetické parametry, zdravotni status
listd, architektura prytu
Termalni zobrazovani Teplota korunového patra a listli, zamofeni
obilovin §ktdci
Zobrazovani pomoci blizkého Obsah vody, index listové plochy
infracerveného spektra
Hyperspektralni zobrazovani Vodni status listl a korunového patra,

zdravotni stav korunového patra, listd a
kvétenstvi, rust listd, hustota pokryti

3D zobrazovani Struktura prytu, fylotaxe, struktura

korunového patra, architektura kofenového

systému, vyska
Laserové zobrazovani Struktura a biomasa prytu, fylotaxe,
struktura korunového patra, architektura
kotfenového systému, vyska
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MRI Morfometrické parametry ve 3D, mnozstvi
vody
PET Distribuci latek a rychlost transportu,
sekrece,
CT Morfometrické parametry ve 3D, kvalita
zrna

Kamery se senzory je mozné umistit napiiklad na drony/vzducholod¢, coz umozni efektivni
fenotypizaci a vyhodnoceni stavu porostu na velkych externich plochéch (Liebisch et al., 2015).
Je rovnéz mozné sestavit fenotypizacni komoru, V niz je proces fenotypizace maximaln¢ auto-
matizovan. Rostliny jsou pfivadény na pasech k jednotlivym senzortim, snimany a vzniklé ob-
razy jsou nasledné vyhodnoceny. Tak mlize byt zhodnoceno za zcela stejnych podminek velké
mnozstvi rostlin (Klukas et al., 2015).

Pomoci zobrazovani viditelnym svétlem v kombinaci s méfenim biomasy byly fenotypizovany
hybridni linie rodu Brachiaria (tropické travy vyuzivané jako krmivo). Bylo porovnano 19
hybridl a 3 komer¢ni linie z nichz n¢kolik projevilo odolnost k zaplavani (De et al., 2017).
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Obr. 6: Vysledky obrazové analyzy pri fenotypizacitrav rodu Brachiaria pomoci viditelného svétla. Prevzato a

upraveno z De et al., 2017.
4.2.2. QTL mapovani

Mnoho vyznamnych znaki rostlin jako je vySka, kvalita a sloZeni semen, €i rezistence vuci
rtiznym vnéj$im stresovym faktortim jsou polygenni, tedy determinovany vétSim poctem gent
mensSich ucinki (quantitative trait locus, QTL). Mapovani QTL je zaloZeno na analyze tseki
DNA spojenych s vyslednym fenotypickym znakem. Hlavnim cilem mapovani je identifikace
oblasti genomu (konkrétni oblast chromosomu), ktera je zodpovédné za dany znak a analyza
efektu konkrétniho QTL. Pro konstrukci mapy je tfeba dostateéné velka mapovaci populace,
lisici se ve sledovaném znaku a vhodné molekulérni markery.

DNA markery jsou Useky nukleotidii kompatibilni s cilovou DNA v genomu. Markery se mi-
zou vyuzivat bud’ v metodéach zaloZenych na hybridizaci: DNA ¢ipy, ISH (in situ hybridization),
RFLP (restriction fragment length polymorphism). Nebo v metodach vyuzivajici PCR: AFLP
(amplified fragment length polymorphism), DAF (DNA amplification fingerprinting), IRAP 17
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(interretrotransposon amplified polymorphism), ISBP (insertion site based polymorphism),
RAMP (randomly amplified microsatellite polymorphism), RAPD (random amplified poly-
morphic DNA), SCAR (sequence characterized amplified region), SNP (single nucleotide po-
lymorphism), S-SAP (sequencespecific amplification polymorphism), SSCP (single strand con-
formation polymorphism), SSR (simple sequence repeats), STS (sequence tagged site) a mnohé
dalsi.

Uspésnost cileného ziskavani genotypti odolnych k nadmémému zaplaveni je dasové naroény
proces, ktery je ovlivnény zna¢nou variabilitou podminek zaplaveni i okolniho prostfedi (Zhang
et al. 2015b). Mapovani QTL bylo vyuzito ke studiu genetické determinace odolnosti vici za-
plaveni u ryze, sdji, jemene, pSenice, kukufice a mnoha dalSich rostlin (Yu et al., 2019)

Jak bylo jiz uvedeno vyse, zdkladem uspésného Slechténi na vyssi odolnost a podstatou urych-
leni celého Slechtitelského procesu je detekce spolehlivych markerii pro ptesnou fenotypizaci.
V pfipad€ zaplaveni patfi mezi takové znaky zejména masivngj$i formovani aerenchymu.
Zhang et al. (2017) testovali rozsahlou populaci dihaploidnich linii vniklych kiiZzenim mezi
kulturnim a planym je€menem liSicim se vyskou, vynosem, poctem klasti, formovanim aeren-
chymu a odolnosti vii¢i nadmérnému zaplaveni. U téchto linii detekovali mnoho odlisnych QTL
za kontrolnich podminek i za nadmérného zaplaveni a provedli jejich detailni analyzu. Identi-
fikovali alelu pochazejici z planého kultivaru, kterda odpovida za lepsi schopnost formovani
aerenchymu a zvySenou toleranci vii¢i nadmérnému zaplaveni. Zavérem uvadéji, ze takovyto
marker je idedlnim kandid4tnim genem pro Slechtitelské programy. Podobné prace byly publi-
kovany i u dalSich druhti rostlin (ryZe, A. thaliana, aj.) v€etné okrasnych. Z rozsahlé detailni
studie zamé&fené na mapovani a analyzu QTL u Chrysanthemum morifoliun Ramat. pro vybrané
znaky souvisejici s toleranci k zaplaveni vyplynulo, ze QTL kontrolujici toleranci jsou silné
ovlivnény vnéjSimi podminkami, jsou selektivné exprimovany a v dédi¢nosti tolerance se uplat-
nuji jak aditivni, tak epistatické vztahy. Autoti detekovali unikatni QTL pro vybrané znaky, ale
doporudili na zakladé provedené analyzy klastri QTL i nékolik vhodnych kombinaci pro mo-
lekularni §lechténi u tohoto druhu (Su et al. 2018). Vysledky mapovacich studii QTL u kukuftice
v souvislosti s odolnosti vii¢i zaplaveni vedly rovnéz k detekei klicového genu pro toleranci,
ktery by podle autori mohl byt vyuzivan v MAS (marker-assisted selection) na vyssi toleranci
k tomuto stresovému faktoru (Yu ef al. 2019).

4.3. Potencial a perspektiva ,,omik*

U mnoha plodin je stale jesté Slechténi k odolnosti vici stresovym faktorim pomérné omezené
a kultivary a odriidy byly Slechtény hlavné s ohledem na kvalitni vynos o velkém mnozZstvi.
Mens$im diraz byl pak kladen na jiné vlastnosti (odolnost k suchu, vyuZiti zivin, odolnost ke
Skiidelim a chorobam a dalsi). K pfekonani téchto nedostatkii byly v minulosti pouzivany pro-
sttedky jako hnojeni, zavlazovani a pesticidy apod. a nevénovala se patficnd pozornost studiu
genetické podstaty konkrétnich znakl a moznostem vyuziti ziskanych poznatkii pro vylepSo-
vani stavajicich genotypli. V souvislosti s tim se opét vyuzivaji pivodni odrady, nebo dokonce
plané rostoucim druhy dnes jiZ domestikovanych rostlin, které mohou nést geny odpovidajici
napf. za rezistenci viii stresovym faktoram (Zivy et al., 2015). Trend ve ztraté genetické di-
verzity u kulturnich rostlin béhem Slechténi (Obr. 7) je obecné zndmy a k jeho piekondni je
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mozno vyuzit napiiklad hybridizaci (mezidruhovou, kulturni x nedomestikované formy) nebo
transgenezi (Rauf et al., 2010).

V mnoha statech se proto dnes iniciuje zaklddani genovych bank (Germplasm colection). Ty
pak mohou poskytnout velmi pocetné soubory genotypti, které jsou vyuzitelné ve Slechtitel-
skych programech. V souvislosti s odolnosti vii¢i stresovym faktoriim je identifikace odolnych
fenotypti a vyuziti jejich genetické diverzity zdsadni pro nadsledné vyuziti ve Slechténi. Nezna-
lost v této oblasti je tak vyraznou hnaci silou pro generovani novych poznatka (vyzkumnych i
aplikovanych) a poskytuje tak védclim moznost vyuziti jinych experimentalnich ptistupt. Tra-
di¢né se k tomu vyuzivaji DNA markery, ale k pochopeni funkce genti a molekularnich inter-
akci mizeme vyuzit nékolik metod, jako je genomika, transkriptomika (studie rtiznych typt
RNA), proteomika (studie peptidl, proteinti a jejich postranskripcnich modifikaci) a metabolo-
mika (studie primarnich a sekunddrnich metaboliti). Néasledn4 identifikace funkce genu v kon-
krétni odridé je jen pocatecnim krokem. K ziskani uplného pochopeni vysledného fenotypu,
potencialu pro zeméd¢lstvi a biodiverzitu je mozno vyuzit funkéni genomiky. Ta je zamétena
na dynamické rysy, které odrazeji ptizptisobeni prostiedi a umoziuje popis funkci genti i inter-
akci mezi jejich produkty. S rychlym vylepSovanim a rozvojem téchto technologii klesé jejich
cena a ¢asova naroc¢nost, které byly jisté vyznamnymi limitujicimi faktory pro jejich zavadéni
a v budoucnu lze pocitat s jejich masivnim vyuzivanim ve Slechtitelskych programech (Zivy et
al., 2015).

Rovnéz v pfipadé stresu zaplavenim existuji prace zaméfené na analyzy transkriptomu a
zejména proteomu. Analyza proteomu v hypokotylu citlivych a odolnych kultivart okurky
(Cucumis sativus L.) vi€i nadmérnému zaplaveni prokazala u odolného kultivaru vétsi zastou-
peni proteint souvisejicich s odolnosti k zaplaveni Obdobné byl analyzovan proteom listd a
kotenti u dvou kultivari jecmene (Hordeum vulgare L.) a bylo rovnéz zjisténo zvysené
mnozstvi ur€itych proteinti v odolném kultivaru (Luan et al., 2018). Jorge et al., (2016) shrnuji
perspektivy metabolomiky s vyuzitim hmotnostni spektrometrie, nejen pro analyzu rostlin
v souvislosti se zaplavenim a hypoxii, ale 1 pro dalsi abiotické stresové faktory.
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Geneticka diverzita
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Obr. 7: Vliv Slechténi a slechtitelskych technik na genetickou diverzitu plodin. Po zvoleni vhodnych technik zis-
kame fenotypicka data pro nasledné slechténi. Prevzato a upraveno podle (Zivy et al., 2015)
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5. Zavér

Zaplaveni predstavuje pro rostliny vyznamny stresovy faktor. Nadbytek vody v pad¢ zptisobuje
fadu zmén, které se negativné podili na fungovani kofenového systému, a to nasledné ovliviuje
fungovani celé rostliny. Nejvétsi negativni vliv ma naslednd hypoxie, tedy snizené mnozstvi
kysliku v okoli kotenli. Se stupniujicimi se klimatickymi zménami dochazi k stale vétSimu
mnozstvi udalosti vedoucich k zaplaveni, a to nejen pfirodnich lokalit, ale také lokalit spoje-
nych s kultivaci plodin. To nésledné vede, k jiz zminénému poskozeni rosltin a nemalym Sko-
dam na trod¢€. V predlozené praci jsem uvedl hlavni principy, kterymi se rostliny pfirozené
snazi vyhnout poskozeni spojenému s nadbytkem vody a naslednou hypoxi. Ty jsou vyuzivany
jako cile pti hledani a konstrukci vhodnych genotypt a pro Slechténi odolnych kultivarii a od-
rud, a to diky klasickym i modernim metodam. Molekularni §lechténi nabizi G¢inné a v sou-
casné dobé dostupné technologie pro zvyseni odolnosti ekonomicky vyznamnych rostlin sice
jesté s urcitymi limitacemi, ale s jiz praktickymi vystupy. Ke §lechténi je mozno vyuzit i rizné
fenotypizac¢ni metody, které jsem ve své praci také nastinil. Ty umoznuji nejen ovéteni Gspes-
ného procesu Slechténi, ale také poznani vztaht, které se uplatituji mezi genotypem a fenoty-
pem.

21



Prehled literarnich zdroju:

Arikado, H. Anatomical and ecological responses of barley and some forage crops to the
flooding treatment. Bull. Fac. Agric. Mie Univ. 11 (1955): 1-29.

Arc, Erwann, et al. ABA crosstalk with ethylene and nitric oxide in seed dormancy and
germination. Frontiers in plant science 4 (2013): 63.

Bailey-Serres, J., and L. A. C. J. Voesenek. Flooding stress: acclimations and genetic
diversity. Annu. Rev. Plant Biol. 59 (2008): 313-339.

Bragina, T. V., N. A. Rodionova, and G. M. Grinieva. Ethylene production and activation of
hydrolytic enzymes during acclimation of maize seedlings to partial flooding. Russian
journal of plant physiology 50.6 (2003): 794-798.

Brownlee, C.. Aerenchyma Formation. New Phytologist, 266(3), 22954-423 (1994).
https://doi.org/10.1111/j.1469-8137.1994.tb03960.x

Carpentier, S.. The quest for tolerant varieties : the importance of integrating “ omics ”
techniques to phenotyping, 6(July), 1-11 (2015). https://doi.org/10.3389/fpls.2015.00448

Chen, Q., Lai, H., Hurtado, J., Stahnke, J., Leuzinger, K., & Dent, M.. Delivery for
Production of Pharmaceutical Proteins, /(1), 1-21 (2014).
https://doi.org/10.4172/atbm.1000103.Agroinfiltration

Chiang, C. M., & Chen, L. F. O.. Expression of eggplant ascorbate peroxidase increases the
tolerance of transgenic rice plants to flooding stress (2014).
https://doi.org/10.1007/s13562-014-0265-7

Christie, Peter J. Agrobacterium tumefaciens T-complex transport apparatus: a paradigm for a
new family of multifunctional transporters in eubacteria. Journal of bacteriology 179.10
(1997): 3085.

Colmer, T. D. Long-distance transport of gases in plants: a perspective on internal aeration
and radial oxygen loss from roots. Plant, Cell & Environment 26.1 (2003): 17-36.

Colmer, T. D, and L. A. C. J. Voesenek. Flooding tolerance: suites of plant traits in variable
environments. Functional Plant Biology 36.8 (2009): 665-681.

Dat, J. F., Capelli, N., Folzer, H., Bourgeade, P., & Badot, P. M.. Sensing and signalling
during plant flooding. Plant Physiology and Biochemistry, 42(4), 273-282 (2004).
https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2004.02.003

Davies, David D. Anaerobic metabolism and the production of organic acids. Metabolism and
Respiration. Academic press, (1980). 581-611.

De, J., Jiménez, C., Cardoso, J. A., Leiva, L. F., Gil, J., Forero, M. G., Rao, I. M.. Non-
destructive Phenotyping to Identify Brachiaria Hybrids Tolerant to Waterlogging Stress
under Field Conditions, §(February), 1-10 (2017).
https://doi.org/10.3389/fpls.2017.00167

Debbarma, J., Sarki, Y. N., Saikia, B., Prasanna, H., & Boruah, D.. Ethylene Response Factor
( ERF ) Family Proteins in Abiotic Stresses and CRISPR — Cas9 Genome Editing of
ERFs for Multiple Abiotic Stress Tolerance in Crop Plants : A Review. Molecular

22



Biotechnology, 0 (0), 0 (2019). https://doi.org/10.1007/s12033-018-0144-x

Deltcheva, E., Chylinski, K., Sharma, C. M., & Gonzales, K.. Europe PMC Funders Group
Europe PMC Funders Author Manuscripts CRISPR RNA maturation by trans -encoded
small RNA and host factor RNase III, 471(7340), 602—607 (2011).
https://doi.org/10.1038/nature09886.CRISPR

Dennis, E. S., Dolferus, R., Ellis, M., Rahman, M., Wu, Y., Hoeren, F. U., Peacock, W. J..
Molecular strategies for improving waterlogging tolerance in plants. Journal of
Experimental Botany, 51(342), 89-97 (2000). https://doi.org/10.1093/jxb/51.342.89

Du, H., Shen, X., Huang, Y., Huang, M., & Zhang, Z.. Overexpression of Vitreoscilla
hemoglobin increases waterlogging tolerance in Arabidopsis and maize. BMC Plant
Biology, 1-11 (2016). https://doi.org/10.1186/s12870-016-0728-1

Durack, P. J., Wijffels, S. E., & Matear, R. J. Ocean salinities reveal strong global water cycle
intensification during 1950 to 2000. science, 336(6080), 455-458 (2012).

Drew, M. C., and A. Fourcy. Radial movement of cations across aerenchymatous roots of Zea
mays measured by electron probe X-ray microanalysis. Journal of Experimental Botany
37.6: 823-831(1986).

Fahlgren, N., Gehan, M. A., & Baxter, L. (n.d.). ScienceDirect Lights , camera , action : high-
throughput plant phenotyping is ready for a close-up. Current Opinion in Plant Biology,
24, 93-99 (2015). https://doi.org/10.1016/j.pbi.2015.02.006

Fukao, T., & Bailey-Serres, J. Plant responses to hypoxia - Is survival a balancing act? Trends
in Plant Science, 9(9), 449-456 (2004). https://doi.org/10.1016/j.tplants.2004.07.005

Geigenberger, P. Response of plant metabolism to too little oxygen. Current Opinion in Plant
Biology, 6(3), 247-256 (2003). https://doi.org/10.1016/S1369-5266(03)00038-4

Geigenberger, P., & Dongen, J. T. Van. Hypoxia responsive gene expression is mediated by
various subsets of transcription factors and miRNAs that are determined by the actual
oxygen availability, 442456 (2011).

Gene, D., Oxygen, L., Hoeren, F. U., Dolferus, R., Wu, Y., Peacock, W. J., & Dennis, E. S.
Evidence for a Role for AtMYB?2 in the Induction of the Arabidopsis Alcohol, (1998).

Geon, T., Seong, C., Yoon, J., Sub, D., & Han, J. A Myb transcription factor ( TaMyb1 ) from
wheat roots is expressed during hypoxia : roles in response to the oxygen concentration
in root environment and abiotic stresses, 375-385 (2007). https://doi.org/10.1111/5.1399-
3054.2006.00828.x

Grichko, V. P., & Glick, B. R. Flooding tolerance of transgenic tomato plants expressing the
bacterial enzyme ACC deaminase controlled by the 35 S , rolD or PRB-1 b promoter, 39,
19-25 (2001).

Gunawardena, A. H. L. A. N, et al. Rapid changes in cell wall pectic polysaccharides are
closely associated with early stages of aerenchyma formation, a spatially localized form
of programmed cell death in roots of maize (Zea mays L.) promoted by ethylene. Plant,
Cell & Environment 24.12: 1369-1375. (2001)

He, C. J., et al. Ethylene biosynthesis during aerenchyma formation in roots of maize

23



subjected to mechanical impedance and hypoxia. Plant Physiology 112.4: 1679-1685
(1996).

Hoekema, André, et al. A binary plant vector strategy based on separation of vir-and T-region
of the Agrobacterium tumefaciens Ti-plasmid. Nature 303.5913: 179 (1983).

Hossain, A., & Uddin, S. N. Mechanisms of waterlogging tolerance in wheat: Morphological
and metabolic adaptations under hypoxia or anoxia. Australian Journal of Crop Science,
5(9 SPEC. ISSUE), 1094-1101 (2011).

Iwasaki, A.. Differential dependence on target site tissue for gene gun and intramuscular
DNA, (2018).

Jackson, Michael B. Ethylene and responses of plants to soil waterlogging and submergence.
Annual review of plant Physiology 36.1: 145-174 (1985).

Jiang, Wenyan, et al. RNA-guided editing of bacterial genomes using CRISPR-Cas systems.
Nature biotechnology 31.3: 233(2013).

Jinek, M., Chylinski, K., Fonfara, 1., Hauer, M., & Jennifer, A. HHMI Author Manuscript A
programmable dual RNA-guided DNA endonuclease in adaptive bacterial immunity,
337(6096), 816-821 (2012).

Jorge, Tiago F., et al. Mass spectrometry-based plant metabolomics: Metabolite responses to
abiotic stress. Mass Spectrometry Reviews 35.5: 620-649 (2016).

Justin, S. H. F. W., and W. Armstrong. Evidence for the involvement of ethene in aecrenchyma
formation in adventitious roots of rice (Oryza sativa L.). New Phytologist 118.1: 49-62
(1991).

Klem a kol: http://www.rostlinolekari.cz/sites/default/files/2018-
04/Klem_Metody%?20fenotypizace Dunajovice 2018.pdf (2018)

Klukas, C., Melchinger, A. E., Meyer, R. C., Riewe, D., & Altmann, T. Optimizing
experimental procedures for quantitative evaluation of crop plant performance in high
throughput phenotyping systems, 5(January), 1-21 (2015).
https://doi.org/10.3389/1pls.2014.00770

Komatsu, S., Yamamoto, R., Nanjo, Y., Mikami, Y., Yunokawa, H., & Sakata, K. A
Comprehensive Analysis of the Soybean Genes and Proteins Expressed under Flooding

Stress using Transcriptome and Proteome Techniques research articles, 4766—4778
(2009).

Li, L., Zhang, Q., & Huang, D.. A Review of Imaging Techniques for Plant Phenotyping,
20078-20111 (2014). https://doi.org/10.3390/s141120078

Licausi, Francesco, et al. Oxygen sensing in plants is mediated by an N-end rule pathway for
protein destabilization. Nature 479.7373: 419 (2011).

Liebisch, F., Kirchgessner, N., Schneider, D., Walter, A., & Hund, A.. Remote , aerial
phenotyping of maize traits with a mobile multi-sensor approach Remote , aerial
phenotyping of maize traits with a mobile multi-sensor approach (2015)
https://doi.org/10.1186/s13007-015-0048-8

24



Luan, Haiye, et al. Elucidating the hypoxic stress response in barley (Hordeum vulgare L.)
during waterlogging: A proteomics approach. Scientific reports 8.1: 9655 (2018).

Mano, Y., Omori, F., Muraki, M., & Takamizo, T. QTL Mapping of Adventitious Root
Formation under Flooding Conditions in Tropical Maize ( Zea mays L .) Seedlings, 347,
343-347 (2005).

Mocquot, Bernard, et al. Effect of anoxia on energy charge and protein synthesis in rice
embryo." Plant Physiology 68.3: 636-640 (1981).

Nair, R., Varghese, S. H., Nair, B. G., Maekawa, T., Yoshida, Y., & Kumar, D. S. Plant
Science Nanoparticulate material delivery to plants. Plant Science, 179(3), 154—163
(2010). https://doi.org/10.1016/j.plantsci.2010.04.012

Nanjo, Y., Skultety, L., Hajduch, M., & Komatsu, S. Mass Spectrometry-Based Analysis of
Proteomic Changes in the Root Tips of Flooded Soybean Seedlings (2012).

Ni, X., Gui, M., Tan, L., Zhu, Q., & Liu, W. Programmed Cell Death and Aerenchyma
Formation in Water-Logged Sunflower Stems and Its Promotion by Ethylene and ROS,
9(January), 1-16 (2019). https://doi.org/10.3389/1pls.2018.01928

Pacurar, Daniel 1., et al. Agrobacterium tumefaciens: From crown gall tumors to genetic
transformation. Physiological and molecular plant pathology 76.2: 76-81 (2011).

Paprotny, D., Sebastian, A., Morales-napoles, O., & Jonkman, S. N. Trends in European flood
risk over the past 150 years, 1-26 (1870).

Ponnamperuma, F. N. The Chemistry of Submerged Soils. Advances in Agronomy, 24(C), 29—
96 (1972). https://doi.org/10.1016/S0065-2113(08)60633-1

Rauf, S., Teixeira, J. A., Ali, A., & Abdul, K. (2010). Consequences of Plant Breeding on
Genetic Diversity Consequences of Plant Breeding on Genetic Diversity, (November
2015).

Schussler, E. E., O. N. Borkhsenious, and D. J. Longstreth. Formation of root aerenchyma
involves programmed cell death in Saggittaria lancifolia.Plant.Physiol.: 114(3 Suppl) 1997.

Sciences, A. Long-distance transport of gases in plants : a perspective on internal aeration and
radial oxygen loss from roots, 17-36 (2003).

Setter, T. L., & Waters, 1. Review of prospects for germplasm improvement for waterlogging
tolerance in wheat , barley and oats, 1-34(2003).

Sorek, R., Lawrence, C. M., & Wiedenheft, B.. CRISPR-Mediated Adaptive Immune Systems
in Bacteria and Archaea (2013). https://doi.org/10.1146/annurev-biochem-072911-
172315

Stiinzi, Jiirg T., and Hans Kende. Gas composition in the internal air spaces of deepwater rice
in relation to growth induced by submergence." Plant and Cell Physiology 30.1: 49-56
(1989).

Su, Jiangshuo, et al. Dynamic and epistatic QTL mapping reveals the complex genetic
architecture of waterlogging tolerance in chrysanthemum. Planta 247.4: 899-924 (2018).

Torney, F. J., Trewyn, B. G., & Wang, K. Mesoporous silica nanoparticles deliver DNA and

25



chemicals into plants, (2007). https://doi.org/10.1038/nnano0.2007.108

Trought, M. C. T., and M. C. Drew. The development of waterlogging damage in young
wheat plants in anaerobic solution cultures. Journal of Experimental Botany 31.6: 1573-
1585 (1980).

Voesenek, L. A. C. J., et al. How plants cope with complete submergence. New phytologist
170.2: 213-226 (2006).

Voesenek, L. A. C. J., & Sasidharan, R.. Ethylene - and oxygen signalling - drive plant
survival during flooding. Plant Biology, 15(3), 426-435 (2013).
https://doi.org/10.1111/plb.12014

Walker, J. M. Comparison Between Agrobacterium-Mediated and Direct Gene Transfer
Using the Gene Gun IN M OLECULAR B IOLOGY ™ Series Editor (2014).
https://doi.org/10.1007/978-1-62703-110-3

Wei, X., & Zhang, Z. Constitutive expression of a stabilized transcription factor group VII
ethylene response factor enhances waterlogging tolerance in wheat without penalizing
grain yield, (December 2018), 1471-1485 (2019). https://doi.org/10.1111/pce.13505

Xu, Kenong, et al. Subl A is an ethylene-response-factor-like gene that confers submergence
tolerance to rice. Nature 442.7103: 705 (2006).

Xu, Xuewen, et al. Comparative proteomic analysis provides insight into the key proteins
involved in cucumber (Cucumis sativus L.) adventitious root emergence under
waterlogging stress. Frontiers in plant science 7: 1515 (2016).

Yu, Feng, et al. Major natural genetic variation contributes to waterlogging tolerance in maize
seedlings. Molecular Breeding 39.7: 97 (2019).

Zhang, X., Henriques, R., Lin, S., Niu, Q., & Chua, N.. Agrobacterium -mediated
transformation of Arabidopsis thaliana using the floral dip method, (February 2006),
641-646 (2014). https://doi.org/10.1038/nprot.2006.97

Zhang, Xuechen, et al. Waterlogging tolerance in barley is associated with faster aerenchyma
formation in adventitious roots. Plant and Soil 394.1-2: 355-372 (2015).

Zhang, Xuechen, et al. Meta-analysis of major QTL for abiotic stress tolerance in barley and
implications for barley breeding. Planta 245.2: 283-295 (2017).

Zhou, M. Accurate phenotyping reveals better QTL for waterlogging tolerance in barley.
Plant breeding 130.2: 203-208 (2011).

Zivy, Michel, et al. The quest for tolerant varieties: the importance of integrating “omics”
techniques to phenotyping. Frontiers in plant science 6: 448 (2015).

Zupan, John R., and Patricia Zambryski. Transfer of T-DNA from Agrobacterium to the plant
cell. Plant Physiology 107.4: 1041(1995).

26



