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Abstrakt

S rostouci populaci a klimatickymi zménami stoupa i snaha o vyslechténi vykonngjsich
plodin. Genové inzenyrstvi otevielo nebyvalé Slechtitelské moznosti ve vyvijeni rostlin
s pozadovanymi vlastnostmi. Transgenni plodiny s lepSimi vlastnostmi vcetné odolnosti
k neptiznivym podminkam prostiedi mohou piispét k feseni problému hladomoru a malnutrice
v rozvojovych zemich. Ackoliv spolecnost vniméa geneticky modifikované plodiny spiSe
negativné, hojné se jich vyuziva jako krmiva pro hospodéiska zvifata a mimo Evropu i pro
vyzivu lidi. Vzhledem ke komplexni povaze odolnosti vici abiotickym stresim se diive
nepfedpokladala vyuzitelnost genovych manipulaci pro Slechténi odolnych rostlin. Ukazalo se
vSak, ze modifikace stresové signalizacni kaskady ¢i transkripcnich faktordi muze vést

k uspéchu.

Tato prace shrnuje moznosti genetické modifikace plodin, jez mohou vyustit v lepsi
toleranci vigi chladu, a je orientovédna zejména na ryzi. Cést prace se zabyva transdukci
chladového signalu, jejiz modifikaci lze také docilit zvySené tolerance vici chladu. Dalsi ¢ast
se zabyva transkripénimi faktory, jez aktivuji expresi genli zvySujicich odolnost vici nizké
teploté. Nejveétsi pozornost vénuji transkripénim faktorim CBF/DREB, jeZ hraji v odolnosti

vuci chladu klic¢ovou roli.

Kli¢ova slova: CBF/DREB, genové inZenyrstvi, odolnost k chladu, ryZe, transgenni

plodiny, transkrip¢ni faktory



Abstract

With increasing population and climate change, there has been an increase in efforts to
breed more efficient crops. Genetic engineering has opened unprecedented breeding
possibilities in developing plants with desired traits. Transgenic crops with better qualities,
including resistance to adverse environmental conditions, can contribute to solving problems
of hunger and malnutrition in developing countries. Although society perceives genetically
modified crops rather negatively, these crops are widely used as feed for livestock and outside
Europe also for human nutrition. Because of the complexity of resistance to abiotic stress, the
utility of genetic manipulations for the breeding of resistant plants was previously not
anticipated. However, it turned out that modification of the stress signalling cascade or

transcription factors can lead to success.

This thesis summarizes the possibilities of genetic modification of crops, which may
result in better tolerance to cold, and is mainly focused on rice. Part of the work deals with
transduction of cold signal, whose modification can also result in increased tolerance to cold.
Another part deals with transcription factors that activate expression of low temperature-
resistant genes. The greatest attention is paid to CBF/DREB transcription factors that play a

key role in cold resistance.

Key words: CBF/DREB, cold tolerance, genetic engineering, rice, transcription factors,

transgenic crops
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1. Uvod

Podle aktualnich odhadi se do roku 2050 lidska populace zvysi na 9,8 miliard, do roku
2100 dokonce na 11,2 miliard. Na svét tak do poloviny tohoto stoleti ptibude vice nez dvé
miliardy lidi, z nichz vétSina se bude nachazet v chudobé. S rostouci populaci se zvySuje i
mnozstvi potravy, kterou je nutné vypestovat. Situaci ztézuji 1 klimatické zmény a globalni
oteplovani. Se vzrustajici teplotou a koncentraci CO; v atmosféfe se v severnich oblastech
Evropy sice pravdépodobné zvysi produktivita rostlin a zvétsi se uzemi zemédé€lsky vyuzivané
pudy, zaroven vSak dojde k prohloubeni problému nedostatku vody a extrémnich vykyvi
pocasi. Tento negativni efekt by pfevazoval zejména v jiznich oblastech (Olesen and Bindi,
2002). Klimatické zmény mohou piedstavovat obrovsky problém piedevsim v zemich, kde je
velka cast obyvatelstva zivotné zavisla na vlastni sklizni. Napt. v Etiopii v letech 1999-2000
celilo téméf 10 miliont lidi kritickému nedostatku potravy, kviili neo¢ekavané nizkému thrnu
srazek nasledovanému zaplavami (Hammond and Maxwell, 2002). Problém hladomoru
v rozvojovych zemich neni jen vysledkem rychlého rdstu populace a nedostatku potravin
v danych zemich. Problém spociva i v nerovhomérné distribuci ploch pro zemédé€lskou
produkci. Velka ¢ast vypéstovanych plodin se exportuje, ¢asto jako krmivo pro hospodarska
zvitata Evropy. Pro feSeni tohoto problému je tedy tieba zlepSit ekonomicky systém (Monastra
and Rossi, 2003). Jednou z mnoha moznosti jak s problematickou situaci bojovat je zvySeni

odolnosti plodin a zvySeni vynost.

Obrovsky prillom v historii zemédélské produkce (zejm. ryZe a pSenice) se odehral mezi
40. a 60. lety 20. stoleti. Tento pokrok ve Slechténi, modernizaci technologii, mechanizaci
kultivace a rozvoje pouzivani hnojiv a pesticidll je znam jako Zelena revoluce (Borlaug, 2007).
Jednim ze zakladateli byl Norman Borlaug, ktery byl za svou praci roku 1970 ocenén
Nobelovou cenou. Ackoliv se béhem 40 let vyrazné redukoval pocet lidi trpicich hladem,
revoluce nevyfesila problém malnutrice v mnoha oblastech. Kromé toho vySlechténé plodiny
nevykazuji dostate¢nou toleranci vic¢i neptiznivym podminkam okolniho prostiedi (Landi et

al., 2017).

1.1.  Geneticky modifikované plodiny

Podobné vyrazny pielom jakou byla Zelend revoluce, ptfedstavuje rozvoj technik

ptipravy geneticky modifikovanych (GM) rostlin. Prvni transformace, provedena roku 1982,



spocivala v integraci modifikované transferové DNA (T-DNA) nesouci cilovy gen pomoci

Agrobacteria tumefaciens do genomu manipulované rostliny (Fraley et al., 1983).

Motivaci pro vyvoj a péstovani GM plodin je snaha o zvySeni odolnosti vici biotickym
a abiotickym strestim, zvySeni vynosu a dosazeni lepsich vyzivovych vlastnosti. Transgenni
plodiny maji také potencial zmirnit problémy malnutrice a hladu v rozvojovych zemich, napf.
obohacenim plodin o rizné vitaminy a mineraly. NejzndméjsSim piikladem je zlatd ryze

s vy$Sim obsahem betakarotenu a Zeleza (Monastra and Rossi, 2003).

Pted uvedenim GM plodin na trh musi byt dané rostlina v Evropé schvalena vladou.
V 90. letech byly inovace v zeméde€lskych biotechnologiich na vzestupu. Tento trend vsak
rychle poklesl po tom, co byla roku 1998 vyrazné upravena regulacni a trzni politika GM

plodin. Pocet schvalenych plodin se nédsledné vyrazné snizil (Miller and Bradford, 2010).

Prvni GM kulturni plodinou bylo raj¢e Flavr Savr uvedené na trh roku 1994. Do genomu
byl vlozen gen kddujici enzym polygalakturondzu v antisense orientaci, ¢imz doslo ke snizeni
produkce daného enzymu. Zamérem bylo oddalit zrani rajcete, a prodlouzit tak dobu jeho
skladovani (Krieger et al., 2008). Mezi momentaln¢ péstované¢ GM plodiny patii zejména
kukufice, ryze, brukev fepka, bavlna a s6ja. V Ceské republice se do roku 2016 péstovala BT
(Bacillus thuringiensis) kukufice, jako biopalivo a krmivo pro dobytek (The International
Service for the Acquisition of Agri-biotech Applications (ISAAA), 2016). Mezi roky 2010 -
2012 se zde péstoval 1 brambor Amflora spole¢nosti BASF, ktery se vSak v Evropé piestal

prodavat kviili neptiznivému postoji spolecnosti vii€i GM plodindm (James, 2013).

1.1.1. Transgenni rostliny a spolecnost

Ackoliv mohou byt transgenni plodiny vynosnéjsi a mit lepsi vyZivové vlastnosti, jsou
ve spolecnosti vnimany velmi kontroverzn€. Mnozi se obavaji Skodlivého efektu GM plodin na
lidsky organismus. Tim mize byt napt. pfeneseni rezistence vii€i antibiotikim z transgennich
plodin nebo jejich udajna toxicita, alergenicita ¢i karcinogenita. N&kteti odmitaji transgenni
rostliny kvili jejich nepfirozenosti nebo z nabozenskych divodi (Uzogara, 2000). Je obava, Ze
GM rostliny mohou ohrozit ekosystém prenosem transgend na divoké druhy a také mohou
zpusobit vznik novych virti. Vzhledem k patentovani transgennich odrid jsou farméafi nuceni
kazdy rok kupovat nové semena, s ¢imZ je spojeno riziko vzniku monopolu (Bawa &

Anilakumar, 2013; Uzogara, 2000). Bylo provedeno 12 dlouhodobych studii testujicich



bezpecnost konzumace GM plodin (kukufice, sdja, ryze, brambor). Pfestoze nebyla prokazana

zadna zdravotni rizika (Snell et al., 2012), ke zméné verejného minéni studie pfili§ nepomohly.

1.1.2. Rostliny a stres

Kvtli svému sesilnimu stylu zivota musi rostliny béhem svého Zivota ¢elit mnohym
abiotickym strestim. Patii mezi n€ sucho, zaplaveni, vysoka Ci nizka teplota a s tim souvisejici
nadmérnd ozarenost, zasoleni ¢i pfitomnost toxickych latek v ptidé a nedostatek zivin. Kromé
toho si rostliny musi poradit i s patogeny a parazity, jako je hmyz, houby, hlistice, bakterie ¢i
viry. V takovém piipadé mluvime o biotickém stresu, proti némuz si rostliny vybudovaly
imunitni systém. Ten zahrnuje stejn¢ jako u Zivoc€ichll pasivni a aktivni mechanismus obrany
(Gimenez et al., 2018). V této praci se zam¢eiim na abioticky stres, konkrétné na nizkou teplotu.
Piisobeni nizké teploty a sucha na rostlinné buniky se v mnoha ohledech prolind (zména
membranového potencidlu, koncentrace bunécnych solutti, negativni turgor) (Beck et al., 2007).
Z toho vyplyva, Ze 1 nékteré mechanismy zvySujici toleranci vii¢i témto stresim jsou obdobné.
Nizka teplota, sucho 1 zasoleni ovliviiuji vyuZitelnost nebo dostupnost vody. Na to mohou
rostliny reagovat celou fadou mechanisml, napf. akumulaci proteini LEA (Late
Embryogenesis Abundant). Mezi posledni jmenované patii napt. dehydriny, které
prostfednictvim amfipatickych segmentli asociuji s hydrofobnimi doménami proteinii a
lipidovymi agregaty. Stabilizuji tak membrany a proteiny (Beck et al., 2007). Nasledkem stresu
se produkuje vétsi mnozstvi reaktivnich forem kysliku (ROS). Aby rostliny zabranily vzniku
ROS, jako jsou napt. vysoce reaktivni hydroxylové radikaly, produkuji zhaSece ROS a
antioxidanty (Bowler and Fluhr, 2000). V reakci na chlad a sucho se u mnoha rostlin zvySuje
hladina kyseliny abscisové (ABA). Ta muze regulovat expresi genl zvySujicich toleranci
(Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 2006). V odpovédi na nizkou teplotu je regulace skrze
ABA minoritni, naproti tomu v odpovédi na sucho ABA-responzivni draha dominuje (Beck et

al., 2007).

Pisobeni nizké teploty na rostliny mtizeme rozdélit na chlad, dale oznacovany také jako
NT (pti 0 - 15 °C) a mraz (méné nez 0°C), pfiCemz navozeni tolerance vii¢i nim probihd u
rostlin odli$né. Rostliny z oblasti mirného pasu jsou vici chladu odolnéjsi nez subtropické nebo
tropické rostliny, avsak i ty jsou citlivé vii¢i mrazu (Zhu et al., 2007). Pro zvySeni tolerance
vuci mrazu dochazi v rostlinach pfi vystaveni nizkym teplotdm k chladové aklimaci (Gilmour

et al., 1998). Tropické a subtropické rostliny vSak tuto schopnost postradaji (Zhu et al., 2007).



Chlad negativné ovliviiuje rostliny na tradi¢nich stanovistich a zaroven omezuje jejich rozsiieni
do méné piiznivych oblasti. Vytvofenim odolnéjsich transgennich plodin by tak bylo mozné
roz§ifit zemi, na nichz se senzitivni druhy péstuji. Cilem mé bakalatské prace bylo popsat
uspésné transformace vedouci k vytvoreni rostlin odolnéjSich k nizkym teplotdm a zmapovat
cilové geny s potencialem piispét k této odolnosti. Vzhledem k velkému mnozstvi studii, jez
byly provedeny, jsem téma zuzila na jednu z velmi dilezitych plodin, ryzi, a nejvétsi pozornost
jsem vénovala modifikacim drahy zavislé na transkripcnich faktorech CBF/DREB, jez aktivuji

expresi cilovych gend zvysujicich odolnost vici chladu.



2. Modelova plodina: ryze (Oryza sativa L.)

Stres z nizké teploty Vyrazné ohroiuje V}'/nosy kulturnich plodin. Ryze (Oryza sativa

vvvvvv

ryzi jako zékladni potravinu (Lafitte et al., 2004). Ve vychodni Asii je ryze nejvyznamnéjsi
obilninou (Man et al., 2017).

—_— - - lemperate
Jjaponica

= = = = fropical
Jjaponica

indica
aus

aromatic

Obr. ¢. 1: Soucasny aredl kultivace hlavnich poddruhii a variet ryze v Asii. Podle Sweeney et al., 2007.

Mezi dva hlavni poddruhy ryZe, hojné vyuzivané pro konzumaci po celém svéte, patii
kratkozrnna japonica a dlouhozrnna indica. Dilezité poddruhy a variety i s pfibliznym aredlem
kultivace jsou uvedeny na obr. ¢. 1. Temperatni poddruh japonica je tolerantnéjsi vici nizké

teploté neZ tropicky poddruh indica (Andaya and Mackill, 2003).

Rozsah poskozeni rostliny zptisobeny chladem zavisi nejen na délce ptisobeni a mite
stresu, ale také na jejim vyvojovém stadiu (Sperotto et al., 2018). Produktivita ryze je ovlivnéna
pfedevsim ve vysokych nadmoiskych vyskach v brzkém jaru, kdy chlad negativné ovliviiuje
kli¢eni a inhibuje rist semenackii (Andaya and Mackill, 2003). Krom¢& produktivity rostlin
ovliviiuje chlad také jejich riist a geografické rozsifeni (Zhu, Dong, & Zhu, 2007). Klasické

Slechténi m4 omezené moznosti jak zvysit toleranci vici chladu. Vzhledem k poZzadavkim



zisku novych odrid je klasické Slechténi navic pfilis zdlouhavé. Genové inzenyrstvi se diky
rychlému technologickému pokroku jevi jako nadéjny néstroj jak zajistit vyssi produktivitu a
toleranci vici stresu (Sanghera et al., 2011). RyZe je jednou z nejprostudovanéjsich plodin, u
které se vyuziva genetické modifikace (GM) pro zvyseni odolnosti viuci chladu. K tomu ji
piedurcuje nejen jeji zemédelsky vyznam, ale také relativné maly diploidni genom, diky cemuz
je idealni modelovou rostlinou. Piedstavuje proto také vhodnou plodinu, na niz Ize ptiblizit
mechanismy tolerance vici chladu a vyuziti GM ke zvySeni této tolerance u zemédélsky

vyznamnych plodin.

Diky ptirozené lepsi toleranci vii¢i chladu byla zatim geneticky modifikovana hlavné
O. sativa ssp. japonica. Zaméfit se pouze na jeden druh pfi vyvijeni odolné&jSich plodin vSak
neni feSenim. Oba poddruhy maji specifické vlastnosti ustalené v jednotlivych kulturach, a neni
proto mozné je jednoduse zaménit. Neddvno byla provedena analyza geni exprimovanych pod
chladovym stresem u poddruhti japonica a indica (Sperotto et al., 2018). Tato studie by mohla
pomoci objasnit molekularni a fyziologické mechanismy chladové tolerance, a tim 1 ptispét k

budoucimu vyslechténi transgenni ryze ssp. indica odolné viici chladu.

3. Transdukce chladového signalu

Signal o ptsobeni nizké teploty je v ryzi zachycen primarnimi senzory, které vyvolaji
vznik sekundarnich signalnich molekul, napf. inositol-1,4,5-trifosfatu (IP3) nebo reaktivnich
forem kysliku (ROS) (Tuteja, 2010). Tyto molekuly v buiice mohou ménit hladinu vapenatych
iontdi (Ca"), a vyvolat tak fosforyla¢ni kaskadu. Ta mlize aktivovat proteiny, které budou piimo
odpovidat na pusobici stres, nebo aktivuje transkripéni faktory (TF), jez spousti expresi

specifickych genli (Murata and Los, 1997).

3.1.  Percepce a prenos signalu

S klesajici teplotou klesa fluidita membrany. Senzorem fluidity, tedy 1 nizké teploty, by
mohla byt mikrodoména membrany schopna detekovat konformacni zménu, resp. prechod
z tekutého do gelového stavu. Konkrétnich primarnich senzorli piijimajicich signal nizkych
teplot jesté stale nebylo objeveno mnoho. Membranovym senzorem detekujicim chlad u ryze

je COLDI, ktery vyvolava vtok Ca*" do cytoplazmy, a zahajuje tak signalizaci (Ma et al., 2015;



Murata and Los, 1997). V dal$im piedani stresového signdlu hraji roli proteinkinazy (napf.

CDPK a MAPK) a fosfatazy.

Na Ca?" se v buiice vazi kalcineurin B-like proteiny (CBLs) a kalmoduliny (CaM), na
které reaguji kalcium-dependentni proteinkindzy (CDPKs). Po navazani vapenatych iont
prodélaji CaM a CBLs konformacni zménu a aktivuji dal$si komponenty signdlni kaskady
(DeFalco et al., 2010). V cytoplazmé kalcineurin B-like proteiny (CBL) interaguji se
Ser/Thr proteinkinazami CIPK (CBL-interacting protein kinase) a aktivuji je. CIPK nasledné
fosforyluji dalsi komponenty kaskady (Xiang et al., 2007).

3.1.1. MAPK kaskada

MAPK (mitogen activated protein kinase) kaskada odpovida na piijaty stresovy signal
(vétsinou na Ca*") postupnou fosforylaci MAP kinaz. Nasledkem aktivace MAPK kaskady
se aktivuji cytoskeletalni proteiny, fosfolipazy, transkripcni faktory (TF) a kaskada vyustuje v
expresi gent, jejichz produkty odpovidaji na stresor. Schéma signaliza¢ni drahy odpovidajici
na chlad u ryZe je na obr. €. 2. Krom¢ odpovédi na stres hraji MAPK roli i ve vyvoji, bunééném

déleni a regulaci fyziologickych procesii pomoci fytohormonii (Taj et al., 2010).

3.1.2. Trehalozova signalizace

Vreakci na NT rostliny aktivuji také signalizaci zprostfedkovanou trehaldzou,
neredukujicim sacharidem sloZzenym ze dvou glukézovych zbytkl spojenych vazbou 1,1, ktery
se vyskytuje u mnoha organismu. U vysSich rostlin ma vyznam ve stresové signalizaci a fizeni
vyvojovych procesti (Jang et al., 2003). Trehalozu v rostlinach syntetizuje trehal6za-6-fosfat-
syntdza (TPS) a trehal6za-6-fosfat-fosfataza (TPP) (Ge et al., 2008). V nasledujici podkapitole
jsou popsany piiklady, kdy overexprese TPS (Jang et al., 2003) a TPP u ryze piispéla k vyssi
toleranci viici chladu (Ge et al., 2008).

3.2.  ZvySeni tolerance genetickou modifikaci komponent signaliza¢ni drahy

ZvySeni tolerance vii¢i NT Ize docilit modifikaci jednotlivych komponent signalizacni
drédhy. Napft. overexprese genu COLDI, kédujiciho membranovy senzor NT, se u transgenni

ryze (Oryza sativa ssp. japonmica) projevila zvySenou toleranci vic¢i chladu v porovnani



s netransformovanymi rostlinami (Ma et al., 2015). Dalsim ptikladem je modifikace komponent
jiz zminéné CBL/CIPK signalni drahy u ryze, jez také pfinesla zvySenou toleranci viici chladu.
V ryzi (Oryza sativa) je znamo 20 gentt OsCIPK odpovidajicich na stres, z nichz 3 reaguji na
chlad (OsCIPKOI, 03 a 09) (Xiang et al., 2007). Byla pfipravena transgenni ryze
overexprimujici OsCIPK03. Vneseny gen byl pod kontrolou promotoru viru mozaiky kvétaku
(35S CaMV) (Xiang et al., 2007). Transgenni a netransformované (WT, wild type) rostliny byly
vystaveny chladu na 5 dni a poté na stejnou dobu vraceny do normélnich podminek. Po 3 dnech
v chladu akumulovaly transgenni rostliny mnohonasobn¢ vic prolinu a cukrii nez v normalnich
podminkach a také vice nez WT. Z WT rostlin nepiezila skoro Zadna. Naproti tomu transgenni
rostliny odolaly stresu téméf vSechny. Mezi transgennimi a kontrolnimi liniemi navic nebyly
v normalnich podminkach ristové ani vyvojové rozdily (Xiang et al., 2007). Prolin funguje jako
tzv. osmoprotektant. Osmoprotektivni latky jsou malé rozpustné a nenabité molekuly, které se
akumuluji v bunikach vystavenych osmotickému stresu. Osmoprotektanty udrZzuji rovnovahu
mezi osmotickym tlakem vnéj$iho prostfedi a cytosolu a stabilizuji proteiny a membrany.
Krom¢ prolinu jako osmoprotektanty funguji také napt. polyaminy a rozpustné sacharidy, jako

napf. sachardza ¢i fruktany (Singh et al., 2015).

Také modifikace MAPK drahy mtze vést k navysSeni tolerance k NT; napf. overexprese
OsMAPKY5 (O. sativa cv. Nipponbare GA3). OsMAPKS je MAPK indukovana kromé NT také
kyselinou abscisovou (ABA), poranénim, suchem a zasolenim. Pro vysvétleni funkce
OsMAPKS byla vytvofena transgenni ryZe se zvySenou a sniZzenou expresi OsMAPKS5 (Xiong
and Yang, 2003). Ptusobeni chladu pfezilo z transgenni linie OsMAPKS5-OX cca dvojnasobny
pocet rostlin nez z linie exprimujici OsMAPKS RNA1. OsMAPKS5 tedy ziejmé kdduje pozitivni
regulétor tolerance k chladu, suchu a zasoleni. Ackoliv OsMAPKS pfispiva k toleranci vici
abiotickym stresiim, negativné ovlivituje expresi gent PR (pathogenesis-related), a tak sniZuje
imunitu rostliny. Rostliny maji omezeny pocet MAPK (20 v A. thaliana), a kazd4 z nich méa
proto Siroky rozsah uplatnéni. Pfed modifikaci ur¢it¢ MAPK je proto dulezité peclivé zmapovat

jeji mozné dopady na fyziologické funkce (Xiong and Yang, 2003).

Pro objasnéni vyznamu trehal6zové signalizace pii stresu NT byla vytvofena transgenni
ryze se zvySenou syntézou trehaldzy. Do ryze byl pod ubikvitinovym promotorem Ubil
z kukufice vnesen fuzni gen vytvoteny z genil Escherichia coli kodujici enzym TPSP (Jang et
al., 2003). TPSP byl vytvoteny fuzi genu pro TPS, zodpovédnou za syntézu trehaldza-6-fostatu
(T-6-P), s genem pro TPP, katalyzujici pteménu T-6-P na trehalézu. Enzym TPSP vyrazné

zvysil hladinu trehaldzy v listech a semenech na 0,1 % Cerstvé hmotnosti rostliny. Fenotyp ryze



(rist 1 fertilita) nebyl transformaci ovlivnén; na rozdil od bramboru, pro néjz byla stejna
transformace letalni. V semenech ryze vsak byl zménény pomér obsahu nékterych sacharida,
jelikoz trehaldza pozitivné reguluje aktivitu enzymu ucastnicich se syntézy Skrobu. Pti nizké
teplote, suchu i zasoleni si transgenni ryze dokézala zachovat uc€innou fotosyntézu. Trehaldza
mj. snizila inhibi¢ni efekt NaCl pfi zasoleni. Zatimco netransformované rostliny (WT)
n¢kolikadenni plsobeni sucha, zasoleni a chladu témét neptezily, Ubil:TPSP rostliny si
zachovaly rlst nadzemni ¢asti i kofene. Vysoka akumulace trehal6zy zmirnila poskozeni listt
a ztratu chlorofylu, a pomohla tak udrzet dostatecnou efektivitu fotosyntézy (Jang et al., 2003).
Funkce trehal6zové signalizace byla u ryze zkoumana i pomoci overexprese genu pro TPP,
konkrétné OsTPPI. Jako promotor byl pouzit konstitutivni promotor viru mozaiky kvétaku
(35S CaMV) (Ge et al., 2008). Transformované rostliny byly po 3 tydnech v chladu stale
dostate¢né hydratované a celkové byly méné poSkozené nez dehydratované WT rostliny. Po
navraceni do normalnich podminek se rostliny 35S:OsTPPI na rozdil od WT zotavily a mohly
dale rust. ZvySeni exprese OsTPP]I také ptispelo ke zvySeni kli¢ivosti semen pfi zasoleni (Ge
et al., 2008). Zlepseni tolerance vSak nebylo zptisobené jen zvySenim akumulace trehaldzy, jez
nebyla zdaleka tak signifikantni jako u Ubil:TPSP (Jang et al., 2003). Za zlepSeni tolerance u
35S8:0sTPP1 rostlin mohla hlavné indukce exprese mnoha genti reagujicich na stres. Patfil mezi
né¢ napi. OsTPS1 a geny pro MAP kindzy, zejména OsMPK3, jez se podili na chladové
signalizaci a pravdépodobné na zvyseni tolerance vici chladu. Je mozné, ze OsTPP1 reguluje
TF indukujici tyto geny (Ge et al., 2008) nebo je regulacni role OsTPP1 ve skute¢nosti
zprostfedkovand samotnym T-6-P, o némZ je zndmo, Ze hraje regulacni roli v metabolismu

sacharidil a vyvoji (Eastmond and Graham, 2003).

4. Regulace genové exprese transkripénimi faktory

Exprese genil odpovidajicich na chlad mtize byt zprosttedkovana bud’ ptes
transkripcni faktory CBF/DREB nebo mize byt na CBF/DREB draze nezavisla. Schéma

signaliza¢ni drahy odpovidajici na NT u ryZe je zndzornéno na obr. €. 2 (Kumar et al., 2017).
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Obr. ¢. 2: Signalizacni drdaha chladové tolerance u ryze. Zelené jsou vyznaceny jednotlivé komponenty

signalizacni kaskady. Oranzova oznacuje transkripcni faktory regulujici expresi cilovych genii

zvySujicich toleranci viici chladu. Fialova oznacuje tyto cilové geny. Podle Kumar et al., 2017.

Signalizacni drdha konéi aktivaci exprese gent, jejichz produkty zvySuji toleranci

rostliny vii¢i chladu. Mezi dobfe prostudované geny patti cold-regulated (COR) geny. U A.

thaliana jsou také oznaCované jako geny RD (responsive to desiccation), KIN (cold-inducible)

a LTI (low temperature-induced) (Thomashow, 1999; Erpen et al., 2018). Na promotoru COR

je regulacni CRT (C-repeat)/DRE (dehydration-responsive) cis element (Gilmour et al., 1998).

Na tento element se vaZzi transkripcni faktory CBF (CRT-binding factors), které jsou také znamy

pod ndzvem DREB (dehydratation-responsive element-binding), a pozitivné ovliviuji

transkripci COR genti (Kim et al., 2017). DREB patii do velké rodiny transkripénich faktori

AP2/EREBP (APETALAZ2/ethylen responsive element binding protein) a kromé nizké teploty

odpovidaji i na sucho a zasoleni (Ke et al., 2014). U 4. thaliana i u ryze se v odpovédi na NT

exprimuji geny DREBIA/CBF3, DREBIB/CBFI a DREBIC/CBF?2 (Ito et al., 2006). Naopak

geny DREB2A a DREB2B jsou indukovany pouze pii stresu z nedostatku vody; pfi suchu i

o~

zasoleni. Jejich produkty se vazi na CRT/DRE elementy gent odpovidajicich na sucho (u A4.
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thaliana napt. RD294/COR78) a aktivuji je (Liu et al., 1998). Exprese RD294 a také
napi. COR15a (u A. thaliana i u ryze) je Casto aktivovana také v odpovédi na NT a zvySuje vici

ni toleranci (Jaglo-Ottosen et al., 1998).

4.1. CBF/DREB nezavisla draha

Do CBF/DREB nezavislé drahy patii mnoho TF odpovidajicich na chlad. Hlavnimi
rodinami téchto TF jsou WRKY, ZFP a NAC. Za tucelem zvySeni odolnosti vii¢i chladu bylo
vytvofeno mnoho transgennich rostlin s modifikovanymi TF nezavislymi na CBF/DREB.
V této kapitole proto uvadim jen nékteré pripady. Potencialni vyuziti TF WRKY, ZFP, NAC a
DREB pro Slechténi rostlin odolnych vici abiotickym i biotickym stresim piehledné shrnuli
Erpen et al. (2018). Ackoliv se nasledujici TF pro ptehlednost fadi do CBF/DREB nezévislé

drahy, tato nezavislost neni absolutni a existuji vyjimky, kter¢ s CBF/DREB interaguji.

4.1.1. Transkrip¢ni faktory WRKY

Mezi TF CBF/DREB nezévislé drahy patii napi. OsWRKY71 nebo OsWRKY76.
Overexprese OsWRKY71 u transgenni ryze zvysila jeji toleranci vuci chladu. Transgenni
rostliny mély méné postizenou fluorescenci chlorofylu a vys§i hmotnost nez rostliny
netransformované (Kim et al., 2016). Transgenni ryZe overexprimujici OsWRKY76 vykazovala
také vyssi toleranci vici NT, diky zvySeni exprese genlt metabolismu lipidl a gentli peroxidazy

(Yokotani et al., 2013).

4.1.2. Transkrip¢ni faktory NAC

NAC (NAM, ATAF a CUC) je rodina TF u rostlin, ktera se ucastni regulace vyvojovych
procest a odpovédi na bioticky 1 abioticky stres (Hu et al., 2006). Do rodiny TF NAC patii
napi. gen SNAC2, izolovany z ryze. Hu et al. (2008) vytvofili transgenni ryzi Zhonghua 11
overexprimujici SNAC2 pod nativnim promotorem. Semenacky transgenni ryZe byly na 5 dni
vystaveny chladu. Promotor SNAC?2 byl vyrazné indukovan v chladu, suchu i zasoleni. Behem
pusobeni chladu nevykazovala transgenni linie odliSny fenotyp od WT. Po tydnu zotavovani
zlstala vice nez polovina transgennich rostlin vitalnich se zdravymi listy. Naproti tomu z WT
linie nepteZila témét Zadna rostlina. Mezi geny indukovanymi v transgenni linii byly napft. geny
pro peroxidazu, ornitinaminotransferazu nebo heat shock proteiny. Ackoliv béhem experimentu
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nebyl u transgennich rostlin pozorovan negativni dopad na rast, dosSlo ke snizeni exprese
nékolika genti souvisejicich s ristem, jako je gen kodujici protein s Ca*"-vazajici EGF
(epidermal growth factor) doménou nebo gen pro AAA ATPézu souvisejici s délenim bunék.
Na zakladé vysledka I1ze fadit SNAC2 mezi nadéjné TF s pozitivnim vlivem na toleranci vici
abiotickym stresim (Hu et al., 2008). V ryzi se odpovédi na sucho, zasoleni a chlad ucastni také
OsNAC6. Konstitutivni exprese OsNAC6 sice vedla k vyssi odolnosti vii¢i suchu a zasoleni,
meéla ale negativni dopad na rist a vynos. Tomu by se mozna dalo ptfedejit vyuzitim promotoru
indukovaného stresem (Nakashima et al., 2007). Zajimavé je, ze konstitutivni exprese OsNAC6
izolovaného z horského typu ryze vnesen¢ho do nizinného typu neméla vliv na vzrist a taktéz

zvysila toleranci vii¢i suchu a zasoleni (Rachmat et al., 2014).

4.1.3. Zinc finger proteiny

Zinc finger proteiny (ZFP) obsahujici proteinovou doménu zinc finger se u rostlin
podileji jak na regulaci rlstu a vyvoji, tak na odpovédi viici stresu. Mezi ZFP patii i1 rodina
RING finger, obsahujici proteinovou doménu bohatou na cystein, schopnou vazat dvé molekuly
zinku. Doménu RING finger miizeme najit napt. v proteinu OsCOIN u ryze. Tento protein je
kédovan genem OsCOIN (Oryza sativa cold-inducible). Ten je exprimovan ve vSech organech
ryze, a je tedy mozné, ze jde o tzv. house keeping gen (Liu et al., 2007). Jiz po kratkém
vystaveni rostliny chladu (na 30 min) se transkripce OsCOIN rychle zvysila a na pivodni
hodnotu se vratila po nékolika dnech. Pro osvétleni funkce OsCOIN byla vytvofena transgenni
linie ryZe overexprimujici OsCOIN pod ubikvitinovym (Ubi) promotorem z kukufice (Liu et
al., 2007). Transgenni semenacky byly vystaveny 4°C na né€kolik dni a poté vraceny do
normalnich podminek. Transgennich rostlin se za 2 tydny zotavilo o 20-35 % vic nez WT
rostlin. Po vystaveni chladu mély transgenni rostliny v porovnani s WT zvySenou expresi genu
OsNAC6, jehoz overexprese zvysuje odolnost vii¢i suchu a zasoleni (vice v predchozi kapitole).
Také byla zvySend exprese genlt OsP5CS a OsLti6b. Gen OsLti6b koduje nizkomolekularni
hydrofobni protein udrzujici integritu plazmatické membrany pii nizké teploté¢ (Morsy et al.,
2005). U transgennich rostlin byla také dramaticky zvySend hladina prolinu, pravdépodobné
diky tomu, ze OsP5CS kdduje enzym klicovy pro syntézu prolinu. Overexprese OsCOIN tedy
zvysila toleranci viici chladu, ale i suchu a zasoleni, ¢asteéné diky vysoké akumulaci prolinu

(Liu et al., 2007).
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Zvysena exprese OsP5CS byla pozorovéana také u transgenni ryze, ve které byl
overexprimovan zinc finger protein kodovany genem ZFP182 (Huang et al., 2012). Tato ryze
méla taktéz zvysenou toleranci vici chladu, Castecné zvySenim obsahu prolinu. ZFP182
predstavuje jednu z vyjimek, jelikoz se Ucastni i CBF/DREB zavislé drahy, a to zesilenim

exprese OsDREBI1A a OsDREBIB (Huang et al., 2012).

Do CBF nezavislé drahy lze naopak zatadit 1 n¢které TF z rodiny MYB, jez typicky
ovlivituji expresi TF CBF/DREB. Piikladem je TF OsMyb4. OsMyb4 se podili na fizeni
regulace metabolismu a vyvoje a ochrany buniky. Své cilové geny aktivuje pfimo nebo ptes
dalsi transkripéni faktory. Mezi produkty cilovych geni OsMyb4 patii napt. komponenty
antioxida¢niho systému (L-askorbatperoxidaza, superoxiddismutdza) (Park et al., 2010).
Superoxiddismutaza zhasi superoxidovy radikal a pfeménuje ho na peroxid vodiku, ktery

askorbatperoxidaza konvertuje na vodu.

4.2. CBF/DREB zavisla draha

4.2.1. Transkrip¢ni faktory MYB

MYB je velka rodina TF, ktera se v rostlinach u€astni cukerné a hormonalni signalizace,
metabolismu, vyvoje a odpovédi na stres (Smita et al.,, 2015). TF MYB hraji roli jak
v CBF/DREB zavislé, tak nezéavislé draze, jak je vidét 1 na obr. €. 2. Napt. MYBS3 se
v odpovédi na NT dopliiuje s DREBI. Mira exprese MYBS3 je zéavisla na stupni chladové
tolerance. MYBS3 reaguje na chlad pomérmn¢ pomalu, a odpovidad tak na dlouhodoby stres.
MYBS3 reprimuje DREBIB, ktery spolu s DREBIA a DREBIC reaguje jiz na kratce pusobici
stres (Su et al.,, 2010). Souhra DREB1 a MYBS3 v reakci na chlad spociva v ovlivnéni
metabolismu sacharidd. Pfi rychlé stresové reakci DREBI1 indukuje expresi admy3, a tak
zvySuje hydrolyzu Skrobu na cukry, ¢imZ dodava rostlin€ energii na prekonani stresu. Po delSim
pusobeni NT expresi admy3 reprimuje MYBS3. Divodem je zachovani zasob polysacharida

pii dlouhodobém stresu (Su et al., 2010).

4.2.1.1.  Vliv overexprese MYB na toleranci k chladu
Byla pfipravena transgenni ryZze overexprimujici TF OsMYB3R-2 pod Ubi promotorem
(Maet al., 2009). V normalnich podminkach vykazovala transgenni linie zpomaleny rist oproti

WT linii. Ob¢ linie byly kratkodobé vystaveny chladu (2°C). Po navraceni do normalnich
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podminek se zotavila a zacala opét rlst pouze polovina rostlin transgenni linie a zadna z linie
WT. Zvyseni miry ptfezivani a zmirnéni negativniho vlivu na rist by se mozné dalo docilit
vyuzitim promotoru indukovaného stresem. OsMYB3R-2 aktivoval expresi OsCPTI, genu
regulovaného CBF drahou pifes CRT/DRE element v jeho promotoru. Co kéduje OsCPT1 zatim
neni znamo. V transgennich rostlinach byla pozorovana vysoké akumulace prolinu, coz je podle
autorti regulovéano pravé ptes CBF-CPT drahu. Homolog OsCPTI v A. thaliana (At2g02100)
ale pravdépodobn¢ koduje pathogenesis-related protein inhibujici peptidazy. Funkce OsCPT1
v chladové¢ toleranci by tak meéla byt v budoucnu 1épe prozkoumana. OsMYB3R-2 rozeznava
specifickou sekvenci v promotoru genu pro cyklin B OsCycBI;1 a indukuje jeho expresi.
Overexprese OsCycB1,1 také ptinesla rostliné zvySenou odolnost vii¢i NT (Ma et al., 2009).
Rostliny overexprimujici OsMYB3R-2 mély vyssi podil délicich se bunék (mitoticky index) nez
WT. OsMYB3R-2 tedy v ryzi pravdépodobné funguje jako pozitivni regulator G2/M faze pies
OsCycB1, 1, audrzuje tak bunééné de€leni i pti chladovém stresu (Ma et al., 2009).

TF MYB propojuji signaliza¢ni drahy zavislé a nezavislé na CBF/DREB mezi sebou.
Krom¢ toho ovliviiuji 1 trehalézovou signalizaci. Byla vytvofena transgenni ryze
overexprimujici MYBS3 pod Ubi promotorem (Su et al., 2010). Pfi chladové stimulaci
indukovala overexprese MYBS3 expresi nékolika gentl, napt. WRKY77, T6P fosfataz (TPPI a
TPP2) a genl kodujicich glutamatdekarboxyldzu (GAD). GAD katalyzuje syntézu GABA
(kyselina y-aminomaselnd) akumulujici se pfi teplotnim stresu (Bouché et al., 2004). Rostliny
overexprimujici MYBS3 péstované na poli ustaly tydenni piisobeni chladu a navic si zachovaly
normalni rast (Su et al., 2010). MYBS3 represi admy3 chrani zasoby Skrobu. Naproti tomu
rychleji reagujici DREB1 posilenim exprese a4my3 poméha rostliné vyrovnat se s narazovym
chladem. Lze se domnivat, Ze overexprese MYBS3 a zaroven i DREBI by mohla vést k jesté
vétsi toleranci viici chladu. Je ovSem mozZné, Ze by se efekt obou TF vzajemné potlacoval.
V ptipadé¢ predvidatelnosti chovani prosttedi, ve kterém by byla transgenni ryze péstovana, by
bylo mozna praktictéjsi vyuzit overexprese pouze jednoho z téchto TF. Dalsi vyzkum v této

oblasti nejen u ryZe, ale 1 u dalSich plodin, by mohl pfinést zajimavé vysledky (Su et al., 2010).

4.2.2. Transkrip¢ni faktor ICE

Geny pro TF CBF jsou transkribovany velmi zahy po vystaveni rostliny chladu. Jejich
expresi totiz indukuje jiny TF, ktery se v bufice exprimuje 1 pii normdlni teploté. Byl

pojmenovan jako ICE (inducer of CBF expression). Regulace pfes TF ICE1 (MY C-like bHLH)

14



je velmi slozita a stale jeSté¢ malo probadana oblast. ICE1 obsahuje oblast bHLH, ktera se v
chladu vaze na element MYC v promotoru CBF, a indukuje tak jeho expresi (Chinnusamy et
al., 2003). ICE1 je konstitutivn¢ exprimovan a v normalnich podminkach ubikvitinovan a
degradovan v proteazomu. V chladu je této degradaci zabranéno stabilizaci ICEI
prostiednictvim posttranslacni fosforylace a sumoylace. V normélnich podminkach je ICE1
ubikvitinovan ligazou HOS1 a degradovan v proteazomu (Dong et al., 2006). V chladu o
interakci s ICE1 kompetuje HOS1 se Ser/Thr protein kindzou OST1/SnRK2. OST]1 stabilizuje
ICE1 fosforylaci a brani tak jeho degradaci (Ding et al., 2015). Stabiliza¢ni fosforylace ICE1
je také zajistovana OsMAPK3 (Zhang et al., 2017). Navic je v chladu ICE1 stabilizovan
sumoylaci, kterou provadi ligaza SIZ1. SIZ1 se exprimuje konstitutivné a neni pfesné znamo,
jak chlad reguluje jeji aktivitu. Je mozné, ze NT indukuje posttransla¢ni modifikaci SIZ1, a
teprve poté¢ miZze SIZ1 sumoylovat ICE1 (Miura et al., 2007). Jak jiz bylo uvedeno vyse,
exprese CBF je regulovana také pies TF MYB. CBF je v normalnich podminkéch reprimovéan
MYBI15. Cely mechanismus posiluje ICE1, ktery po sumoylaci negativné reguluje expresi
MYBI15 (Miura et al., 2007). V chladu je navic MYBI15 fosforylovan MAP kindzou MPK6 a
ztraci afinitu k CBF. Na MYC element v promotoru CBF se poté mize navazat ICE1 a zahdjit
expresi gentt CBF (Kim et al., 2017). ICE1 také zvySuje odolnost vi¢i chladu ptes T-6-P-
fosfatazu. Jak jiz bylo uvedeno vyse, v chladu OsMAPK3 fosforyluje OsICE1, a ten nasledné
aktivuje expresi OsTPPI, ¢imz se zvySuje akumulace osmoprotektivni trehaldézy (Zhang et al.,

2017).

4.2.2.1.  Vliv overexprese ICEI na toleranci vici chladu

Role ICE byla zkoumana u transgenni A. thaliana exprimujici cDNA pro luciferazu
(LUC) pod kontrolou promotoru CBF3. Rostliny CBF3-LUC podstoupily dal$i mutagenezi a
vysledna linie icel byla na den vystavena 0°C (Chinnusamy et al., 2003). Takto mutované
rostliny po vystaveni mrazu vykazovaly vyrazné¢ niZsi luminiscenci nez nemutované linie. Také
byla u téchto rostlin vyrazné snizend exprese cilovych gentt CBF zavislé dréhy (RD294,
CORI154, COR47A4). CORI5a se pii NT exprimuje v listech. Produkt tohoto genu,
kryoprotektivni protein COR15a, zabraniuje poSkozeni chloroplastli a protoplastu pfi mrazu
(Artus et al., 1996). Linie ice/ byla méné tolerantni vii¢i mrazu neZ nemutovana linie. Déle byla
zkoumana overexprese [CEl u A. thaliana pod silnym Kkonstitutivnim promotorem
(Chinnusamy et al., 2003). Transgenni rostliny Super-ICE[ v chladu skutecné overexprimovaly
CBF3,alei1 CBF2, RD294 a CORI15A. Po vystaveni chladu 1 mrazu byla mira pteziti u Super-

ICE] vyrazné vyssi nez u WT. Navic nedoslo k vyvojovym ani ristovym zménam. ICEI je
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tedy pozitivnim regulatorem CBF3 a ma dulezitou ulohu v aklimaci a toleranci k NT

(Chinnusamy et al., 2003).

Overexprese ICE] byla zkoumana také u dalSiho modelového organismu, rajcete. Do
genomu rajcete byla stabiln¢ transformovana cDNA ICE 1, ptipravena podle ICE! z A. thaliana
(Yu et al., 2015). Ackoliv také doslo ke zvyseni tolerance vii¢i chladu, overexprese ICEI u
rajcete vyvolala odlisSnou odpovéd’ nez u A. thaliana. Transgenni rostliny mély po kratkém
vystaveni NT vys$si hladinu prolinu, kterd se zvySovala s pokracujicim stresem. Hladina
katalazy (CAT) a peroxidazy (POD), zhasect ROS, byla také vyssi nez v netransformovanych
rostlinach, nejvyssich hodnot pfitom dosahovala 24 h po zacatku chladového ptisobeni. Hladina
malondialdehydu (MDA) naopak u transgennich rostlin zdaleka nedosahovala hodnot jako u
kontroly. To indikuje, Ze transgenni rostliny prodé€laly niz§i peroxidaci membranovych lipidii a
ICEI mize snizit senzitivitu vic¢i chladu i u rajéete (Yu et al., 2015). Ackoliv u rajcete i 4.
thaliana (Chinnusamy et al., 2003) byla zvySena exprese stejného TF, zadné z nalezenych
cilovych genti se v provedenych studii neshodovaly. Mechanismus zvySeni tolerance byl tedy

nejspis znaéné odlisny.

Utinek ICE1 byl zkouman i u ryze. Z pekingského zeli (Brassica campestris ssp.
pekinensis Lour. Olsson) byl izolovan BcICE! a pod kontrolou Ubi promotoru transformovan
do ryze (Xiang et al., 2017). Vice nez polovina transgennich rostlin pfekonala dvoudenni
plusobeni mrazu. Tyto rostliny mély po pisobeni nizké teploty nizs§i hladinu MDA a méné
poskozeny chlorofyl a membrany, pravdépodobné diky zvySené akumulaci prolinu a sacharidd.
BcICE1 aktivoval expresi genli pro TF OsDREBIA a OsDREBIF. Také doslo ke zvySeni
exprese OsDREBIB, OsTPPI a genu J013091D15 kodujiciho cytochrom P450 (Xiang et al.,
2017), které maji v promotorech CRT/DRE element a odpovidaji na chladovy stres (Ito et al.,
20006).

Zvysenou toleranci vii€i chladu projevila i transgenni ryze s konstitutivni expresi
RsICE1, 1zolovaného z fedkve (Raphanus sativus L.), plodiny odolné;jsi viici chladu nez ryze.
Transformace byla provedena pod kontrolou Ubi promotoru (Man et al., 2017). Transgenni
rostliny mély zvySenou hladinu cukrii, prolinu, sniZenou hladinu MDA a méné poskozeny
chlorofyl nez WT. Po chladovém pulsobeni také exprimovaly vys§i mnozstvi OsTPPI,
OsDREBIB, OsDREBIA a J013091D15. Projev overexprese RsICEI byl u ryze tedy velmi
podobny jako pii overexpresi BcICEI (Xiang et al., 2017).
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4.2.3. Transkrip¢ni faktory CBF/DREB

V ryzi bylo nalezeno devatenact genti pro TF CBF. Pét z nich odpovida na NT, jsou jimi
OsCBF1, OsCBF2, OsCBF3, OsCBF8 a OsCBF9 (Cao et al., 2008). Jednotlivé TF se li$i napf.
rychlosti, s jakou reaguji na chlad, nebo indukci své exprese i v odpovédi na jiné abiotické
stresy. Pro CBF je charakteristicka jaderna lokaliza¢ni sekvence (NLS) navadéjici CBF do
jadra, a doména ethylen-responsive factor (ERF)/APETALA2 (AP2), vazajici se na CRT
elementy v promotoru COR gent ¢i jinych gent odpovidajicich na chlad (Cao et al., 2008; Man
etal., 2017).

Ptikladem vyuziti CBF1 pro zvyseni tolerance vici chladu je transgenni rajce, do néhoz
byl vpraven CBF1 z A. thaliana pod kontrolou promotoru 35S CaMV (Zhang et al., 2011).
Transgenni rostliny vykazovaly po dlouhodobém pisobeni NT daleko niz§i fotoinhibici
fotosystému I (PSI) nez netransformované rostliny (WT). Diky overexpresi CBFI se zvysila
ochrana ptfed fotoinhibici aktivaci xantofylového cyklu. Také se zvySila aktivita
superoxiddismutazy (SOD), zhaSece ROS. SOD tak snizuje fotoinhibici a chrani chlorofyl pred
poskozenim. Transgenni rostliny si také udrzely integritu membranového systému diky zhaseni
ROS a zabranéni peroxidace lipida. Tyto protektivni mechanismy byly detekovany po né€kolika

dnech pusobiciho stresu a ptispély k udrzeni aktivity PSI i PSII (Zhang et al., 2011).

U ryze bylo pfipraveno nékolik transgennich linii overexprimujicich OsDREBIA/CBF3,
OsDREBIB/CBF1, AtDREBIA/CBF3, AtDREBIB/CBFI a AtDREBIC/CBF2 pod
modifikovanym promotorem 35S CaMV (Ito et al., 2006). Geny A¢CBF byly izolovéany z 4.
thaliana, OsCBF pochazely z ryze. VétSina linii vykazovala sniZeny vzrist v normélnich
podminkach. Linie byly po né&kolik dni vystaveny chladu (2°C) a poté 3 tydny sledovany v
normalnich podminkéch. Zatimco vS§echny WT rostliny neptezily, Zivotaschopnych bylo az 60
% z transgennich rostlin. Transgenni rostliny ve vétSim mnozstvi akumulovaly sacharidy, napft.
rafindzu, sacharozu, glukozu a fruktéozu. S akumulaci sacharidii pravdépodobné souvisi
zvySend produkce a-amylazy u linii overexprimujicich OsCBF3 a AtCBF3 (ty akumulovaly
sacharidy dokonce i1 bez pilisobiciho stresu). Vyznamnad byla i akumulace prolinu. Uz
v normalnich podminkach obsahovala transgenni linie OsCBF3 5Snasobné mnoZstvi prolinu nez
WT, AtCBF3 dokonce aZ 15nasobné. Po vystaveni linii chladu byl obsah prolinu také vyssi nez
u WT. Mezi proteiny zvySené v transgennich rostlindich OsCBF3, byly napt. dehydriny
(kédované geny Lip5 a Lip9), které zabraiiuji destabilizaci plasmatické membrany. Dale byla

zvysena exprese nékolika gent kodujicich napt. ACC oxidéazu, cytochrom P450 nebo glycin-
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rich proteiny. Overexprese AtCBF3 zvysila napi. expresi gent pro LipS a ACC oxidazu.
Produkty téchto genil pravdépodobné ptispély u transgennich linii k toleranci nejen vii¢i chladu,
ale i suchu a zasoleni (Ito et al., 2006). Je zajimavé, ze overexprese AfCBF3 v transgenni ryzi,
kterou provedli Oh et al. (2005), nem¢la negativni dopad na rtst rostlin. Transformace byla pod
kontrolou promotoru Ubil z kukufice. Transgenni rostliny byly vystaveny chladu, suchu a
zasoleni, zvySenou toleranci vSak vykazovaly rostliny pouze vici suchu a zasoleni. Exprese
Lip5 a DipI (Lip9) byla u téchto rostlin také zvySena, nikoliv vSak hladina prolinu. Kromé toho
se zvysila exprese genil Jacalinl a Jacalin2, jez koduji lektiny odpovidajici zejm. na bioticky
stres (Oh et al., 2005). Absence zpomaleni ristu pravdépodobné spocivala v pouziti jiného
promotoru. Exprese AtCBF3 pod ziejmé slabsim Ubil tak mozna nestacila ke zvySeni tolerance
vaci chladu. Ti sami autofi vSak ptipravily Ubil:AtCBF3 znovu a tyto rostliny piekvapiveé
odolnost vii¢i chladu vykazovali. Kromé& toho se autofi rozhodli vyvinout transgenni ryzi
overexprimujici HvCBF4 a porovnat jeji rust s nove pfipravenou linii rostlin Ubil:AtCBF3.
HvCBF4, gen izolovany z jeCmene (Hordeum vulgare), byl do genomu ryze vnesen také pod
kontrolou promotoru Ubil z kukufice (Oh et al., 2007). Rist obou linii nebyl negativné
ovlivnén, kromé nckolika vyjimek, které byly nejspiSe zpusobeny somaklonélni variabilitou.
Rostliny byly vystaveny chladu (4°C) na 24 h, suchu i zasoleni. VSechny typy stresu tolerovaly
transgenni rostliny vyrazné 1épe nez WT (cca 90 % oproti 4 % u NT), pticemz Ubil:HvCBF4
tolerovaly chlad o néco 1épe nez Ubil:AtCBF3. Transgenni rostliny mély méné poSkozeny
fotosynteticky aparat a byly u nich v reakci na chlad indukovany geny Lip5, Dip1,J013091D15
a Jacalin2 (Oh et al., 2007). Zda se tedy, ze lektiny maji llohu i v chladovém stresu.

Ptiznivé vysledky pfinesli také Xu et al. (2011), ktefi do ryZe vnesli ZmCBF3 izolovany
z kukuftice pod kontrolou Ubi promotoru z kukufice. Transgenni rostliny byly vystaveny chladu
(4°C na 24 h), suchu i zasoleni. Po tydnu se vétSina transgennich rostlin vystavenych chladu
zotavila (cca 80 %), z WT piezila pouze tretina. Overexprese ZmCBF3 vedla k nizsi hlading
MDA, tedy 1 menSimu poSkozeni membran. Kromé toho, Ze overexprese nevyvolala zpomaleni
rustu, nebyl postizen ani vynos. Stejné jako pti overexpresi OsCBF3 (Ito et al., 2006) doslo ke
zvySeni exprese genl /lip5 a lip9 (Dip) kédujicich dehydriny (Xu et al., 2011). Také se zvysila
exprese Hsp70, genu kodujiciho heat shock protein, jez se exprimuje napt. v dasledku vysoké
¢1 nizké teploty. Hsp70 zajiSt'uji spravné sbaleni proteinu a chréni je pted agregaci pfi stresu

(Sarkar et al., 2013).

V modifikaci TF CBF/DREB pro zvysSeni odolnosti bylo také vyuzito genti ze znacné

odolnych rostlin, jako je napt. AaDREB1 izolovany z hlavacku amurského (Adonis amurensis),
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rostliny schopné kli¢it a kvést 1 ve sn¢hu. 4aDREBI byl vnesen do ryze pod kontrolou
promotoru 35S CaMV (Zong et al., 2016). Overexprese AaDREBI zvysila toleranci vii¢i suchu,
zasoleni a nizké teploté. Dlouhé plisobeni chladu (4°C, 12 dni) ptezila vice nez polovina
transgennich rostlin a jejich rist nebyl vyrazné omezen. Také u nich bylo nameéfeno
dvojnasobné mnozstvi prolinu nez u WT, a to v normalnich podminkach 1 pfi pisobeni chladu.
Transgenni rostliny akumulovaly v normélnich podminkach zvySené mnozstvi sacharidli nez
WT (Zong et al., 2016). Zachovani normalniho ristu u ryze overexprimujici homolog DREB1
dosahli i Xu et al. (2011), kteti pouzili ZmCBF3 z kukuiice pod kontrolou Ubi promotoru a Oh
et al. (2007), ktefi do ryZze pod kontrolou Ubi promotoru vnesli A¢tCBF3. Naproti tomu
overexprese CBF3 izolovaného z A. thaliana a ryze pod kontrolou promotoru 35S CaMV rust
transgennich linii ryze omezila (Ito et al., 2006). Ackoliv geny AaDREBI, AtDREBI a
OsDREBI odpovidaji na chlad a zvySuji k nému toleranci, funguji pravdépodobné odlisné

(Zong et al., 2016).

Zvyseni tolerance vuac¢i chladu zajistila 1 overexprese DaCBF7, izolovaného
z antarktického druhu travy Deschampsia antarctica. DaCBF7 byl vnesen do ryze pod
kontrolou Ubi promotoru z kukufice (Byun et al., 2015). Overexprese DaCBF7 neméla
negativni efekt na vzrist rostlin a zvysila odolnost vii¢i chladu, nezvysila vSak toleranci viici
suchu ani zasoleni. Rostliny byly vystaveny na 8 dni chladu (4°C) a po navraceni se zotavila a
opétovné rostla vétSina transgennich rostlin, z WT se jich zotavilo minimum. U transgennich
rostlin byla l1épe zachovéana integrita membran. Také se overexprimovaly geny kodujici
dehydriny, chaperony a remoriny. Remoriny jsou rostlinné proteiny, jeZ pravdépodobné funguji

jako “scaffold” proteiny a reguluji i pfenos stresového signalu (Jarsch and Ott, 2011).

V ryzi ssp. japonica cv. Nipponbare byla zkouména funkce genu OsDREBG6 ptipravenim
transgennich linii se zvySenou a snizenou expresi tohoto genu (Ke et al., 2014). S ptisobenim
chladu a osmotického stresu se rostliny overexprimujici OsDREB6 vypotadaly vyrazné lépe
nez WT, z nichZ pteZila méné neZ polovina. Z rostlin se snizenou expresi OsDREB6 neustala
plsobeni téchto strestt zddna. Vzhled rostlin s rozdilnou mirou exprese OsDREB6 v normalnich
podminkach a po zotaveni z chladového stresu je na obr. €. 3. ZlepSeni tolerance bylo ¢astecné
zajisténo akumulaci osmolytl a zvySenou aktivitou CAT. Také doslo ke zvySeni exprese P5CS,
OsDREBIB a OsMYB2. Ke zvySeni P5CS (biosyntéza prolinu) doSlo i u rostlin
overexprimujicich TF ZFP182 (Huang et al., 2012) a TF OsCOIN (Liu et al., 2007). TF
OsMYB2 hraje regulacni roli v odpovédi na chlad, ale 1 na zasoleni a sucho. Je tedy mozné, ze

MYB2, stejné€ jako MYBS3, propojuje CBF/DREB zévislou a nezavislou drahu.
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Obr. ¢. 3: Vzhled rostlin ryze se zvysenou (OE), snizenou (RNAi) a normalni (Nipponbare) expresi
OsDREBG za kontrolnich podminek a po vystaveni chladu a nasledném zotaveni. Podle Ke et al., 2014.

Gen OsDREBIF (RCBF?2) izolovany z horské odriady ryze (O. sativa cv. IAPARY) byl
vnesen do ryze ssp. japonica pod 35S CaMV promotorem (Wang et al., 2008). OsDREBIF se
exprimuje po pusobeni chladu, sucha, zasoleni, ale také vreakci na ABA. Také se
pravdépodobné ucastni vyvojovych procest, jeho ptesna tiloha vSak neni zndma. OsDREBIF
aktivoval expresi RD29B, coz naznacuje jeho ulohu i v ABA zéavislé draze. Transgenni rostliny
byly vystaveny tydennimu chladu (10°C), suchu a zasoleni. Ke vSem typim stresii byly
transgenni rostliny tolerantnéjsi nez WT (Wang et al., 2008). Transformace neméla vliv na rast
rostlin, na rozdil od konstitutivni exprese OsDREB1 a AtDREBI v tyZi, jeZ zpusobila zpomaleni
rastu v normalnich podminkach (Ito et al., 2006). OsDREBIF pies DRE elementy aktivoval
expresi RD294 a CORI15a, a to jiz v normalnich podminkach. Samotnému OsDREBIF v
promotoru DRE element chybi, neni tedy regulovan jinymi TF DREB. Obsahuje vSak n¢kolik
MYB/MYC vazebnych mist. JelikoZ doslo ke zvySeni jeho exprese u rostlin overexprimujicich

BcICE] (Xiang et al., 2017), je mozné jeho regulaci pres ICE1 potvrdit.
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4.2.4. Cilové geny zvySujici toleranci vici nizké teploté

Na zaklad¢€ provedenych studii 1ze konstatovat, ze mezi geny piimo zvysujici toleranci
vici chladu patii geny kodujici enzymy potfebné pro syntézu kompatibilnich soluti s
kryoprotektivnimi ucinky, jako je napi. sachar6za nebo prolin. Také jsou exprimovany geny
pro kryoprotektivni protein COR15a nebo dehydriny, které stabilizuji membrany a proteiny.
Mezi produkty cilovych genil patii i zhaSece ROS udrzujici integritu membranového systému
(jako napt. kataldza, peroxidaza) nebo chaperony, zabranujici agregaci poskozenych proteint,

a cytochrom P450.
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5. Zavér

Pro $lechténi transgennich rostlin odolnych viici chladu existuje né€kolik cest. Samotné
navyseni exprese gent, jejichz produkty pfimo zvySuji toleranci viici stresu, se neukazalo jako
idealni piistup. Vyhodnéjsi je pravdépodobné zacilit manipulaci o stupen vys a zvysit toleranci
ovlivnénim transkrip¢nich faktortu fidicich expresi cilovych genii nebo dokonce komponent
signdlni transdukce. Vzhledem k §ifi jejich pasobeni tak 1ze pozménit vice drah a umocnit
odpovéd na stres. Ze stejného diivodu vSak takova manipulace mize mit i negativni efekt.
Zvysenim odolnosti vi¢i chladu mize dojit napt. ke zpomaleni ristu nebo dokonce snizeni
odolnosti vuc¢i jinému typu stresu. Zda se, ze velky podil na modifikovaném fenotypu
transgennich plodin mé i volba promotoru vneseného genu. Ackoliv maji geny exprimované
pod silnym konstitutivnim promotorem vyznamny vliv na toleranci vici chladu, mize tato
modifikace narusit normélni vyvoj rostliny a vést k zakrslosti, ptipadné nizkému vynosu. Tento
efekt je moZné zmirnit napf. vyuzitim promotoru aktivovaného jen pod ptisobicim stresem nebo
vyuzitim slabsiho promotoru. Také volba rostliny, ze které bude gen pro transformaci izolovan,
muze ovlivnit celkovy vysledek manipulace. Piedpoklad, ze geny se stejnou funkci v riznych

rostlinach budou po transformaci fungovat stejné, zjevné neplati. Gen z jedné rostliny mize

napi. omezit rist, zatimco jeho homolog z jiné rostliny riist neovlivni.

Pti posuzovani potencialu genového inzenyrstvi na zakladé provedenych studii si je
potieba také uvédomit, Ze experimenty neodrazi skutecné péstitelské podminky a zamé&tuji se
hlavné na vegetativni obdobi ristu rostlin. Krom¢ toho se autofi zamétuji hlavné na geny, u
kterych je jiz ptredpokladand/znama role v chladové odolnosti. Je proto mozné, Ze se na
odolnosti podili faktory ¢i geny, jez zatim unikaji pozornosti. Tomu vSak napomahaji
transkriptomické studie, které mapuji geny exprimované v odpovédi na stres. Ty tak mohou

naznacit smer jakym se vydat pfi Slechténi novych tolerantnich linii.

Ptes zminéné piekazky lze konstatovat, Ze modifikace drahy zavislé na CBF/DREB, a
to pfedevS§im overexpresi jednotlivych transkripénich faktorti, je perspektivni metodou pro
zvySeni odolnosti ryze viici chladu. Vyuziti gentll izolovanych z velmi odolnych rostlin se zda

byt nadéjnou cestou, zvlast’ pro absenci negativniho vlivu na rast rostlin.
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