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Zpusob zvySeni odolnosti rostlin vici stresu, rostliny odolné vici stresu

Oblast techniky

Vynalez se tyka ptipravy rostlin se zvySenou odolnosti k abiotickému stresu, zejména vici suchu
a/nebo zasoleni pidy.

Dosavadni stav techniky

Vv

probihajici klimatické zméné se frekvence obdobi sucha v mnoha oblastech zvysuji (Vicente-
Serrano, S. M., et al. (2015). Remote Sens-Basel 7, 4391-4423; Santos, M. J., et al. (2010).
Environ Manage 45, 239-249). Krom¢ vlivu na samotné rostliny ma sucho také vyznamny
socioekonomicky dopad. Udalosti zpisobené suchem ve vychodni Africe v roce 1984 maji na
svédomi umrti asi 450 000 lidi v Sudanu a Etiopii. Extrémni sucho v Somalsku a Etiopii v roce
2011 vyvolalo migraci asi 380 000 uprchlikti do okolnich zemi a potfebu humanitarni pomoci pro
deset miliont lidi. Vazné disledky sucha vSak nejsou zaznamenany pouze v Africe. V roce 2008
doslo k celosvétové potravinové krizi zptisobené ¢astecné suchem a v roce 2012 sucho vyznamné
ovlivnilo zeméd¢€lské vynosy v USA, coz je zemé, ktera vyvazi 53 % svétové produkce kukutice
a 43 % svétové produkce soji. Predpoklada se, Ze se do roku 2050 snizi vlivem sucha vynosy
vyznamnych plodin o vice nez 50 % a do roku 2100 aZz o 90 %. V roce 2015 Ceska republika
zaznamenala jedno z nejhorSich obdobi sucha v historii, coz vedlo k vyznamnym dasledkiim
tykajicich se vynost plodin, ale také divokeé pfirody.

Zasoleni pudy je dal§im ze stresti se zasadnim dopadem na rostlinnou produkci. Zasoleni ptidy
ma dva zdsadni mechanismy svého plsobeni na riist a produkci rostlin. Za prvé, dochazi ke
zvySeni osmotického potencidlu prostiedi, coz znesnadituje pfijem vody rostlinou. Zasoleni tedy
zpusobuje velmi podobné efekty jako sucho a Casto je tento typ stresu pouzivan v modelovych
situacich jako imitace sucha. Za druhé, po piijmu zvySeného mnozstvi soli transpira¢nim
proudem dochazi k poskozeni bunék listt.

Opatieni zmirmujici sucho lze rozdélit do tifi skupin, i) navySeni dodavek vody, ii) snizeni
spotieby vody a iii) minimalizace dopadii sucha. Pro dosazeni maximalniho efektu je idealni
kombinace vSech tii typl opatieni. V pfipadé ochrany zemédélské produkce je jednou z velmi
efektivnich moznosti Slechténi rostlin se zvySenou odolnosti k suchu, které umozni jak snizeni
narocnosti zemédelské produkce na vodu (opatieni typu ii), tak snizeni dopadii sucha (opatieni

typu iii).

Podstata vynalezu

Predmétem predkladaného vynalezu je zptisob zvyseni odolnosti rostlin vici abiotickému stresu,
zejména vuci suchu a zasoleni piidy, jehoz podstata spocivd v tom, Ze se zvysi exprese genu
DIR13 nebo jeho orthologu nebo jeho homologu v rostling.

Gen DIR13 (také nazyvany AtDIR13) se vyskytuje u husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana).

Homologem se rozumi gen v jiné rostling, ktery je odvozen od genu spoleéného (ancestralniho)
pro tento homologni gen a pro gen D/R13 huseni¢ku rolniho.

Orthologem se rozumi gen v jiné rostling, ktery je odvozen od genu spole¢ného (ancestralniho)
pro tento homologni gen a pro gen DIR13 husenic¢ku rolniho. Orthologni gen se vyvinul speciaci
a obvykle si drzi v pribéhu evoluce stejnou funkci.
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DIR proteiny vykazuji vysokou miru konzervovanosti, umoziujici identifikovat orthology, tedy
proteiny se stejnou funkci a to jak u dvoudéloznych, tak u jednod€loznych rostlin vcetné
vyznamnych plodin jako jsou ryze, kukufice, pSenice, je¢men nebo bavlnik (Corbin, C., et al.
(2018). Plant Mol Biol 97, 73-101).

S vyhodou se v predkladaném vynalezu jedna o zvySeni odolnosti brukvovitych rostlin, a o
zvySeni exprese genu DIRI3 nebo jeho orthologu nebo homologu v brukvovité rostling.
Brukvovité rostliny zahrnuji hospodaisky vyznamné plodiny, jako je brukev olejna nebo fepka
olejka.

Expresi genu lze obecné zvysit vlozenim dalSich kopii genu, s vyhodou pod kontrolou promotori
zvySujicich miru exprese dle potieby, a/nebo aplikaci aktivatorli exprese, zejména aktivatori
transkripce, daného genu na rostlinu.

Naptiklad lze zvySit expresi genu DIRI3 nebo jeho homologu nebo orthologu v rostliné
postupem, kdy se nejprve amplifikuji kodujici a/nebo genomové sekvence genu DIR13 nebo jeho
homologu nebo orthologu pomoci primerd, které nasedaji na 5° a 3 konec kodujici sekvence a
které mohou obsahovat obecné znamé adaptorové sekvence pro usnadnéni klonovani, napf.
pomoci Gateway nebo LIC; nésledné se klonuji kodujici a/nebo genomové sekvence genu DIR13
nebo jeho homologu nebo orthologu do vektoru s vhodnou expresni kazetou obsahujici silny
konstitutivné aktivni promotor, napt. CaMV 35S nebo RPS5A, nebo promotor umoziujici
chemicky regulovanou expresi transgentl, napi. dexamethasonem indukovatelny systém pOp6-
LhG4 nebo estradiolem indukovatelné systémy zalozené na XVE promotoru; a nakonec se
uvedeny vektor transformuje do rostliny.

Ve vyhodném provedeni se v postupu podle vynalezu zvysi exprese genu DIRI3 nebo jeho
orthologu nebo jeho homologu v rostling, a soucasné nebo nésledné se aplikuje na rostlinu
alespoii jeden exogenni cytokinin.

V dalsim vyhodném provedeni se v postupu podle vynalezu zvysi exprese genu DIR13 nebo jeho
orthologu nebo jeho homologu v rostling, a soucasné se v rostliné zvysi exprese gend pro
biosyntézu endogennich cytokininid, jako je /PT nebo LOG, nebo snizi exprese genl pro
degradaci cytokinint, napt. CKX.

Rostliny se zvySenou expresi genu DIRI3 nebo jeho homologu nebo orthologu mohou byt
vhodné i pro dosazeni antivirovych a/nebo antikarcinogennich ucinkt kvili zvySenému mnozstvi
endogennich lignant a/nebo neolignantl.

Predmétem predkladaného vynalezu je dale rostlina se zvySenou odolnosti vici abiotickému
stresu, zejména vaci suchu a zasoleni pidy, ktera obsahuje vlozené dalsi kopie genu DIRI3 nebo
jeho orthologu nebo jeho homologu pro zvyseni produkce proteinu kodovaného timto genem.

Dirigent proteiny (DIR), pojmenované podle latinského terminu ,.dirigere®, tedy ,.fidit“ nebo
,»Veést®, byly poprvé popsany u zlatého deste¢ (Forsythia sp). pred vice nez dvémi desetiletimi jako
proteiny zodpovédné za zprosttedkovani stereoselektivni tvorby lignanu (+)-pinoresinolu ze dvou
koniferyl alkoholovych radikald (Davin, L. B., et al. (1997). Science 275, 362-366; Gang, D. R.,
et al. (1999). Chemistry & Biology 6, 143-151). Od té doby byly v celé rostlinné fisi
identifikovany riizné proteiny DIR a proteiny podobné DIR s vyjimkou fas a sinic, coZ naznacuje,
ze DIR se vyskytuji téméf u vSech cévnatych druhll rostlin véetné liSejnikt, kapradin,
nahosemennych rostlin a krytosemennych rostlin (Ralph, S., et al. (2006). Plant Molecular
Biology 60, 21-40; Ralph, S. G., et al. (2007). Phytochemistry 68, 1975-1991; Wu, R. H., et al.
(2009). Progress in Natural Science 19, 347-352; Li, Q., et al. (2014). BMC Genomics 15, 388).
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Rodina DIR proteini u Arabidopsis (AtDIR) zahrnuje 26 ¢lend s vétSinou neznamymi
biochemickymi funkcemi (10). DIR5 a DIR6, oba patfici do podrodiny DIR-a, se ucastni
biosyntézy (-)-pinoresinolu. Podle fylogenetické analyzy je DIR13 nejbliz§im paralogem DIRS,
DIR6 a DIR12, ale postrada konzervované zbytky nezbytné pro tvorbu (-)-pinoresinolu
(Paniagua, C., et al. (2017). J Exp Bot 68, 3287-3301; Kim, K. W., et al. (2012). J Biol Chem
287, 33957-33972). DIR13 a jeho homology a orthology u riznych rostlin zvysuje tvorbu lignant
a neolignanti a rovnéz produkci ROS pii odpovédi na abioticky stres.

Ligniny a lignany jsou produkty metabolismu fenylpropanoidd. Tato metabolicka draha vede k
produkci monolignolti (koniferyl, sinapyl a p-kumaryl alkoholy), které jsou prekurzory v
biosyntéze lignanu i ligninu (Buchanan, B. B., et al. (2000). Biochemistry & molecular biology of
plants. Rockville, Md.: American Society of Plant Physiologists). Termin lignan zahrnuje tfidu
dimernich fenylpropanoidi (CsC3) spojenych vazbou 8-8', zatimco alternativné vazané dimery
jsou znamé jako neolignany (Buchanan, B. B., et al. (2000). Biochemistry & molecular biology of
plants. Rockville, Md.: American Society of Plant Physiologists). Lignany a neolignany jsou
pomérné rozsifené, napiic rostlinnou i8i bylo popsano 23 typt lignani a neolignant (Teponno,
R. B., et al. (2016). Nat Prod Rep 33, 1044-1092). Biosyntéza lignand a neolignanti zacina
syntézou fenylalaninu, prekurzorem koniferyl alkoholu (Hao, Z., et al. (2014). Crit Rev Biochem
Mol Biol 49, 212-241; Barros, J., et al. (2015). Ann Bot 115, 1053-1074). Dimerizace/vazba dvou
radikalt koniferyl alkoholu vedouci k (+/-)-pinoresinolu je zprostiedkovana oxidazami, jako jsou
peroxidazy nebo lakazy, s pomoci DIR, které zajistuji stereoselektivitu dimerizace
koniferylalkoholu (Davin, L. B., ef al. (1997). Science 275, 362-366; Halls, S. C., ef al. (2002).
Biochemistry 41, 9455-9461; Halls, S. C., et al. (2004). Biochemistry 43, 2587-2595). Role DIR
proteind je v tomto procesu zasadni, protoze opticka aktivita je urCujici pro vlastnosti vétSiny
lignant (Akiyama, K., et al. (2007). Biosci Biotechnol Biochem 71, 1745-1751; Akiyama, K., et
al. (2009). Biosci Biotechnol Biochem 73, 129-133). Pinoresinol miize byt pfeveden na jiné typy
lignanii vetné piperitolu, laciresinolu, sesaminu, secoisolaresinolu a jejich glukosida (Dinkova-
Kostova, A. T., et al. (1996). J Biol Chem 271, 29473-29482; Satake, H., et al. (2015).
Metabolites 5, 270-290).

Lignany a neolignany hraji dileZitou roli v obrané rostlin, kde ptisobi jako biologicka zbran proti
patogentim (Davin, L. B., et al. (2008). Nat Prod Rep 25, 1015-1090; Davin, L. B., et al. (2005).
Current opinion in biotechnology 16, 398-406). Lignany jsou schopny inhibovat enzymy
extracelularnich hub, celulazu, polygalakturonazu, glukosidazu a lakazu (MacRae, W. D., et al.
(1984). Phytochemistry 23, 1207-1220). Dale bylo ptedpovézeno, ze lignany by mohly branit
poskozeni rostlin tim, Ze narusuji endokrinni systém herbivornich larev hmyzu (Harmatha, J., et
al. (2003). Phytochemistry Reviews 2, 321-330). Lignany by mohly byt také pouzity jako léky a
chemopreventivni latky v konvenéni mediciné. Napiiklad podofylotoxin (pochazejici z
Podophyllum peltatum) ma antivirové vlastnosti a jeho derivat (etopophos) nasel uplatnéni v
chemoterapii rakoviny (Davin, L. B., et al. (2008). Nat Prod Rep 25, 1015-1090). Krom¢ toho by
lignany mohly slouzit jako zasobarna monolignold pro lignifikaci. ZvySeni exprese gentl pro
syntézu lignanu bylo pozorovano béhem xylogeneze v lignifikovanych tkanich borovice
ptimotské (Villalobos, D. P., ef al. (2012). BMC Plant Biol 12, 100) a Inu (Huis, R., et al. (2012).
Plant Physiol 158, 1893-1915). U Inu byla také pomoci imunoznac¢eni odhalena pfitomnost
lignanti v jeho sekundarnich bunéénych sténach (Attoumbre, J., et al. (2010). Phytochemistry 71,
1979-1987). Bylo také prokazano, Ze naruseni funkce PINORESINOL REDUKTAZY 1 (PrR1),
ktera katalyzuje pfeménu pinoresinolu na lacinoresinol, vede ke sniZzeni obsahu ligninu a zméné
distribuce ligninu ve stonku kvétenstvi Arabidopsis (Ruprecht, C., et al. (2011). Front Plant Sci
2, 23; Zhao, Q., et al. (2015). Phytochemistry 112, 170-178).

Predkladany vynalez dovoluje ziskat hospodaisky vyznamné plodiny s odolnosti k zasoleni,
suchu a/nebo dalSim typim stresového plisobeni.
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Objasnéni vykresu

Obrazek 1. Promotor DIRI3 je aktivni brzy po vykli¢eni a dominantné v koteni. (A — C) Aktivita
promotoru AtDIR13 detekovand pomoci fluorescence GFP (zeleny signal) u 3 dny starych
klicnich rostlin Arabidopsis nesoucich pDIRI13::NLS-3xGFP konstrukt. Aktivita pDIRI3 je
detekovatelnd zejména v kofeni (A). Fluorescencni signal byl také detekovan v apikalnim
meristému prytu (B) a v kofenovych vlascich (C). Signal plazmatické membrany diky barveni
propidium iodidem (PI) je zobrazen purpurove. Méfitko predstavuje 50 um.

Obrazek 2. Promotor DIRI3 je aktivni ve vSech kofenovych pletivech a lateralnich kofenovych
primordiich; exprese DIRI3 je regulovana cytokininy. (A) Reprezentativni snimky 7 dni
(7 DAG) starych semenackli a piicné optické fezy kofenovymi buikami exprimujicimi
pDIRI13::NLS-3xGFP. Fluorescenéni GFP signal (zelen¢) byl detekovan ve vSech bunécnych
typech kofene Arabidopsis (1 az 3, na obrazku vpravo). Méfitko predstavuje 50 pm. ep,
epidermis; en, endodermis; co, cortex; pe, pericykl. (B) Aktivita promotoru D/R/3 v primordiich
lateralnich kofend (lateral roor primordia, LRP) v 9 dni starych (9 DAG) semenaccich. Méfitko
predstavuje 20 pm. Signal plazmatické membrany po barveni PI je v (A) i (B) zobrazen
purpurové. (C) Hladina exprese DIRI3 je postupné indukovana cytokininem. Exprese DIRI3
byla analyzovana pomoci RT-qPCR u 11dennich semenackl po plisobeni cytokininem (5 pM 6-
benzylaminopurinem, BAP) a kontrolou (0,1 % DMSO) po dobu 0, 0,5, 1, 3 a 5 hodin. Hladiny
transkripce byly normalizovany na referencni gen EF-la, zndzornén je relativni pomér exprese
DIR13/EF-la. Zobrazeny je reprezentativni vysledek opakovaného meéfeni; chybové usecky
oznacuji +/- SE (n=3). Hvézdicky oznacuji statisticky vyznamné rozdily pii p < 0,05 mezi
pusobenim BAP a kontrolou na zakladé¢ dvoufaktorové analyzy rozptylu (two-way ANOVA)
nasledované Tukeyho HSD testem (*p < 0,05, **p < 0,01). (D) Exprese DIRI3 je regulovana
transkripcnimi faktory ARR typu B. Hladina exprese DIR13 byla zkoumana pomoci RT-qPCR u
dvojitych mutantt arrl, 10, arrl, 12 a arrl0,12 po oSetfeni 5 pM BAP a v kontrole (0,1 %
DMSO) po dobu 1 hodiny. Hladiny transkripce byly normalizovany na referencni gen EF-la a je
ukdzan relativni pomér exprese DIRI3/EF-la. Data zobrazuji vysledek reprezentativniho
experimentu. Chybové tsecky oznacuji +/- SE, (n=3). Hvézdicky oznacuji statisticky vyznamné
rozdily mezi BAP a kontrolou na zéklad¢ dvoufaktorové ANOVA nasledované Tukeyho HSD
testem (**P < 0,01, ***P < (0,001). (E) Promotor DIRI3 je aktivovan cytokininem v kofenovém
apikdlnim meristému. Reprezentativni snimky 5 dnl starych semenackt exprimujicich
PpDIRI13::NLS-3xGFP po 24 hodinach oSetfeni 5 pum BAP a v kontrole (0,1 % DMSO). Signal
plazmatické membrany z barveni PI je zobrazen purpurové a GFP zelené. Méftitko predstavuje
50 um. (F) Pocet fluorescencnich jader na kofen v kofenovém apikalnim meristému (RAM) 5
dnu starych semenacki exprimujicich pDIR13::NLS-3xGFP po 4 a 24 hodinach osetfeni BAP a v
kontrole (0,1 % DMSO). Data jsou uvedena jako pramér +/- SE (n > 10). Hvézdicky oznacuji
statisticky vyznamné rozdily mezi BAP a kontrolou na zakladé analyzy smiSenym Poissonovym
modelem (**P < 0,01, ***P < (0,001). (G) Intenzita fluorescence jednotlivych jader po 4 ha 24 h
osetfeni BAP a kontrolni (DMSO) byla kvantifikovana v RAM. Vysledky jsou priméry +/- SE (n
> 10). Hvézdicky oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi BAP a kontrolni 1écbou na zakladé
jednocestné ANOVA nasledované Dunnettovym HSD testem (**P < 0,01, ***P < 0,001).

Obrazek 3. DIR13 lokalizuje do endodermis kotfene Arabidopsis a perifernich bun¢k primordii
lateralnich kofent. (A az C) Protein DIR13 lokalizuje do endoderméalnich bun¢k diferenciacni
zony kofene. Reprezentativni snimky 7 dni starych semenackii  exprimujicich
pDIRI13:DIRI3::mCherry. (A) — jedna vrstva, (B) projekce (Z-stack) konfokalnich ezt a (C)
pti¢ny opticky fez kofenem z obr. (B). (D, E) Plsobeni 5 um BAP zvySuje mnozstvi DIR13 a
posouva jeho lokalizaci blize ke kofenovému apikalnimu meristému (naznaceno Sipkami).
Reprezentativni projekce konfokalnich snimkd 7 dnil starych semenackti po 24 hodinovém
pusobeni 5 um BAP a kontrolou (0,1 % DMSO). (F az I) DIR13 je detekovan v perifernich
bunikach primordii lateralnich kotenti (lateral root primordia, LRP) i jiz vynotfeného lateralniho
kotene (emerged lateral root, ELR). Reprezentativni konfokalni snimky 9ti dennich semendckt v
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ruznych fazich vyvoje LR od LRP (F) po ELR (G az I). Kofeny byly obarveny Calcofluor White,
bunécnd sténa je zobrazena modrfe, signdl mCherry je zobrazen Cervené. Méfitko piredstavuje
50umv (A azC)a(Fazl)a 100 um v (D, E). en, endodermis.

Obrazek 4. DIR13 neni vyzadovan pro normalni morfologii a funkci Caspariho prouzkt. (A az F)
Autofluorescenéni vizualizace ligninu po projasnéni kofenti 7denniho WT Col-0 (A, D),
358:DIR13 #8 (B), diri3-5 (C), esbi-1 (E), a caspl-1;3-1 (F) a jejich detailni snimky (1 az 6)
zobrazené v tomto pofadi v Cervené preruSovanych obdélnicich. (G az H; J az O) Penetrace
propidium jodidu (PI) u Sdenniho WT Col-0 (G, J, M), dir13-5 (H, L), 35S:DIR13 #8 (K) esbl-1
(N) a caspl-1,3-1 (0). Hvézdicky oznacuji 15. pro (G, H) a 19. pro (J az O) endodermalni buiiku
od pocatku ranné diferenciacni zony kotene. Pocatek ranné diferenciacni zony je definovan jako
zo6na, kde byla pozorovana délka endodermalni buniky vétsi nez dvojnasobek jeji sitky. Métitko
predstavuje 50 um v (A az O) a 20 um v (1 az 6). ep, epidermis; ct, klira; en, endodermis; st,
stéla. (I) Kvantifikace penetrace PI do stélé kvantifikovana jako pocet endodermalnich bunék od
prvni plné expandované bunky v WT Col-0, 35S:DIRI3 #S8, diri3-5, esbl-1 a caspl-1;3-1.
Zobrazena data jsou vysledkem reprezentativniho experimentu. Chybové usecky oznacuji +/- SE,
(n >10). Hvézdicky oznacuji statisticky vyznamné rozdily pti P < 0,05 mezi WT Col-0 a
mutantnimi genotypy na zaklad¢ jednofaktorové anbalyzy rozptylu (one-way ANOVA)
nasledované Dunnettovym HSD testem (**p < 0,01, ***p < 0,001).

Obrazek 5. Schéma genového konstruktu pro pfipravu linii s nadmérnou expresi DIR13. Kodujici
sekvence DIR13 (zeleny obdélnik) byla vloZena pod kontrolu silného konstitutivniho promotoru
35S RNA tabakové mozaiky (CaMV 35S, bila Sipka). Mista nasedani primert pouzitych pro
amplifikaci kodujici sekvence DIR13 jsou zndzornéna Sedymi Sipkami pod sekvenci DIR13.

Obrazek 6. Molekularni charakterizace linii nadmérné exprimujicich D/IR/3 a mutantnich linii s
defektem v expresi DIRI3. (A) Exprese DIRI3 v liniich nesoucich 35S::DIR13 konstrukt byla
analyzovana pomoci RT-qPCR v kofenech 11 dnti starych semenackid. Hladiny transkripce byly
normalizovany na referencni gen EF-la a byl kvantifikovan relativni pomér exprese DIRI3/EF-
la. Zobrazena data jsou vysledkem reprezentativniho experimentu. Chybové usecky oznacuji +/-
SE, (n = 3). Hvézdicky oznacuji statisticky vyznamné rozdily pti P < 0,05 mezi WT Col-0 a
nadmérné exprimujicimi liniemi na zéklad¢ jednofaktorové ANOVA a Tukeyho HSD testu (*p <
0,05, ***p < 0,001). (B) Schémata ptedstavujici strukturu genu DIRI3 a polohu inzerci T-DNA
(horni panel) a sgRNA (spodni panel) v DIRI3. Modré Sipky oznacuji polohy primerd pouzitych
pro RT-qPCR a semikvantitativni RT-PCR amplifikaci DIRI3. (C) Uroveii exprese DIR13 byla
testovdna v dostupnych T-DNA inzer¢nich mutantech pomoci RT-qPCR v kotfenech 11 dnil
starych semenackt. Hladiny transkripce byly normalizovany na referen¢ni gen EF-la a je ukazan
relativni pomér exprese DIR13/EF-la. Zobrazena data jsou vysledkem reprezentativniho
experimentu. Chybové iseCky oznacuji +/- SE, (n >3). Hvézdicky oznacuji statisticky vyznamné
rozdily pii p < 0,05 mezi WT Col-0 a mutantnimi liniemi na zaklad¢ jednofaktorové ANOVA
nasledované Tukeyho HSD testem (***p < 0,001). (D) Semikvantitativni RT-PCR gelova
elektroforéza ukazuje neptitomnost DIR13 transkriptl v dirl3-4 a dirl3-5 mutantnich liniich.
EF-la byl pouzit jako kontrola. (E) Hladiny exprese nejblizSich homologli DIRI3 nejsou
ovlivnény nadmérnou expresi DIRI3 nebo knock-out mutaci diri3-5. Hladiny exprese DIR6,
DIRI0 (ESBI), DIRI3 a DIRI4 byly kvantifikovany pomoci RT-qPCR v kotfenech 11 dnt
starych semenackii na pozadi WT Col-0, 35S::DIRI3 a dirl3-5. Urovné transkripce byly
normalizovany na referenéni gen EF-la a jsou uvedeny relativni poméry exprese EF-la k trovni
exprese daného genu. Zobrazena data jsou vysledkem reprezentativniho experimentu. Chybové
usecky oznacuji +/- SE, (n = 4). Hvézdicky oznacuji statisticky vyznamné rozdily pfi p < 0,05
mezi riznymi genotypy na zakladé dvoufaktorové ANOVA nasledované Tukeyho HSD testem
(***p < 0,001). (F) Porovnani primarni délky kofene (v cm) u semenackd nadmérné
exprimujicich WT Col-0 a DIR13. Kli¢ni rostliny byly skenovany po 9, 11 a 15 dnech kultivace
na vertikaln€ orientovanych Petriho miskach pomoci stolniho skeneru (Epson Perfection V700) a
délka kofenli byla méfena ru¢né pomoci Image J 1,53 m. Zobrazena data jsou vysledkem
reprezentativniho experimentu. Chybové usecky oznacuji +/- SE, (n > 30). Hvézdicky oznacuji
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statisticky vyznamné rozdily pii p < 0,05 mezi WT Col-0 a 35S::DIR13 na zaklad¢ analyzy mixed
model ANOVA nasledovaného Dunnettovym HSD testem (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001).
(G) Porovnani primarni délky kotene (v cm) u kli¢nich rostlin WT Col-0 a rostlin deficientnich v
DIR13. Kli¢ni rostliny byly skenovany po 9, 11 a 15 dnech kultivace na vertikaln¢ orientovanych
Petriho miskéch pomoci stolniho skeneru (Epson Perfection V700) a délka kofenli byla métena
ru¢né pomoci Image J 1,53 m. Zobrazena data jsou vysledkem reprezentativniho experimentu.
Chybové tsecky oznacuji +/- SE, (n >30). Na zakladé analyzy smiSeného modelu nasledované
Dunnettovym HSD testem nebyly nalezeny zadné statisticky vyznamné rozdily pii p < 0,05 mezi
WT Col-0 a dirl3-4 nebo dirl3-5.

Obrazek 7. HPLC-MS/MS analyza lignanti a neolignant v liniich s nadmérnou expresi DIRI3 a
dir13-5 mutantnich liniich.

(A) Nadmérna exprese DIRI3 vede k akumulaci n€kterych lignanii a neolignani v kofenech
rostlin. Metabolity byly extrahovany z 10 dnd starych WT Col-0, 35S:DIR13 #6, #8 kofeni a
detekovany pomoci HPLC-MS/MS. Data jsou uvedena jako relativni k obsahu téchto latek v
rostlinach standardniho typu (WT Col-0) a jsou prumérem reprezentativniho experimentu.
Chybové usecky oznacuji +/- SE, (n = 5). Hvézdicky oznacuji statisticky vyznamné rozdily pfi p
< 0,05 mezi WT Col-0 a 355:DIR13 #6, #8 na zakladé dvoufaktorové ANOVA nasledované
Dunnettovym HSD testem. (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < (0,0001). Molekulova
hmotnost (m/z) a ptredpokladana identita slouCenin se zvySenou koncentraci v liniich s
nadmérnou expresi DIRI3: (1) m/z 556.24 Neolignan, MNH4+; (2) m/z 583.16 Neolignan, MH+;
(3a) m/z 480.16 Matairesinol-cysteine, MH+; (3b) m/z 359.14 Matairesinol (fragment), MH+; (4)
m/z 355.11 Lignan, MH+; (5) m/z 343.11 Lignan or neolignan, MH+; (6) m/z 373.13 Lignan or
neolignan, MH+; (7) m/z 512.15 Lignan, MH+/MNH4+; (8) m/z 343.11 Lignan, MH+.
Slouceniny se sniZzenou koncentraci v liniich s nadmérnou expresi DIRI3: (1) m/z 540.24;
Lariciresinol 4-O-glucoside, MNH4+; (2) m/z 373.14 Syringin, MH+.

(B) Zmény v obsahy endogennich hladin lignany a neolignanti u mutantd dir/3-5 ve srovnani s
WT Col-0. Metabolity byly extrahovany z kofent 10 dnti starych kli¢nich rostlin WT Col-0 a
dirl3-5 a detekovany pomoci HPLC-MS/MS. Data jsou uvedena jako relativni k WT Col-0 a jsou
primérem reprezentativniho experimentu. Chybové usecky oznacuji +/- SE, (n = 6). Hvézdicky
oznacuji statisticky vyznamné rozdily pii p < 0,05 mezi WT Col-0 a diri3-5 na zaklad¢
vicenadsobného Mann-Whitneyho testu. (*p < 0,05, **p < 0,01). Molekulova hmotnost (m/z) a
predpokladana identita sloucenin se zvySenou koncentraci v mutantni linii dir/3-5: (1) m/z
1027,5499; (2) m/z 967,5295; (3) m/z 824,5453; (4) m/z 1072,2485; (5) m/z 905,4538; (6) m/z
277,1826. Molekulova hmotnost (m/z) a predpokladana identita sloucenin se sniZenou
koncentraci v mutantni linii diri3-5: (1) m/z 469,081, G(8-O-4)FA Sulfate, Lignan nebo
neolignan; (2) m/z 505,1358 Lignan nebo neolignan; (3) m/z 827,4372; (4) m/z 389,1247, ether
kyseliny guaiacylglycerol-beta-ferulova, Lignan nebo neolignan; (5) m/z 755,452; (6) m/z
725,4405; (7) m/z 775,2468 Lignan nebo neolignan; (8) m/z 551,1775, beta-D-Glucopyranoside,
2-methoxy-4-[tetrahydro-3a,6a-dihydroxy-4-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1H,3H-furo[ 3,4-
c]furan-1-yl]phenyl, Lignan or neolignan; (9) m/z 493,1182.

Obrazek 8. Nadmérnd exprese DIRI3 zvySuje toleranci rostlin vii¢i zasoleni. (A, B) Rychlosti
kliceni semen transgennich rostlin 35S:DIR13 #6, 35S:DIR13 #8 (A) a diri3-5 (B) po pusobeni
solnym stresem. Rychlost kliceni byla zaznamenavana po dobu 7 dni po stratifikaci v
ptitomnosti 150 mM NaCl. Zobrazena data jsou priméry tii nezavislych experiment, chybové
usecky oznacuji +/- SE, (n >2100). Hvézdicky oznacuji statisticky vyznamné rozdily pii p < 0,05
mezi WT Col-0 a 35S:DIR13 (A) a mezi WT Col-0 a dirl3-5 (B) na zéklad¢ analyzy
dvoufaktorovou ANOVA a Dunnettovym HSD testem ( *p < 0,05, **p < 0,01). (C, D) Nadmérna
exprese DIRI3 podporuje rust laterdlnich kofenti v ptitomnosti soli. Primérny pocet
emergovanych postrannich kotenti (C) a jejich celkova délka na kli¢ni rostlinu (D) byly méteny
9 dni po prenosu kli¢nich rostlin na medium se 150 mM NacCl. Petriho misky byly naskenovany
pomoci stolniho skeneru (Epson Perfection V700) a méfeni bylo provedeno ru¢né pomoci Image
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J 1.53. Zobrazena data jsou priméry reprezentativniho experimentu +/- SE, (n >38). Hvézdicky
oznacuji statisticky vyznamné rozdily pii p < 0,05 mezi WT Col-0 a 355:DIRI3 na zakladé
analyzy pomoci mixed-model ANOVA nésledovaného Tukeyho HSD testem (*p < 0,05, **p <
0,01). Cisla v obdélnicich ukazuji relativni rozdil k WT Col-0 v procentech. (E, F) Deficience v
DIR13 zvySuje citlivost riistu lateralnich kofend na zasoleni. Primérny pocet postrannich kotenti
(E) a jejich celkova délka na kli¢ni rostlinu (F) byly méfeny 9 dni po pfenosu kli¢nich rostlin WT
Col-0 a dirl3-5 na médium se 150 mM NaCl. Petriho misky byly naskenovany pomoci stolniho
skeneru (Epson Perfection V700) a méfeni délky byla provedena ru¢né pomoci Image J 1.53m.
Zobrazena data predstavuji priméry reprezentativniho experimentu +/- SE, (n > 40). Hvézdicky
oznacuji statisticky vyznamné rozdily pti p < 0,05 mezi WT Col-0 a dirl3-5 na zaklad¢ analyzy
mixed-model ANOVA nasledovaného Sidakovym HSD testem (*p < 0,05, **p < 0,01). Cisla v
obdélnicich ukazuji relativni rozdil vii¢i WT Col-0 v procentech. (G, H) Fenotypy 8 tydnt starych
rostlin WT Col-0 a 35S:DIR13 #8 rostoucich v podminkach kratkého dne po 4 tydnech
progresivniho oSetfeni soli (aplikace zvysujicich se koncentraci NaCl kazdy tyden — 100, 150,
200, a 300 mM, v daném potadi). Mé&fitko je 1 cm. (I) Kvantifikace zdkladniho fluorescen¢niho
poméru (Fv/Fm) u transgennich rostlin WT Col-0 a 35S:DIRI3 #8 po 23 dnech aplikace
progresivniho solného stresu. Data jsou priméry reprezentativniho experimentu. Chybové secky
oznacuji +/- SE, (n =5). Hvézdic¢ky oznacuji statisticky vyznamné rozdily pfi p < 0,05 mezi WT
Col-0 a 355:DIR13 #8 na zékladé¢ dvoufaktorové ANOVA nasledované Sidakovym HSD testem
(**p <0,01).

Obrazek 9. Nadmérna exprese DIRI3 zvysuje toleranci rostlin k suchu. (A) Fenotyp 8 tydnil
starych rostlin Col-0 WT a 35S:DIR13 #8 rostoucich za normalnich podminek kratkého dne.
Metitko predstavuje 1 cm. (B) Reprezentativni snimek fenotypu regenerujicich rostlin po 5 dnech
opétovného zavlazovani 8 tydni starych rostlin Col-0 WT a 355:DIR13 #8 vystavenych stresu ze
sucha. (C, D) Procento zvadlych rostlin (C) bylo vypocteno 3 tydny po ukonceni zalivky,
procento regenerovanych rostlin (D) bylo vypoéteno 5 dni po obnoveni zavlazovani. Zobrazena
data jsou primérem tii nezavislych experimentd. Chybové tisecky oznacuji +/- SE, (n = 45).
Hveézdicky oznacuji statisticky vyznamné rozdily pii p < 0,05 mezi Col-0 WT a 35S:DIR13 #8 na
zaklad¢ analyzy jednofaktorovou ANOVA a Dunnettovym HSD testem (*p < 0,05). (E, F)
Plocha rostlinné rizice (v mm?) (E) a G&innost maximalniho kvantového vytézku (Fv/Fm)
fotosystému II (F) byly kvantifikovany u Col-0 WT a 35S:DIRI3 #8 béhem faze stresu
regenerace. Zobrazena data jsou vysledkem reprezentativniho experimentu. Chybové usecky
oznacuji +/- SE, (n = 13). Hvézdicky oznacuji statisticky vyznamné rozdily pti p < 0,05 mezi
Col-0 WT a 35S:DIR13 #8 na zéklad¢ jednofaktorové ANOVA nésledované Dunnettovym HSD
testem (*p < 0,05, **p <0,01).

Obrazek 10. Nadmeérnou exprese DIRI3 zvySuje akumulaci reaktivnich forem kysliku v
kotenovych bunkach v odpovedi na stres zasolenim. (A) Produkce reaktivnich forem kysliku
(reactive oxygen species, ROS) analyzovana pomoci fluorescenéniho barviva H2DCFDA u 7 dni
starych semenacki Col-0 WT, 35S:DIRI3 #8 a dirl3-5 za kontrolnich podminek (0 mM NacCl,
0,1 % DMSO), po 30 minutach ptisobeni 150 mm NacCl, po ptisobeni 5 um BAP po dobu 2 hodin
a pusobeni BAP po dobu 2 hodin s naslednou 30 minutovou aplikaci 150 mm.

NaCl. Na obrazku jsou reprezentativni konfokalni snimky, signél specificky pro H2DCFDA je
zobrazen zelené. Méfitko predstavuje 20 um. (B) Pozorovani produkce ROS bylo provedeno v
diferenciani zoné kotene, schematicky oznaeného zelenym c¢tvercem. (C) Kvantifikace
H2DCFDA fluorescence po 30 minutach plisobeni 0- nebo 150-mM solnym roztokem a 5 um
BAP nebo 5 um BAP plus 150 mm NaCl v Col-0 WT, 35S:DIR13 #8 a dirl3-5. Data ukazuji
median a horni a dolni kvartily tii nezavislych experimentl (n >20). Hvézdicky oznacuji
statisticky vyznamné rozdily pifi p < 0,05 mezi Col-0 WT 35S:DIRI13 #8 a dirl3-5 na zéklade
analyzy mixed-model ANOVA nasledované Tukeyho HSD testem. (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p
<0,001).
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Piiklady uskute¢néni vynalezu

Ptiklad 1: A¢DIR13 je exprimovan ve vSech bunécnych typech kofene a je indukovan cytokininy

Pro urceni Casoprostorové lokalizace exprese DIRI3 jsme vytvofili genovy konstrukt obsahujici
transkripéni fuzi promotoru genu (pDIR13) se sekvenci kddujici jaderny lokaliza¢ni signal a tfi
kopie zeleného fluoreskujciciho proteinu (green fluorescent protein, GFP; pDIR13-NLS-3xGFP).
Tento konstrukt jsme pomoci Agrobacterium tumefaciens transformovali do Arabidopsis thaliana
a selektovali jsme stabilni, jednokopiové T3 homozygotni linie, které byly pouzity pro nasledujici
analyzy. Pozorovanim semenacku transgennich linii Arabidopsis nesoucich pDIR13-NLS-3xGFP
jsme zjistili, Zze fuzni promotor pDIR13 je aktivni pfedev§im v kofeni a to od raného vyvojového
stadia (1 den po vykli¢eni, 1 DAG, obr. 1A), velmi slabd aktivita byla detekovatelnéd v apikalnim
meristému prytu (shoot apical meristem, SAM, obr. 1B). Aktivita pDIRI3 je detekovatelnd v
oblasti tzv. transientni zény smérem ke spojnici s prytem (root-shoot junction) ve vSech
kotenovych bunécénych typech veetné kotenovych vlaskd (obr. 1C, 2A). Pozdéji (7 DAG) byla
aktivita pDIR13 sledovana také v primordiich lateralnich kofenti (obr. 2B).

Diive bylo ptedpovézeno, ze DIRI3 by mohl byt pfimym cilem cytokinové signalni drahy,
konkrétné cytokininy aktivovaného transkripéniho faktoru ARR1 (Taniguchi, M., et al. (2007).
Plant Cell Physiol 48, 263-277; Bhargava, A., et al. (2013). Plant Physiology 162, 272-294).
Pomoci RT-qPCR kvantifikace exprese DIR13 v kotenech Arabidopsis standardniho typu (WT
Col-0) jsme prokézali schopnost exogennich cytokinind (5 pm BAP) zvysit expresi DIRI3 (obr.
2C). V souladu s tim jsme pozorovali snizeni exprese DIRI3 v mutantech s defektem v
cytokininové signalni draze (mutanti v genech 4ARR geny typu B, obr. 2D). Tyto vysledky byly
potvrzeny Casoprostorovou analyzou exprese DIRI3 pomoci linie nesouci pDIR13-NLS-3xGFP,
kde jsme zjistili, ze cytokininy jsou schopny aktivovat pDIR13 v kotfenové meristematické zoné€,
kde je za normalnich podminek exprese DIR13 detekovana pouze velmi slabé (obr. 2E az G).

Ptiklad 2: DIR13 lokalizuje do bunécné stény endodermis ale neni zasadni pro tvorbu Caspariho
prouzki

Ptipravili jsme linie nesouci transla¢ni fuzi kodujici sekvence DIR13 s Cervené fluoreskujicim
proteinem mCherry pod transkripéni kontrolou nativniho promotoru DIR13 (pDIR13:DIRI3-
mCherry). S vyuzitim této linie jsme zjistili, Ze DIR13 lokalizuje do bunééné stény endodermis
diferenciacni zony kotene (obr. 3A, B) v oblasti tzv. Caspariho prouzkii (obr. 3C). V souladu s
inducibilitou promotoru DIR13 cytokininy (viz vySe) jsme pozorovali zesileni signalu DIR13-
mCherry v endodermis kofene po pusobeni 5 um BAP (obr. 3D, E). Lokalizace DIR13 byla
pozorovana také na periferii primordii lateralnich kofend (obr. 3F az I).

Ve svétle pozorovani lokalizace proteinu DIR13 do oblasti Caspariho prouzkl se nase studie
zaméfila na zkoumani dopadu nadmérné exprese i deficience DIRI3 na vyvoj a organizaci
Caspariho prouzkd. Pro posouzeni struktury CS jsme provedli experimenty s vizualizaci
autofluorescence ligninu (obr. 4A az F) a histologického barveni bazickym fuchsinem (data
nejsou uvedena). Jak v pfipadé¢ mutanta deficientniho v DIRI3 (diri3-5) tak v ptipad¢ linie se
zvySenou expresi DIR13 (355:DIR13 #8§) jsme nepozorovali z&dné viditelné zmény ve struktuie
Caspariho prouzkil. Jako pozitivni kontrolu jsme pouzili mutanty esb/-1 a caspl-1;3-1, u nichz
byla diive popsana ztrata dobte organizované struktury Caspariho prouzkt (Hosmani, P. S., et al.
(2013). Proc Natl Acad Sci USA 110, 14498-14503). Dale jsme provedli barveni propidium
jodidem (PI) jakozto funkéni test potencidlniho zpozdéni v tvorbé€ ucinné apoplastické bariéry. V
ptipadé diri3-5 doslo k vytvofeni Caspariho prouzkii o dvé bunky vyse smérem ke spojnici s
prytem a tedy o néco pozd¢ji ve srovnani s WT Col-0 (obr. 4G az I). Toto zpozdéni v§ak nevedlo
k viditelnym, zménam v organizaci nebo naruseni morfologie Caspariho prouzkd. To naznacuje
pouze slaby efekt ve srovnani s mutanty caspl-1;3-1 nebo esbl-1, ktefi v tvorbé Caspariho
prouzkt vykazuji zpozdéni vice nez 15 bunék (obr. 41 az O).
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Ptiklad 3: Pfiprava a molekularni charakterizace linii deficientnich pro D/R13 a linii se zvySenou
expresi DIRI3

Abychom prozkoumali funkéni vyznam DIRI3 v rlstu a vyvoji rostlin, vytvofili jsme stabilni
transgenni linie s nadmérnou expresi DIR13 v genetickém pozadi standardniho typu (WT Col-0).

Kodujici sekvence (CDS) genu DIRI3 byla amplifikovana pomoci PCR z gDNA s primery
obsahujcimi adaptorovd mista pro zavedeni pozadovaného fragmentu do vektoru pPLV26 LIC
obsahujicim expresni kazetu s 35S promotorem viru kvétdkové mozaiky, umoziujici silnou
konstitutivni genovou expresi (obr. 5). Pro amplifikaci kodujici sekvence DIR13 byly pouzity

primery

Prl-Fw 5-3:
(5’-TAGTTGGAATAGGTTCATGGCAAACCAAATCTACATAATCTCCTTGATC-3°, SEQ
IDNO:1)a

Pr2-Rw 5-3:
(AGTATGGAGTTGGGTTCCTAATAGTAACATTCATAGAGTTTAATATCCATTTTGACA
CG, SEQ ID NO: 2).

Vysledné plazmidy byly transformovany do bun€k Escherichia coli DHS5a a dale do
elektrokompetentnich Agrobacterium tumefaciens GV3101 obsahujicich pomocny plazmid
pGreen pSOUP (Hellens, R., et al. (2000). Trends Plant Sci 5, 446-451) za pouziti standardnich
protokoll a naneseny na LB desticky s kanamycinem (50 pg/ml antibiotika). Transgenni rostliny
byly ziskany pomoci ,,floral dip*“ protokolu (Zhang, X., et al. (2006). Nat Protoc 1, 641-646).

Pro ptipravu linii s nadmérnou produkci DIR13 a/nebo jeho orthologl v riznych plodinach je
mozno pouzit i jiné promotory umoziujici silnou konstitutivni nadexpresi dané sekvence [napf.
RPS5A (Moore, 1., et al. (2006). Plant J 45, 651-683), PD7 (Jiang, P., et al. (2018). BMC
Biotechnol 18, 59) a jiné, vSeobecné znamé a pouzivané promotory]. Alternativné lze pouzit také
systémy pro chemicky regulovanou expresi transgend, napi. dexamethasonem indukovatelny
systém pOp6-LhG4 (Samalova, M., et al. (2005). Plant J 41, 919-935; Craft, J., et al. (2005).
Plant J 41, 899-918) nebo estradiolem indukovatelné systémy zaloZené na XVE promotoru (Zuo,
J., et al. (2000). Plant J 24, 265-273; Brand, L., et al. (2006). Plant Physiol 141, 1194-1204).

Pro dal$i vyzkum byly vybrany T3 homozygotni linie 35S:DIR13 #6 a 35S:DIR13 #8 s vysokou
urovni exprese (33ti, resp. 85ti nasobny narust exprese DIRI3 oproti WT Col-0, obr. 6A). Tti
nezavisli mutanti s inzerci T-DNA v DIRI3, diri3-1, diri3-2 a dirl3-3 maji inzeréni mutace
lokalizovany v 3'UTR a promotorovych oblastech (obr. 6B nahote). Pomoci analyz RT-qPCR
byla u mutantt dirl3-1, diri3-2 a dirl3-3 stale detekovatelna zbytkova uroven exprese DIRI3,
coz naznacuje, ze jde o knock-down (nikoliv knock-out) mutanty (obr. 6C). K vytvoteni knock-
out mutanta zcela deficientniho v DIRI3 jsme pouzili systém pro upravu genomu CRISPR-Cas9
se dvéma sgRNA, umoziujici vznik delece mezi nukleotidy 128 a 1036 kodujici sekvence DIR13
(obr. 6B dole). Ziskali jsme dvé nezavislé linie, které byly pojmenovany dirl3-4 a dirl3-5,
produkujici zadny nebo zkraceny transkript DIR13. Absence transkriptu DIR13 v homozygotnich
mutantech dir/3-4 a dirl3-5 byla potvrzena semikvantitativni RT-PCR (obr. 6D). Abychom
vylou¢ili moznou funkéni redundanci v ramci DIR rodiny, ovéfili jsme hladinu exprese
nejblizsich homologt DIRI3, gentt DIR6, DIRIO/ESBI a DIRI4 a to jak v liniich s nadmérnou
expresi DIR13 (355:DIR13), tak i u mutantni linie dir/3-5. Vysledky RT-qPCR neukazaly
zadnou zmeénu trovné exprese pro tyto geny (obr. 6E). DIRS a DIRI12 nebyly zahrnuty do tohoto
experimentu, protoze nejsou exprimovany v kofeni rostlin (Kim, K. W., et al. (2012). J Biol
Chem 287, 33957-33972; Yonekura-Sakakibara, K., et al. (2021). Plant Cell 33, 129-152).
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Ptiklad 4: ZvySena exprese AtDIR 13 vede ke zvySeni endogennich hladin lignant a neolignanii

Z rostlin standardniho typu (WT Col-0) i z linii se zvySenou expresi DIRI13 (35S:DIRI13 #6 a
358:DIR13 #8) a mutantt deficientnich v expresi DIRI3 (diri3-5) byly dle protokolu Routaboul
et al. (Routaboul, J. M., et al. (2006). Planta 224, 96-107) s ur¢itymi Upravami izolovany
fenolické slouceniny a nasledné pouZity pro analyzu pomoci HPLC-MS/MS. Pomoci této metody
jsme zjistili, ze v liniich se zvySenou expresi DIRI3 dochazi ke zvySeni produkce celé fady
lignand a neolignanti (reprezentuji 8 z 11 sloucenin s nejvyssi mirou nartstu u DIRI3 OF oproti
WT Col-0, obr. 7A). Oproti tomu v pfipad¢ linie deficientni v produkci DIR13 doslo ke snizeni
produkce endogennich lignand (obr. 7B).

Ptiklad 5: Rostliny se zvySenou expresi AtDIR13 vykazuji zvySeni odolnosti k zasoleni a suchu

Vzhledem k tomu, Ze dirigent geny jsou asociovany s odpovedi na (a)biotické stresové odpovedi
[viz kapitola Soucasny stav techniky a (Paniagua, C., et al. (2017). J Exp Bot 68, 3287-3301)],
rozhodli jsme se otestovat pfipadnou zmeénu citlivosti rostlin se zvySenou expresi DIRI3
(355:DIR13) a mutantl deficientnich v expresi DIRI3 (diri3-5) k abiotickym stresim ve
srovnani s rostlinami standardniho typu (WT Col-0).

Rychlost kliceni WT Col-0, 35S:DIR13 #6 a 35S:DIR13 #8 byla méfena denné po dobu 1 tydne v
ptitomnosti 0 az 150 mm NaCl. Za kontrolnich podminek (0 mM NaCl) se kli¢eni transgennich
semen vyznamné nelisilo od WT Col-0 (data neukazana), ale se zvySenim koncentraci soli bylo
kliceni u vsech testovanych linii inhibovano. Rychlosti kliceni linii 35S:DIRI3 #6 a 35S:DIR13
#8 byla vyznamné vyssi nez u WT Col-0, pticemz nejvyraznéjsi rozdil byl pozorovan pti 150 mm
NaCl (obr. 8A). Naproti tomu kli¢eni semen mutantu dir/3-5 bylo citlivéjsi na NaCl pii
koncentraci 150 mm, zatimco za kontrolnich podminek a s 50 a 100 mM NaCl byla rychlost
kliceni jak mutantt, tak WT Col-0 srovnatelna (obr. 8B). Déle jsme zkoumali G¢inky oSetieni soli
na rust kofentl. Semena WT Col-0, 358:DIR13 #6 a 35S:DIRI3 #8 a dirl3-5 byla péstovana za
normalnich podminek po dobu 5 dnt. Poté byly kli¢ni rostliny pfeneseny na Petriho misky
obsahujici médium s 0 nebo 150 mM NacCl a kultivovany po dobu dal§ich 7 dnd. Ve srovnani s
kontrolou, pfitomnost 150 mM NaCl vyznamné snizilo délku primarniho kofene i pocet
lateralnich kofenti ve vSech testovanych liniich. Ve srovnani s WT Col-0 byl primarni koten u
linii 35S:DIR13 #6 a 35S:DIR13 #8 0 27 %, resp. 13 % delsi, zatimco linie dirl3-5 méla kofen na
médiu s NaCl o 18 % kratsi nez WT Col-0 (data neukazana). Kromé toho mély linie 35S:DIR13
#6 a 35S5:DIRI13 #8 ve srovnani s WT Col-0 za podminek solného stresu vys$si pocet lateralnich
kotenti a jejich délka byla také vétsi (obr. 8C, D). Naproti tomu mutantni linie dirl3-5
vykazovala snizeny pocet lateralnich kotrend, které byly kratsi (obr. 8E, F).

Dale jsme testovali vliv exprese DIR13 na odpovéd na solny stres u rostlin rostoucich v puadé.
4 tydny staré rostliny WT Col-0 a 35S:DIR13 #8 péstované za normanich podminek (bez stresu
zasolenim) byly po dobu dalSich 4 tydnii zalévany kazdych 7 dni zvySujicimi se koncentracemi
soli (100, 150, 200 a 300 mM NaCl), jako kontrola byla pouzita zélivka Cistou vodou. V
nepfitomnosti stresu byl rust a vyvoj jak WT Col-0, tak 35S:DIRI3 #8 normalni (data
neprezentovana). Rostlindm standardniho typu (WT Col-0) za podminek zasoleni zacaly
zloutnout listy. Oproti tomu rostliny 35S:DIR13 #8 mély listy stale zelené (Obr. 8G, H). Vizualni
fenotyp Zloutnuti listt byl kvantifikovan pomoci métfeni podil variabilni (Fv) a maximalni (Fu)
fluorescence (Fv/Fum) fotosystému II a tedy ucinnosti fotosyntézy (Garcia, A., et al. (2023). New
Phytol 237, 60-77). Tento parametr byl za podminek solného stresu u 35S:DIR13 #8 ve srovnani
s rostlinami standardniho typu vyrazné vyssi (obr. 8I). Po oSetfeni solnym stresem prezily témér
vSechny rostliny 35S:DIR13 #8, zatimco ptezilo pouze 44 % WT Col-0 (data nejsou uvedena).
Rostliny dirl3-5 nevykazovaly ve srovnani s WT Col-0 statisticky vyznamny rozdil v toleranci
soli (data nejsou uvedena).

-10 -
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Vyse uvedena zjisténi jasné ukazuji, ze nadmérna exprese DIR 13 podporuje toleranci vuci stresu
zasolenim behem kli¢eni semen, ristu kofent a efektivity fotosyntézy.

Analyzovali jsme také vliv exprese DIRI3 na toleranci k suchu. Ctyfi tydny staré rostliny
péstované v pude za podminek kratkého dne byly vystaveny 3 tydny trvajicimu suchu. Po tomto
obdobi byly rostliny znovu zality a po dobu dalSich 5 dni nasledovala faze zotaveni (obr. 9A, B).
Rostliny 35S:DIR13 vykazovaly vys§i odolnost vici vysychani, jak bylo prokdzano niz§im
procentem zvadlych rostlin i vys$§i mirou pieziti ve srovnani s Col-0 WT béhem faze zotaveni
(obr. 9C, D). Abychom ziskali vice informaci o stresové adaptaci rostlin se zvySenou expresi
DIR13, pouzili jsme platformu pro automatickou fenotypizaci (PlantScreenTM SC Root System)
pro sledovani studovanych genotypti béhem experimentu se stresem ze sucha. Rostliny
358:DIR13 #8 vykazovaly vyssi troven tolerance vici stresu, jak naznacuje vétsi plocha jejich
rozet béhem faze stresu suchem ve srovnani s rostlinami Col-0 WT. Tento rozdil byl jesté
napadnéjsi béhem faze obnovy, kdy rostliny 355:DIR13 #8 vykazovaly vyssi rychlost ristu prytu
(obr. 9E). Navic byla zjisténa vyssi efektivita (maximalni kvantovy vytézek) fotosystému II u
rostlin 35S:DIR 13 #8 béhem faze obnovy, coz ukazuje na produktivnéjsi fotosyntézu (obr. 9F).

Tato data spole¢né naznacuji, ze DIR13 pozitivné reguluje aklimatizaci na abiotické stresy a
muze hrat dilezitou roli v reakcich rostlin na environmentalni vykyvy.

Priklad 6: ZvySena exprese DIR13 zvySuje schopnost rostlin odpovidat na sucho

Stres zasolenim spousti akumulaci intracelularnich reaktivnich forem kysliku (reactive oxygen
species, ROS) (Das, K., ef al. (2014). Front Env Sci-Switz 2). Ke zkoumani trovné produkce
ROS v rostlinach mutantti s nadmérnou expresi DIRI3 a dirl3-5 po aplikaci solného stresu jsme
pouzili obecny senzor ROS, 2',7'-dichlordihydrofluorescein-diacetat (H2ZDCFDA), tvofici vysoce
fluorescencni 2',7' slou¢eninu dichlorfluorescein [DCF; (Ubezio, P., et al. (1994). Free Radical
Bio Med 16, 509-516)]. Analyzovali jsme produkci ROS v kofenech vystavenych zasoleni v
epidermdlnich a kortikalnich buiikach diferenciacni zoény a prostfednictvim kvantifikace DCF
signalu v kofenech vystavenych stresu zasolenim a kontrolnich kotfenech (obr. 10A, B).
Vzhledem k tomu, ze exprese DIRI3 je indukovatelnd a diive bylo popsano, ze nadprodukce
endogennich cytokinini zvySuje akumulaci ROS v odpovédi na stres zasolenim v kotenech i
prytech (Wang, Y., et al. (2015). Front Plant Sci 6, 1004), zkoumali jsme také mozny vliv
exogenni aplikace BAP na produkci ROS at’ jiz v pfitomnosti nebo nepfitomnosti 150 mm NaCl.
Zjistili jsme, Ze 1 v kontrolnich podminkach byla bazalni uroven produkce ROS vyznamné vyssi
u semenackt se zvysenou produkci DIR13 (35S5:DIRI3) a naopak niz$i u mutantt dirl3-5 ve
srovnani s Col-0 WT. Aplikace 150 mM NaCl zvysila hladiny ROS ve vSech testovanych
genotypech, ale mnohem vice v kofenech 35S:DIR13 (obr. 10C). Bazalni hladina produkce ROS
po kvantifikaci fluorescen¢niho signalu v ptipadé exogenniho oSetieni BAP byla na stejné trovni
pro Col-0 WT a dirl3-5, ale v ptipadé 35S:DIR13 jsme pozorovali 2,5krat vys§si zménu. Konecné
kombinace hormonalniho plisobeni se solnym stresem vedla ke stejnému zvyseni Grovné tvorby
ROS v Col-0 WT a diri3-5, jako bylo prokazéno pouze u stresu zasolenim, ale bylo podstatné
vy$§i v ptipadé kotent 355:DIR13 (obr. 10C).

Zavérem lze tedy shrnout, Zze nadmérna exprese DIRI3 zvySuje schopnost rostlin reagovat na
stres produkci ROS a tento typ odpovédi je pozitivné regulovan cytokininy.

-11-
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PATENTOVE NAROKY

1. Zptsob zvyseni odolnosti rostlin vii¢i abiotickému stresu, zejména viici suchu a zasoleni pudy,
vyznacdujici se tim, Ze se zvysi exprese genu DIR13 nebo jeho orthologu nebo jeho homologu

v rostling, pficemz

exprese genu D/R13 nebo jeho orthologu nebo jeho homologu se zvysi vlozenim dal$ich kopit
genu do rostliny, s vyhodou pod kontrolou promotorti zvysujicich miru exprese, a/nebo aplikaci
aktivatord exprese, zejména aktivatora transkripce, daného genu na rostlinu;

a/nebo

se exprese genu DIR 13 nebo jeho homologu nebo orthologu v rostling zvysi postupem, kdy se
nejprve amplifikuji kodujici a/nebo genomové sekvence genu DIR13 nebo jeho homologu nebo
orthologu pomoci primerd, které nasedaji na 5’ a 3 konec kodujici sekvence; nasledné se klonuji
kodujici a/nebo genomové sekvence genu DIR 3 nebo jeho homologu nebo orthologu do vektoru
s vhodnou expresni kazetou obsahujici silny konstitutivné aktivni promotor, s vyhodou CaMV 35S
nebo RPS5A, nebo promotor umozitujici chemicky regulovanou expresi transgentl, s vyhodou
dexamethasonem indukovatelny systém pOp6-LhG4 nebo estradiolem indukovatelné systémy
zalozené na XVE promotoru; a nakonec se uvedeny vektor transformuje do rostliny.

2. Zpusob podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze se souCasn¢ se zvySenim exprese genu DIRI3
nebo jeho homologu nebo orthologu, nebo nasledné, aplikuje na rostlinu alespon jeden exogenni
cytokinin.

3. Zpusob podle podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze se soucasné se zvySenim exprese genu
DIRI3 nebo jeho homologu nebo orthologu v rostliné zvysi exprese alespon jednoho genu pro
biosyntézu endogennich cytokinind, s vyhodou /PT nebo LOG, nebo snizi exprese genll pro
degradaci cytokinint, s vyhodou CKX.

4. Zpusob podle kteréhokoliv z narokti 1 az 3, vyznacujici se tim, Ze rostlinou je brukvovita
rostlina.

5. Rostlina se zvySenou odolnosti vici abiotickému stresu, zejména vici suchu a zasoleni pudy,
vyznacujici se tim, ze obsahuje vlozené dalsi kopie genu DI/R13 nebo jeho orthologu nebo jeho

homologu pro zvyseni produkce proteinu kodovaného timto genem.

6. Rostlina podle naroku 5, vyznacujici se tim, Ze rostlinou je brukvovita rostlina.

25 vykresi
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Obr. 2
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