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Abstrakt

Pomoci molekularnich a fyziologickych metod byly charakterizovany transgenni linie
jeCmene s umlCenim genu HvMPK4 (RNAI) a transgenni linie jeCmene s nadprodukci
genu HvMPK4 (nadprodukéni). PCR genotypovani prokéazalo pfitomnost kompletnich
T-DNA kazet u celkem osmi nezavislych transgennich RNALI linii a u celkem jedenacti
transgennich nadprodukénich linii. V praci byla také ovétrena spolehlivost rychlého a
jednoduchého genotypovani transgennich rostlin jeCmene pomoci in vifro testu
hygromycinové rezistence. Pomoci Multiplex TagMan qPCR byli v T2 generaci RNA1
lini a v T1 generaci naprodukCnich linii identifikovany rostliny potencidlne
homozygotni v T-DNA inzercich. Spolehlivost predikce genotypu téchto jedincu byla
potvrzena prokdzanim uniformity jejich potomstva v hygromycinové rezistenci pomoci
in vitro testu hygromycinové rezistence. Analyza exprese pomoci RT-qPCR ukézala, ze
potomci péeti nezavislych RNAi linii méli v T3 generaci minimalné ¢tytikrat nizsi
mnozstvi mRNA HvMPK4 nez kontrolni rostliny a, ze potomci osmi nezavislych
nadproduk¢nich linii méli v T2 generaci Ctyrikrat az osmkrat vét§i mnozstvi mRNA
HvMPK4 nez kontrolni rostliny. Nebyl pozorovan zadny rozdil v dynamice vadnuti
nadzemni Casti rostliny u potomka vybranych RNAi, nadproduk¢nich a kontrolnich linii
v prubéhu pusobeni sucha.
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CILE PRACE

Teoreticka Cast:

1) Priprava literarni reSerSe na téma mitogenem aktivované protein kinasy
jednodéloznych a dvoudéloznych rostlin a molekularné geneticka charakterizace
transgennich rostlin.

Experimentalni ¢ast:

1) Preselekce transgennich linii jeCmene odridy Golden Promise se zvySenou expresi
HvMPK4 genu a s uml¢enym HvMPK4 genem (RNAi) pro vlastni experimenty na
zaklade genotypovani rostlin, stanoveni pocCtu kopii transgenll a stanoveni Grovné
exprese HvMPK4 genu.

2) Kondicionalni fenotypovani vybranych transgennich linii je¢mene v podminkéach
pusobeni vodniho stresu.



1 UVOD

vvvvvv

Jedna se o vyznamnou zemeédelskou plodinu a jednu z nejstarSich kultivovanych rostlin
v lidskych dé€jinach (Saltini, 1996).

Rostliny jsou nepohyblivé organizmy, a proto maji fadu specifickych vlastnosti.
Vytvorily si specifické mechanismy pro ptizpusobeni ménicim se podminkam Zivotniho
prostiedi a odolnost vici pusobeni vnéjsich stresovych faktort, které muzou byt jak
biotické (poskozeni hmyzem, choroby) tak i abiotické (napt. mechanické poskozeni,
pusobeni tepla, chladu, sucha a tézkych kovu).

Jeden z téchto mechanizmu predstavuji mitogenem aktivované signalizacni kaskady,
jejichz slozkami jsou protein kinasy aktivované mitogeny (MAPK) (Nakagami ef al.,
2005). MAPK kaskady jsou jednim z nejvice studovanych signalizatnich mechanismu v
rostlinach (Danquah ef al., 2014). Principem fungovani téchto kaskad je postupna
fosforylace (tj. uchyceni fosfatovych skupin) proteini kaskady, ¢imz je zabezpeCen
pienos signalti z buné¢ného povrchu do jadra buriky nebo na jiné intracelularni slozky,
které nasledn€ vyvolaji spole¢nou reakci bunék.

Pochopeni molekularnich principi fungovani MAPK kaskad, které jsou zakladem

odolnosti  va¢i stresu, je dulezité pro zlepSeni produktivity zemed€lstvi.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Mitogenem aktivované protein kinasy jednodéloznych a dvoudéloznych rostlin
2.1.1 Uvod

Rostliny, stejné¢ jako wvSechny zivé organismy koexistuji v interakci s vnéjSim
prostiedim, kde jsou vystaveny riznym biotickym a abiotickym stresim. Nicméné kvali
tomu, zZe rostliny jsou nepohyblivé organismy, nemohou uniknout pry¢ od zdroje stresu.
Proto, aby mohly v prostiedi pusobeni stresovych faktort rostliny Géinné piezivat,
vyvinuly urCité mechanismy pro rychlou detekci signalt prichazejicich z prostiedi a
reakce na né€. Jednim z takovych mechanismi predstavuji mitogenem aktivované
signalni kaskady, slozené z mitogenem aktivovanych protein kinas (MAPK) (Yang
etal,2013). Tento systém, nazyvany také drahy signalni transdukce, urcuje
posloupnost pienosu urcitych signal z membranovych receptort az do zmény funkce
bunky (Yang et al., 2013).

Prvni MAP kinasy byly objeveny na pocatku 80. let béhem aktivniho hledani
tyrosinkinasovych substrati (Sturgill a Ray, 1986). Samotny nazev MAP kinasy byl
odvozen podle proteind, které byly ovéfeny jako substraty MAP kinas: myelinovy
bazicky protein (MBP), a protein asociovany s mikrotubuly (MAP2) (Sturgill a Ray,
1986). V budoucnosti nazev MAPK zistal, vyznam vSak byl zméné€n na mitogenem
aktivované protein kinasy, aby byla zdiraznéna skuteCnost, ze kinasy byly poprvé
objeveny jako mitogenem stimulované tyrosinové fosfoproteiny, které se aktivuji
b&hem mitdzy (Pearson ef al., 2001).

Nejcasteji komponenty MAPK kaskad jsou pojmenovany v souladu s podminkami,
latkami, které je aktivuji, jako naptiklad WIPK (wound-induced protein kinase—protein
kinasa aktivovana poranénim) a SIPK (salt-induced protein kinases -protein kinasa
aktivovana solnym stresem) nebo druhem organismu, ve kterém byly nalezeny,
napiiklad, OsSMSRMK?2 (MAPK ryze) (Zhang a Klessig, 2001; Agrawal et al., 2002).

Vyskyt MAPK kaskad byl prokazan také v rostlinach (McCarty a Chory, 2000).
Nejpodrobné€ji jsou MAP kinasy a jejich kaskady prostudovany u modelové
dvoudé&lozné rostliny Arabidopsis thaliana (Asai et al., 2002). MAPK kaskady jsou
vSak intenzivné studovany také v modelovych jednod€loznych rostlinach, jako je
naptiklad ryze (Agrawal ef al., 2002). Doposud malo je zndmo o funkcich MAP kinas v

jednodeloznych plodinach s velkym komplexnim genomem jako je naptiklad je¢men.



2.1.2 Struktura a funkce MAPK kaskad

Signalni drahy MAPK jsou evolu¢né staré a proto maji vyssi rostliny velké mnozstvi
sestav MAPK modulii z nichz konkrétni kaskadovy modul je sestaven pro kazdou
konkrétni udalost (Jones a Dangl, 2006). NejCastéji se vSak MAP kinasovy signalizacni
systém sklada z mitogenem aktivovanych protein kinas serinthreoninového typu (Sells a
Chernoff, 1997). MAP kinasova signalni kaskada je klasickym ptikladem modularniho,
intracelularniho, transdukcionniho mechanismu, ktery je evolu¢né konzervovan mezi
eukaryoty (Hirt, 1997; Kultz, 1998). Tvorba a integrita konkrétni MAPK kaskady miize
byt zabezpeCena scaffold proteiny (tzv. proteinovym leSenim) nebo bé&znymi
proteinovymi doménami (Whitmarsh a Davis, 1998). Komplexnost moduldi MAPK
kaskad je dana skuteCnosti, Zze modul musi byt pfipraven pfijmout vSechny signaly,
které mohou pusobit soucasné (Sinha et al., 2011).

Prenos signalu MAPK modulem je zabezpeCen nasledujicim zplisobem. Exogenni
signaly z prostfedi jsou vnimany receptory, které pak, pfimo nebo prostfednictvim
dalsich signalnich slozek, jako jsou naptiklad G-proteiny, které predstavuji specifické
signalizaéni molekuly majici GTPasovou aktivitu, iniciuji MAPK kaskadu
(Dzhamyeyev, 2015). Po aktivaci MAPK kinasy kinasy (MAPKKK), MAPKKK
fosforyluje MAPK kinasu (MAPKK), které nasledné fosforyluje a tim aktivuje MAPK
(Nishida a Gotoh, 1993; Rodriguez ef al., 2010). Vzhledem k tomu, Ze fosforylace je
enzymatickou reakci, jedna MAPKK muaze fosforylovat n€kolik molekul MAPK
(Samajova et al., 2013). Vysilany signal je tak zesilen. Pak se aktivovana MAPK mize
premistit do jiné Casti buriky a fosforylovat transdukéni slozky, jako jsou jiné kinasy,
metabolické enzymy, cytoskeletarni proteiny a transkripéni faktory a regulovat tak
jejich aktivitu (Hirt, 1997) (Obr. 1). Transkrip¢ni faktory jsou specialni proteiny, které
reguluji expresi gentl vazbou na specifické oblasti DNA (Latchman, 1997).

Pro pomér MARKKK, MAPK a MAPKK existuje urCity vzor aktivace, tzv. vzor
,presypacich hodin“. Podle tohoto vzoru MAPKKK aktivuji mnohem méné MAPKK, a
ty zase aktivuji pone€kud vetsi mnozstvi MAPK (Pitzschke et al., 2009).

Hlavni funkce mitogenem aktivovanych protein kinas jsou reakce na stres a regulace
vyvoje, coZ se projevuje jako zmény v genové expresi a metabolizmu.

K aktivaci MAP kinasovych kaskad dochazi pfi riznych druzich stresu, a to jak,

abiotickych jako je dehydratace, hypoosmoticky stres, pasobeni nizké teploty,
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Obr. 1 Mitogenem aktivovana proteinkinasova kaskada (Roman er a/., 2007). Signaly z
prostiedi vnimané pomoci receptoru iniciuji kaskadu MAPK. Po aktivaci MAPK kinasa kinasa
(MAPKKK) fosforyluje MAPK kinasu (MAPKK), ktera fosforyluje MAPK. Aktivovana
MAPK dale fosforyluje své substraty, tzv.transdukéni komponenty.

mechanické poskozeni rostlinnych pletiv, oxidativni stres, tak i biotickych, jako je
pusobeni patogenu a jejich elicitora (harpiny, kriptogeiny, oligosacharidy) (He et al.,
1999; Mahajan a Tuteja, 2005; Golldack et al, 2014). MAPK kaskady jsou také
aktivovany pusobenim stresovych hormont: jasmonat, salicylat, systemin, ethylen
(Wilson ef al., 1998; Brodersen ef al., 2006; Danquah ef al., 2014; Xu a Zhang , 2015).
V ramci regulace vyvoje se MAPK naptiklad podili na regulaci mitotického déleni
(Beck et al., 2011).

S hlediska substratové specificity maji MAPK teoreticky neomezené moznosti,
nebot’ mohou interagovat s jakymkoliv typem proteinu, ktery je kolokalizovan s MAP
kinasami v ur¢itém bodé. MAPK fosforyluji substraty na zbytcich serinu (S), threoninu
(T), nebo tyrosinu (Y) a k nim pfiléhajicimu prolinu (P). A jak serylprolinové tak 1
threonylprolinové dipeptidy se vyskytuji ve vétSing bilkovin alespori jedenkrat. Rychla a
jednoznacéna predikce MAPK substratu je tak velmi obtizna (Pitzschke, 2014).
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Aktivace signalizacnich systémi MAPK kaskad je doCasna, coZ znamena, ze musi
existovat u¢inné mechanismy pro jejich samoc€innou inhibici. Primarné je inaktivace
MAPK kaskad zabezpeCena defosforylaci MAPK pomoci fosfatas (Chu er al.,1996;
Bartels et al., 2010). Viechny fosfatazy spojené¢ s MAPK signéalnimi kaskddami jsou
rozdéleny do tfech skupin: enzymy s dvojitou specificitou, které defosforyluji
tyrosinové a threoninové zbytky v MAP kinasach, tyrosinové proteinfosfatasy a

serintreoninové proteinfosfatasy (Tarchevskij, 2002).

2.1.3 MAP kinasy dvoudéloznych rostlin na prikladu Arabidopsis thaliana a
Nicotiana tabacum

Nejpodrobnéji byly zatim kaskady MAP kinas prostudovany v dvoudéloznych
rostlinach a to ptedevsim v huseniCku (Arabidopsis thaliana), modelovém diploidnim
rostlinném organismu, jehoz maly genom koduje 60-80 MAKPKK, 20 MAKPK a 10
MAPK (Ichimura et al., 2002). Tento zdanlivé maly poCet MAP kinas muze teoreticky
vytvorit tisice kombinaci MAPK modula (Ichimura ef al., 2002).

Dobrym ptikladem odli§né signalizace prostfednictvim sité kaskdd MAPK je reakce
na bakterialni flagelin u Arabidopsis thaliana. Flagelin je hlavni strukturni protein
bi¢iku bakterii. Rostliny rozpoznavaji pomoci receptoru flagellin sensing 2 (FLS2)
specificky epitop flagellinu flg22, peptid z 22 aminokyselinovych zbytki na
nejkonzervativnéjsim tseku N konce flagellinu, a tim zpousti obranné mechanismy vuci
bakterialnim patogent (Felix ef al., 1999; Chinchilla ef al, 2006). Percepce flg22
receptorem FLS2 vede ke zvySeni aktivity alespori tfi MAPK Arabidopsis a to
konkrétné¢ MPK4 a Castecné homolognich MPK3/MPK6 (Asai ef al., 2002; Meszaros
et al., 2006). Flg22 indukovana aktivace vede k interakci téchto tii MAPK s Sirokym
spektrem substratl, coz rezultuje riznymi obrannymi mechanizmy asociovanymi s PTI
— PatternTriggeredlmmunity, tzv. imunita spousténa vzorci (Bigeard er al, 2015).
Naptiklad MPK3 v odpoveédi na bakteridlni patogen Pseudomonas syringae ale také
oxidativni stres a mechanické poskozeni fosforyluje a aktivuje transkripéni faktor VIP1,
coz zpusobuje translokaci VIP1 z cytoplazmy do jadra, kde se tento TF vaze na
promotory genu 7rxh8 a MYB44, coZ vede k jejich posilené exprese (Pitzschke er al.,
2009).

Neaktivni MPK4 existuje v burtice jako jaderny komplex s transkripénim faktorem
WRKY33 (Andreasson ef al., 2005). Tento komplex je zavisly na MAP kinase substrate
1 (MKS1) substratu MPK4. Bioticky stres, nejCastéji pak pusobeni flg22, vede k
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aktivaci MPK4 a k fosforylaci MKS1, coz nésledné vede k translokaci WRKY33 do
jadra a k syntéze antimikrobialni latky kamalexinu (Qiu ef al., 2008).

MPKG6 fosforyluje ACS6 (1-aminocyklopropan-1-karboxylat synthasa), enzym, ktery
katalyzuje syntézu prekurzoru ethylenu (Schellingen er al, 2014). Fosforylace
stabilizuje ACS6, coz vede ke zvySeni produkce ethylenu (Liu a Zhang, 2004). MPK6
dobfe ilustruje stuperi konvergence signalu prostfednictvim MAPK kaskdd. Krome
aktivace pomoci flg22, aktivace MPK6 byly zaznamenana také v reakci na pusobeni
peroxidu vodiku, ozonu, chladu, doteku, poranéni, kyseliny jasmonové (JA) a kyseliny
abscisové (ABA) (Ichimura ef al., 2000, Wang et al.,, 2010). S ohledem na tato
pozorovani mize MPK6 funk¢né interagovat s alespon péti substraty (Beckers ef al.,
2009).

MAPK mohou byt nejen substratoveé specifické, ale mohou se také v substratové
specifité alespon Castecné duplikovat (Pearson ef al., 2001). Naptiklad MPK3 a MPKG®6.
Funkce a substratové preference téchto dvou homolognich proteini se vét§inou
prolinaji, coz znamena podobnost v rozpoznani substratu a jeho vazby (Pecher ef al,,
2014). Mutanti s vyfazenym MPK3 genem vykazuji stejné¢ jako mutanti s vyfazenym
MPKG6 genem normalni vyvoj, zatimco dvojnasobni mutanti v genech MPK3 a MPK6
mpk3/mpk6 hynou v embryonalni fazi vyvoje (Menke ef al., 2004; Wang ef al., 2007).
Tato pozorovani naznacuji, ze MPK6 a MPK3 jsou alespofi parcidlné funkcné
redundanti a zaroven klicovymi regulatory vyvoje rosltin (Beckers et al., 2009; Xu
et al., 2016). Tyto studie také podaly jasny dikaz pro vyznam dobie vyvazené aktivace
MPK3 a MPK6 pro vyvoj rostlin a jejich reakce na vngjsi prosttedi (Pitzschke, 2014).

Podle Spoel ef al. (2012) jsou MPK6 a MPK3 vyuzivany nejen k okamzité reakci na
stres, ale také se podileji na vytvareni dlouhodobé imunity. U rostlin spociva princip
imunitni paméti v tom, ze béhem primarniho Utoku patogenu se v buiice zvySuje
exprese rady latek vCetné MPK6 a MPK3 (jak mRNA, tak proteinu). Tyto latky se
akumuluji a udrzuji v neaktivnim stavu v bunce, dokud nedojde k sekundarni infekci
(Beckers et al., 2009; Netea et al., 2011). Vysledkem je, ze organismus muze reagovat
rychleji, a tim déle a ucinnéji odolavat vici sekundarnimu utoku patogenu.

Vyse uvedené ukazuje, ze interakce mezi MAPK kaskddami umoziuje butikam
integrovat informace, které dostavaji, a prizpusobit tak jejich reakce jednotlivym
okolnostem. Naptiklad v tabdku (Nicotiana tabacum) MAPK WIPK (homologni k
Arabidopsis MPK3) a SIPK (homologni k MPK6) aktivuje fadu obrannych mechanismu

v reakci na poranéni, hormony a patogeny (Seo ef al., 1999; Samuel ef al., 2005).
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Transkripce genu WIPK je stimulovana aktivitou SIPK, kterd vede k akumulaci
proteinu WIPK a zvySené aktivit€ WIPK (Seo et al., 2007). Proto signalizace pomoci
kaskady MAPK muze mit zpétnou vazbu, aby modelovala strukturu sité a poskytovala

burice mechanismus pro budovani signalizace spojené s ochranou (Seo ef al., 2007).

2.1.4 MAP kinasy jednodéloznych rostlin

Ve srovnani s dvoudé€loznymi rostlinami byly MAP kinasy v jednodéloznych rostlindch
studovany v mensi mife. Tento trend se vSak vyviji, protoze mnoho vyznamnych plodin
patii mezi jednodé€lozné rostliny jako napiiklad pSenice, zito, kukufice, ryze, je€men a
cukrova titina.

V ramci jednodéloznych rostlin jsou MAP kinasy nejlépe prostudovany u ryze
(Oryza sativa), jejiz genom obsahuje geny kodujici 17 fylogenetické ptibuznych MAP
kinas (Huang ef al., 2002; Agrawal et al., 2003b; Reynaa Yang, 2006).

Agrawal et al. (2002) ve studiu MAP kinasy OsMSRMK?2 (n€kdy oznaCovana jako
OsMAP1) pomoci metody listovych segmentd zjistili, Ze pfi normalnich podminkach
neexistuje zadna exprese genu OsMSRMK?2. Nicméng, za 30 minut po pusobeni t€zkymi
kovy (Hg, Cu, Cd), vysokym obsahem soli ¢i sacharozy byla dosazena maximalni
exprese genu, ktera se snizila do normy po 60 minutach od zacatku pusobeni strest. K
akumulaci mRNA OsMSRMK?2 doslo také po pusobeni ultrafialovym svétlem a suchem
in vitro a ozénem, vysokymi a nizkymi teplotami in vivo (Agrawal ef al., 2002).

Dalsi MAP kinasa ryze je OsBWMKI1. Zkoumani hladiny mRNA OsBWMKI po
pusobeni stejnych typu stresu, jako u OsMSRMK?2 (t€zké kovy, vysoky obsah soli ¢i
sachar6zy) ukazalo, ze OsBWMKI a OsMSRMK2 vykazuji ne€kolik rozdila
v transkripéni aktivaci. Jmenovit¢ mRNA OsBWMKI se akumuluje a jeji hladina se
nesnizi na puvodni za dobu 60 minut od zacatku pasobeni stresu a transkripcni aktivace
OsBWMK I neni citliva na UV zafeni (Agrawal ef al., 2003c¢).

Dale byly studovany dalsi dvé MAP kinasy ryze OsMSRMK3 a OsWJUMKI.
OsMSRMK3, stejné jako OsMSRMK2 a OsBWMKI1 reaguje na mnoho ruznych
stresovych podnétt i kdyz vykazuje nékteré rozdily, jako napfiklad to, Ze neposkytuje
silnou a stabilni odolnost vici suchu jako OsMSRMK2. OsWJUMKI je vice specificka
kinasa, u které se hladina exprese zvySuje v reakci na chlad a nezvysuje se v reakci na
mechanické poskozeni a kyselinu jasmonovou (Agrawal ef al., 2003a).

MAP kinasy pSenice (7riticum aestivum) byly studovany v mensi mife. Lian ef al.

(2012) provedli analyzu jejich fylogeneze. Tato studie ukazala, ze MAP-kinasy pSenice
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jsou homologni k MAP-kinasam ryze a husenicku. TAMAPK3 a TaMAPK4 vykazuji
urCity stupenn homologie k Sesti MPK A. thaliana (AtMPK3, AtMPK4, AtMPKS,
AtMPK11, AtMPK12 a AtMPK13) a ke dvéma MPK O. sativa (OsMPK2 a OsMPK6).
TaMAPK1 a TaMAPK2 maji vysokou stuperi homologie s OsMAPK1 a OsMAPKS a
TaMAPKS a TaMAPKG6 jsou vysoce homologni s AtMPK6, OsMPK3 a OsMPK4.

Rudd et al., (2008) studovali TaMPK3 a TaMPK6 a jejich aktivaci houbou
Mycosphaerella graminicola, ktera zpusobuje chorobu pSenice oznaCovanou jako
brani¢natka pSeni¢nd. Kompatibilni interakce houby M. graminicola s T. aestivum vedla
k silné¢ transkripéni aktivaci TaMPK3 tésn€¢ pied programovanou smrti bunék
(apoptoza) a rozvojem piiznakti onemocnéni. Také TaMPK3 protein se akumuloval v
bunkach a nasledné posttranslatné aktivoval paralelné s apoptdézou. Naopak u TaMPK6
nebylo pozorovano zadné zvySeni urovné exprese genu, urovné proteinu nebo
posttranslacni aktivace v jakémkoli stadiu jak kompatibilnich, tak i nekompatibilnich
interakci. Nicméné jakmile je zahdjena akumulace proteinu TaMPK3 uroven proteinu
TaMPK6 se snizuje. To odliSuje tyto MAPK jednodé€lozné psSenice od homolognich
kinas dvoudé€loznych rostlin, napt. tabaku, kde se WIPK/SIPK aktivuji souasné a
funguji spolecné (Yang ef al., 2001).

MAP kinasa je¢mene setého (Hordeum vulgare), jmenovit¢ HvMPK4 byla sledovana
ve studii Abass a Morris (2013). Bylo zjisténo, ze tato MAP kinasa je regulatorem jak
biotického, tak i1 abiotického stresu. Snizeni hladiny exprese HvMPK4 genu RNA
interferenci vede ke zvySeni hladiny kyseliny salicylové po houbové infekce
Magnaporthe grisea, a tim se zvySuje odolnost proti patogenu. Nadmérna exprese
HvMPK4 vede k trvalému zvySeni hladiny kyseliny jasminové (JA) a ethylenu
v rostliné. JA a ethylen se podili na obrané rostlin proti patogenim, nicméné v této
studii nebyl nalezen zadny rozdil v Grovni projevi symptomu infekce M. grisea mezi
liniemi s divokym a nadexpresnim fenotypem. U nadprodukénich lini vSak byla zjisténa

zvySena tolerance vici abiotickému stresu, zejména soli.

2.2 Priprava transgennich rostlin a molekularné genetické metody vyuzivané pro
jejich charakterizaci

2.2.1 Priprava transgennich rostlin je¢mene pomoci Agrobacterium tumefaciens
Pro usnadnéni studie ulohy MAP kinas jsou rostliny je€mene podrobovany genetickym
zménam. Tento zpisob studia zahrnuje nékolik technik. Jednou z nich je technika

modifikace genomu jeCmen pomoci bakterie Agrobacterium tumefaciens. Zakladem této
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technologie je pfirozena moznost zaClenéni DNA bakterie do jadra hostitelské rostliny.
Agrobacterium tumefaciens je gramnegativni, obligatné aerobni tyCinkova plidni
bakterie rodu Agrobacterium. Jedna se o fytopatogena, ktery vramci své zivotni
strategie pfemétiuje genetickou informaci rostlinné buiiky pomoci specidlniho plazmidu
(Mishra, 2010). A. tumefaciens obsahuje dva plazmidy: At-plasmid a Ti-plasmid
(Goodner et al., 2001). Ti-plasmid (z angl.tumor-inducing) je zodpoveédny za patogenitu
A. tumefaciens a jeho Cast oznacovana jako T-DNA je integrovana pomoci rekombinace
do genomu hostitelské rostliny (Tsuda ef al., 2012; Uga et al., 2013; Cho ef al., 2014).
T-DNA nese geny pro syntézu rostlinnych fytohormon a opind. Plazmid Ti také
obsahuje geny, které jsou zodpoveédné za virulenci, konjugaci (con) a vlastni replikaci
(ori) (Wei et al., 2000). Pti fizenych genetickych transformacich rostlin je vyuzivana T-
DNA, ktera ma geny pro syntézu fytohormonu a opinii nahrazeny vlastnim genem/geny
zajmu.

Geneticka transformace prostiednictvim A. fumefaciens, je vicestupfiovy proces,

ktery zaCind rozpoznanim poranéni hostitelskych pletiv bakterii a kon¢i expresi
introdukovanych genti v genomu rostlinnych bunek (Karami ef al., 2009).
Poranéni rostlinnych bunék hraje kli¢ovou roli v transformaci, protoze vede k uvolnéni
fenolu podobné slouCeniné oznaCované jako acetosyringon, ktera pusobi jako
chemoatraktant pro A. tumefaciens (Stachel et al, 1985, Ashby et al., 1987,
Sheikholeslam a Weeks, 1987). Vzhledem k potiebé signalni molekuly - acetosyringonu
pro vytvofeni uspeésné interakce mezi rostlinnymi burikami a bakteriemi, se po dlouhou
dobu predpokladalo, ze pouze dvoude€lozné rostliny mohou byt transformovany pomoci
A. tumefaciens. Usp&$na transformace Asparagus officinalis pomoci A. tumefaciens
vSak oteviela nové moznosti transformace jednodé€loznych rostlin (Bytebier ef al.,
1987). Prvni prace na transformaci jeCmene pomoci Agrobacterium tumefaciens byla
provedena Tingay ef al. (1997). Metoda je zalozena na infekci nezralych embryi
jeCmene pomoci A. tumefaciens. Na zafatku uspeSnost transformace nezralych embryi
jeCmene byla 0,5%, pozd€ji by protokol vylepSen az na 6,3% (Patel ef al., 2000; Fang
et al., 2002).

Transformacni protokol jeémene obvykle zahrnuje nékolik krokda, jako je naptiklad:
kokultivace embryi a bakterii, klidova faze, selekce pro specifickou proliferaci
transformovanych bun¢k, faze regenerace a taze zakofenéni. Pro kultivaci embryi a
regenerantl se nejCastéji pouziva MS medium (Murashige a Skoog, 1962). Do

zakladniho média se pfidavaji rizné piisady. Jednou z téchto pfisad jsou fytohormony.
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Nejcasteji se jednd o 2,4-D (2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina, CsHsCl,03), kterd je
obecn€ nejvyuzivan€j§im auxinem na podporu déleni bunék, ¢imz udrzuje rast kalusové
kultury. Pfiddvany jsou i chemické latky nehormondlni povahy, jako jsou naptiklad
dicamba (3,6-dichlor-2-methoxybenzoova kyselina, CsHsC1203) a picloram (4-amino-
3,5,6-trichlor-2-pyridinkarboxylova kyselina, CsH3ClsN20O,). Tyto latky take iniciuji
tvorbu kalust, ale jsou méné toxické nez 2,4-D (Hiei ef al., 2014). Dale mohou byt k
médiu pridany mineralni ionty, jako jsou Cu®" a Ag’, které mohou zvysit uginnost
transformace (Ishida er al., 2003). Dulezity je také druh a koncentrace pouzivanych
cukrt (Bartlett ef al., 2008).

Jednim =z hlavnich problémi spojenych s transformacije odstranéni bakterii po
infekci. Protento ucel se pouzivaji antibiotika jako je cefotaxim, karbenicilin a timentin
(Jones et al., 2005).

V soucasné dobé jeden z nejvice vyuZivanych protokolti pro transformaci jeCmene je
ten, ktery navrhli Bartlett ef a/. (2008). Tento protokol md nékolik zakladnich krokii:

1) Péstovani donorovych rostlin a izolace nezralych embryi jeCmene setého (H.vulgare)
odrady Golden Promise.

2) Zavedeni pripravenych vektort do A. tumefaciens pomoci elektroporace.

3) Kultivace embryi s kulturou A. tumefaciens.

4) Regenerace transformantt na selektivnim médiu.

5) Dalsi analyza transformanti pomoci polymerasové fetézové reakce (PCR),
kvantitativni polymerasové retézové reakce (Real-time PCR nebo qPCR) a Southernovu

pfenosu.

2.2.1.1 Proces RNA interference proti cilovému genu.

RNA interference (angl. RNA interference, RNAI) je proces potlaceni genové exprese
na urovni transkripce, translace, deadenylatce nebo degradace mRNA pomoci malych
molekul RNA (Hannon, 2002). RNAi systém hraje dulezitou roli v regulaci vyvoje,
diferenciace a exprese geni v organismu a ochranou pied virovymi infekcemi
(transpozomy) (Cullen, 2002; Girard a Hannon, 2008).

Proces RNAI zacina pisobenim enzymu Dicer, ktery patii do rodiny RNas typu 111,
ktery stépi dlouhé dvouvldknové molekuly RNA (dsRNA) na kratké fragmenty o
velikosti 21 az 25 nukleotidl, tzv. siRNA (angl. small interfering RNA) (Carthewa
a Sontheimer, 2009). Jeden ze dvou fetézci kazdého fragmentu se nazyva ,vodici“.

Tato jednofetézcovd RNA iniciuje tvorbu RISC (angl. RNA-induced silencing
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complex). Vysledkem aktivity RISC je, ze jednofetézcova vodici RNA se vaze na
komplementarni sekvence molekuly mRNA a zprostfedkuje nalamani mRNA proteinem
Argonaute nebo inhibici translace a/nebo mRNA deadenylace. Tyto udalosti vedou k
potlaeni exprese (tlumeni) pfislusného genu. Diky selektivni povaze je RNA
interference technologicky vyuzivana pro potlateni exprese geni (knockdown)
v bunikach (Castel ez al., 2013).

Jesté pred objevem RNA-interference u rostlin byla popsana inhibici transkripce
pomoci antisense RNA (Ecker a Davis, 1986). Napftiklad, v rostlindich byla popsana
inhibice transkripce antisense RNA v experimentu ktery provedli Napoli ef al. (1990) s
kvéty petunie (Petunia hybrida). Pro zménu barvy byly do rostlin zavedeny dodate¢né
kopie genu pro enzym chalkonsyntasa. Predpokladalo se, ze v dusledku introdukce gent
dojde ke zvySeni intenzity rizovych a purpurovych pigmentt. Vysledkem vsak bylo, ze
se kvéty staly bledymi a dokonce CcCasteCné bilymi. To znamenda, ze zavedeni
dodate¢nych kopii genti pro enzym chalconsitasa nezvySuje ale naopak v dusledku
antisense RNA snizuje produkci pigmentu.

RNA interference (RNAi) byla vyuzita naptiklad pro boj proti Botrytis cinerea,
patogenni houb¢, ktera zpusobuje Sedou hnilobu, a Candidatus liberibacter, coz je
bakterialni fytopatogen brambor a rajcat zpusobujici nemoc ,.zebra chips“ (Weiberg
et al., 2013; Wuriyanghan a Falk, 2013)

Vektory pro RNA interferenci maji specifickou strukturu. Pro RNAI interferenci
v jednodé€loznych rostlinach véetné jeCmene je naptfiklad vyuzivan destinacni vektor
pBract207 (9477 bp) (Obr.2). Tento vektor je derivatem vektoru pGreen, coz je maly
binarni vektor a vyuziva GATEWY (Invitrogen) technologii (Hellens er al., 2000).
Vektor pBract207 obsahuje dva pocatky replikace, pSa-ORI (zalatek: 27- konec: 510)
pro replikaci v A. tumefaciens a colEl ori (zacatek: 7527- konec: 8250) pro replikaci
v E. coli. Déle pak gen Hyg pod kontrolou 35S promotoru z mozaikového viru kveétaku
a CaMV terminatoru, ktery fidi rezistenci transformovanych rostlin vici antibiotiku
hygromycinu a gen mptl bakterialni rezistence vici antibiotiku kanamycinu. Tvorba
vlasenkové struktury RNA je zabezpeCena dv€ma pary reverzné¢ komplementarnich
attR1 a attR2 mist pod kontrolou kukufi¢ného ubiqitinového promotoru Ubi a Nos
terminatoru. Mezi dvéma attR kazetami se nachazi nekomplementarni introny 118 a
IV2, které po expresi cilového mRNA fragmentu vytvaii smyCku na konci RNA
vlasenky. Pro tvorbu pBract207 konstruktu je zapottfebi rekombinace pBract207

destinaniho vektoru s entry klonem, ktery obsahuje mezi attl.1 a attL2 misty jeden
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Obr. 2 Mapa vektoru pBract207 (https://www jic.ac.uk/technologies/genomic-
services/bract/constructs/, 1.3.2018).

fragment DNA odpovidajici cilovému fragmentu mRNA.

(https://www jic.ac.uk/technologies/genomic-services/bract/constructs/, 1.3.2018).

2.2.1.2 Transgenni rostliny se zvySenou expresi (overexprese) cilového genu
ZvySena exprese (angl. overexpression) je vyznamné zvyseni urovng exprese genu nebo
vice genu nad bé€znou uroven exprese v organismech, do kterych jsou pomoci
specialniho vektoru zacClenény dodatecné kopie cilového genu/gent pod kontroloou
silného promotoru (Prelich, 2012). Alternativn€¢ muize byt dosazeno zvySeni exprese
cilového genu/gentt pomoci zmeény urovné exprese transkripénich faktora (Prelich,
2012). Pro ucely zvysené exprese se cilovy gen nejprve izoluje z DNA/cDNA rostlin a
posléze je zaklonovan do vektoru. Po transformaci pfiislusnych buniek/ organismu
dochazi k nadmérné transkripci transgenua posléze k nadmérné translaci mRNA
transgenu, coz vede ke zvysené produkei cilového proteinu (Prelich, 2012).

Neékdy pouze tlumeni exprese (knock-down) nebo vyfazeni funkce urcitého genu,
nemuze stacit pro kompletni analyzu funkce genu a jeho produktd. ZvySena exprese je
alternativni a/nebo komplementarni technika pro studium gend. Zvlaste, kdyz
knock-down nebo knock-out rostliny nevykazuji jednoznacny fenotyp. U rostlin je
nékolik prikladd, kdy funkce gent byla urCena pouze tehdy, kdyz byly geny

analyzovany pomoci zvySené exprese (Baima ef al., 2001; Fana Dong, 2002). Ale i v
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ptipadé, ze knock-down nebo knock-out rostliny poskytnou jasnou informaci o
fenotypu, zvysSena exprese muze byt stale uzite¢na pro ziskani doplfiujicich informaci o
funkci genti (Schellmann ef al., 2002).

Navzdory vyhodam strategie zvysSené exprese a jejiho uspechu, ma tato strategie i
nevyhody (Green ef al., 2002). ZvySena exprese genu muze vést ke dvéma typum
zakladnich fenotypu: hypermorfni fenotyp (kvantitativni zvySeni) a neomorfni fenotyp
(kvalitativni zména). V pfipad¢ hypermorfniho fenotypu vneseny gen poskytuje stejnou
funkci jako zékladni gen, ale s vySsi aktivitou. V piipadé neomorfniho fenotypu ziska
protein novou funkci, kterd neni pfitomna ve volné ptirodé¢ (Zhang, 2003; Senturk a
Bellen, 2017). Nezadouci jsou pak predevsim neomorfni zmény zpisobené nadexpresi.

Technika zvySené exprese se nejCastéji pouziva ke zvysSeni odolnosti viici abiotickym
strestim jak v jednodéloZnych, tak i v dvoudéloZnych rostlinach. Jako priklad lze uvést
zvyseni odolnosti vii¢i suchu pomoci zvyseni exprese genu AtRNP1 v A. thaliana nebo
zvySeni odolnosti vii¢i zasoleni a suchu u ryZe zvySenim trovné exprese genu
OsHAP2FE (Alam et al., 2015; Wang et al., 2016).

Pro tvorbu jednodéloznych rostlin s nadexpresi genu jsou vyuzivany napt. vektory série
pBract zahrnujici mj. vektor pBract214 (Obr. 3). Vektor pBract214 také

vyuziva GATEWY (Invitrogen) technologii a obsahuje dva pocatky replikace pSa-ORI
(zacatek: 27- konec: 510) pro replikaci v A. fumefaciens a colEl ori (zacatek: 7215-
konec: 7938) pro replikaci v £. coli. Cilovy gen je klonovan do gateway kazety attR1 a

pSa -ORI
npt1 /_\
colEl ori
RB 355 Hyg-nos
Stul (7154&\
Sacl (6752)
. pBract214
nosterm 3' Reverse primer —— Sacl(2315)
9165 bp
nos terminatork\
attR2 g XhoI (2653)
cedb & HdeH (2674
Smal (6004) \
Xmal (6002) % \ Xhdl (3383)
/
Cm(R) Ubi promoter
attR1 Apdl (3742)

pAH Ubi promD primer forward

Obr. 3 Mapa vektoru pBract214 (https://www jic.ac.uk/technologies/genomic-
services/bract/constructs/, 1.3.2018).
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attR2 a nasledné exprimovan pod kontrolou kukuficného Ubi promotoru a
nopalinsyntasoveho Nos terminatoru. Dale pak vektor pPBRACT214 obsahuje stejné
jako vektor pBRACT207 gen Hyg pod kontrolou35S promotoru z mozaikového viru
kvétaku a CaMV terminatoru a gen mptl bakterialni rezistence vaci antibiotiku
kanamycinu.  (https://www jic.ac.uk/technologies/genomic-services/bract/constructs/,

1.3.2018).

2.2.1.3 Metody vyuzivané pro identifikaci transgennich rostlin
Pro identifikaci transgennich rostlin pfedevs§im vyuzivime polymerasovou fetézovou
reakci (PCR, angl. Polymerase Chain Reaction).

PCR je experimentalni metoda molekularni biologie, ktera umoziiuje dosahnout
vyznamného zvySeni malych koncentraci urCitych fragmenti DNA v biologickém
materialu (vzorek) (Powledge, 2004)

Komponenty pro provadéni PCR reakce jsou:

1) DNA templat obsahujici ¢ast DNA, ktera ma byt amplifikovana.

2) Dva primery komplementarni k protilehlym koncim riznych fetézch cilového
fragmentu DNA.

3) Termostabilni DNA polymerasa. Enzym, ktery katalyzuje DNA polymera¢ni reakci.
4) Deoxyribonukleosidtrifostaty (dATP, dGTP, dCTP, dTTP).

5) Tonty Mg®" které slouzi jako kofaktory polymerasy.

6) Pufr, ktery zajiStuje nezbytné reak¢ni podminky, pH a iontovou silu.

PCR se provadi v termocykleru, coz je zafizeni, které zajiStuje periodické chlazeni
a ohfivani vzorkl, obvykle s pfesnosti nejméné 0,5°C. Zpocatku méla PCR metoda
nevyhodu a to chybéjici teplotné stabilni DNA polymerasu. Tento problém byl vyfesen,
kdyz z bakterie Thermus aquaticus byla izolovand polymerasa s reakénim optimmem
70—80 °C, ktera byla néasledn¢€ pojmenovana jako 7aq polymerasa (Saiki ez al., 1988).
Tento enzym v8ak nemd mechanismus pro korekei chyb (3'— 5' exonukleazova aktivita)
Tento nedostatek byl zméneén napt. diky izolaci Pfu polymerasy z archei Pyrococcus
furiosis, ktera ma 3'— 5' exonukledzovou aktivitu (Cline ef al., 1996).

Dulezitou casti metody jsou primery, které jsou specifické kratké syntetické
oligonukleotidy o délce 18 az 30 bazi. Jsou komplementarni k cilové oblasti DNA a
slouzi jako pocate¢ni mista pro in vitro replikaci DNA.

Samotna metoda je zalozena na vicenasobném selektivnim kopirovani specifické

oblasti DNA nukleové kyseliny polymerasou in vitro.
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Teplotni a Casovy pribéh amplifikace ma nasledujici tfi kroky:

1) Denaturace: dvouretézcovy DNA templat se zahtfiva na teplotu 94 az 96°C po dobu
0,5 az 2 min, aby se fetézce DNA templatu 1 primery oddélily. Obvykle se pfed prvnim
cyklem prodlouzi.

2) Nasednuti primerd: teplota se snizi na piiblizné 60°C po dobu 30 sekund, aby mohly
primery nasednou na jednotetézcovou DNA.

3) Syntéza DNA (polymerizace): DNA polymerasa replikuje templatovy fetézec za
pouziti primeru. Polymerasa zahajuje syntézu druhého fetézce od 3'konce primeru, ktery
se navaze na matrici, a pohybuje se podél matrice a syntetizuje novy fetézec ve sméru
od 5' k 3'konci. Teplota prodlouzeni zavisi na polymerase. Doba prodlouzeni zavisi jak
na typu DNA polymerasy, tak na délce amplifikovaného fragmentu a obvykle se rovna
jedné minuté na kazdych tisic paru bazi.

Mnozstvi specifického reak&niho produktu se teoreticky zvySuje podle vztahu 2" -
2n, kde n je pocet reakénich cykld (Kalendar a Sivolap, 1995). AvSak exponencialni
narast koncentrace pozadovaného produktu je predevsim v pozdéjSich cyklech reakce
limitovan spotfebovanymi reakénimi Cinidly, pfitomnosti inhibitori a tvorbou

vedlejsich produkta.

2.2.1.4 Metody vyuzivané pro detekci poctu Kopii a pro kvantifikaci exprese
transgenu v transgennich rostlinach
Metody vyuzitelné pro tyto ucely predstavuji kvantitativni polymerazova fetézova
reakce v realném Case nebo kvantitativni polymerasova retézova reakce (angl.Real-time
PCR nebo qPCR) a Southerntv pfenos (angl. Southern blot nebo Southern blotting).

gPCR zahrnuje soucasnou detekci a kvantifikaci specifické sekvence DNA ve
vzorku (Van Guilder ef al., 2008).

Podle Bubnera a Baldwina (2004) je principem metody méfeni fluorescence vzorku
v kazdém cyklu. V pocateCnich fazich amplifikace je fluorescence slaba, protoze
produktu jest€ neni pfili§, takze je obtizné ho rozlisit od pozadi. Jak se produkt hromadi,
signal nejprve narista exponencialné a pak prechazi nejprve do linearni a nakonec do
plateau faze. Pti standardni PCR reakci jsou PCR produkty obvykle analyzovany v
linearni az plateau fazi amplifikace kdy jiz vSechny vzorky poskytuji pfiblizn¢ stejné
mnozstvi PCR produktu. Na zaklad€ kone¢ného mnozstvi PCR produktu tak neni
mozné ziskat informaci o pocate¢nim mnozstvi cilové DNA ve zkoumaném vzorku. Na

druhou stranu, v exponencialni fazi qPCR, ktera je proporcionalni vstupnimu mnozstvi
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DNA, lze pro jednotlivé vzorky vysledovat rozdily v mnozstvi generovaného PCR
produktu. Rozdilny pocatecni pocet molekul DNA ovlivni pocet cyklt nezbytnych pro
dosazeni statisticky vyznamného zvySeni hladiny fluorescence nad uroven bazalni
fluorescence — tzv. fluorescen¢niho prahu. Pocet cykli nezbytnych k tomu, aby
fluorescence dosahla fluorescenéniho prahu se nazyva Ct-hodnotou. Prahova uroven
neni striktné definovana hodnota, nachazi se vSak v exponencialni fazi amplifikace.
Southerniv prenos je metoda, kterou je pouzivana v molekularni biologii pro
detekci specifické sekvence DNA ve vzorku. Metoda Southern blotting kombinuje
elektroforézu v agar6zovém gelu s metodami prenosu DNA na membranovy filtr pro
hybridizaci se specifckou sondou komplementarni k cilovému genu (Southern, 1975).
Pro ur€eni poCtu kopii genll v genomu je zapotiebi genomovou DNA nejprve oSetfit
restrikénimi endonukleasami, pak nasleduje separace DNA na agrosovém gelu, prenos
na menbranu a nasledné hybridizace se specifickou sondou. Vzorek, ktery hybridizuje
pouze s jedinym fragmentem DNA, ktery nebyl Stépen restrikénim enzymem, bude
poskytovat jedinou zonu , zatimco vyskyt vice zon ukazuje, ze sonda je hybridizovana s
vicero identickymi/ homolognimi sekvencemi. Pomoci zmény hybridiza¢nich podminek
(zvyseni teploty, zmény koncentrace soli) 1ze zvysit specifi¢nost a tim snizit hybridizace

S homolognimi, ale nenikoli vSak identickymi sekvencemi.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Materialy a metody

3.1.1 Chemikalie a nastroje

Izolace DNA z listt jeCmene

AppliChem: CTAB (Cetyltrimetylamoniumbromid), disifi¢itan sodny(Na;OsS;)
Eppendorf: pipety

Penta: isopropanol (C3HgO), ethanol (C;HsOH)

Promega 22: RNAsa

Retsch: kulickovy mlynek MM 200/400

Thermo Fisher Scientific: EDTA (ethylendiamintetraoctova kyselina)
Sigma-Aldrich: chlorid sodny (NaCl), chloroform-isoamyl alkohol (24/1), kyselina
chlorovodikova (HCI), sarkosyl, sorbitol, Tris-base

Izolace RNA z listd jeCmene

Eppendorf: pipety

Molecular Research Center: BCP (1-bromo-3-chloropropan)
Penta: isopropanol (C3HgO), ethanol (C;HsOH)

Retsch: kulickovy mlynek MM 200/400

Savo: Savo original

Sigma-Aldrich: chloroform-isoamyl alkohol (24/1), TRI Reagent

Syntéza cDNA

Bio-rad: Thermal Cycler T100™

Eppendorf: pipety

Promega 22: Deoxynucleotide mix (dNTPs), Deoxynukleotidovy mix, DNasa
(dNTPs), DNAsa, M-MLYV Reversni Transkriptdsa, M-MLV Reversni Transcriptasa, 5x
reak¢ni pufr, RNasin ® Plus RNase inhibitor, 100uM PAGE pitecisténé18 bp oligo dT
primers

Thermo Fisher Scientific: EDTA, pufr pro Dnasu I, NanoDrop™ Lite

Spectrophotometer

Polymerézova fetézova reakce

Bioline: ImmoMix™
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Bio-rad: Thermal Cycler T100™, My Cycler™ Thermal cycler

Eppendorf: pipety

Life Technologies: 96 jamkova desticka

Sigma-Aldrich: Spicky, $picky s filtrem

Thermo Fisher Scientific: ABGene Absolute QPCR Rox Mix, Deoxynucleotide mix
(dNTPs), Deoxynukleotidovy mix (dNTPs), Power SYBR ® Green PCR Master Mix,
StepOnePlusRealTimePCR Systems

Penta:isopropanol (CsHgO), ethanol (C,HsOH)

V. B. C Biotech: primery

Gelova elektroforéza

Advance DNA StainGenetics: Midori Green (barveni gelt)

Bio-Rad:PowerPac™ Basic, Gel Doc' ' EZ Imager

Eppendorf: pipety

Sigma-Aldrich:agaroza

Thermo Fisher Scientificc EDTA (ethylendiamintetraoctova kyselina), 1 kb Gene
Ruler (standard), 6x loadingdye (barveni vzorka)

Sigma-Aldrich: kyselina octova(CH3COOH), Tris-base

Hydromycinovy test

Eppendorf: Multipette plus, davkovaci pipety
VWR: Tissue Culture plates-96 jamkova desticka
Roche: Hydromycin B

Xiomi: telefon Xiomi redmi 3.

3.1.2 Rostlinny material

Pro vlastni experimenty byly pouzivany rostliny jeCmene setého (Hordeum vulgare)
odriidy Golden Promise. Celkem byly analyzovany dva typy transgennich linii jeCmene.
Transgenni linie s oznaCenim K4IR1, které byly pfipraveny pomoci konstruktu
plazmidu pBract207
(https://www jic.ac.uk/technologies/genomic-services/bract/constructs/, 1.3.2018) s
cilem umléeni HvMPK4 genu a transgenni linie soznaenim K4/3, které byly
ptipraveny pomoci konstruktu plazmidu pBract214

(https://www jic.ac.uk/technologies/genomic-services/bract/constructs/, 1.3.2018) s
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cilem nadprodukce HvMPK4 genu. Jako kontrolni rostliny byly pestovany negativni
sesterské rostliny transgennich rostlin. Byly postupné vypéstovany tfi generace
transgennich rostlin: T1 az T2 pro K4/3 linie a T1, T2 az T3 pro K4IR1. Pro ucely
genotypovani byly rostliny jeCmene péstovany ve velkych platech (rozmér 88x34x5,5
cm) ve skleniku pfi relativni vlhkosti vzduchu 70% s fotoperiodou 16 hodin svétlo pri
teploté 20°C a 8 hodin tma pfi teploté 14°C. Jako péstebni substrat byla vyuzita smés

gramoflor/zahradnicky substrat v poméru 3:1 s pridavkem perlitu.

3.1.3 Roztoky
1) 70% Ethanol
70 ml Ethanol
30 ml ddH,O

2) 75% Ethanol
75 ml Ethanol
25 ml ddH,0

3) 96% Ethanol
96 ml Ethanol
4 ml ddH,O

4) Lyza¢ni pufr, pH 7,5
0,2 M Tris-HCI (pH 7,5)
0,05 M EDTA (pH 8,0)
2 M NaCl

2% CTAB

5) Extrakéni pufr, pH 7,5
100 mMTris-HCI (pH 7,5)
5 mM EDTA (pH 8,0)
0,35 M Sorbitol

6) 5% Sarkosyl
95 ml ddH,O
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5 ml Sarkosyl

7) Pufr pro izolace DNA (na jeden vzorek)
0,415 pl Lyza¢ni puft, pH 7,5

0,415 pl Extrakeni pufr, pH 7,5

0,165 pl 5% Sarkosyl

4 mg Disifi¢itan sodny

8) Premix s DNasou (na jeden vzorek)
2 pl pufr pro DNasu I

6 ul ddH,O

2 pl DNasa

9) Premix pro revezni transkripci (na jeden vzorek)
4,2 ul ddH,0

0,4 ul M-MLYV Reverzni transkriptasa

4 ul M-MLYV Reverse Transcriptase 5x reakéni pufr
0,4 ul ANTP (10mM)

0,4 ul inhibitor RNasin.

10) Pufr pro PCR (na jeden vzorek)
7,5 ul 2x ImmoMix

0,045ul Forward primer

0,045ul Reverse primer

5,41ul ddH,O

11) Premix pro qPCR kvantifikaci exprese genu (na jeden vzorek)
2,5 wl premix primera (0,3 uM kazdy)
Sul Power SYBR®Green PCR Master Mix

12) Premix pro Multiplex TagMan qPCR analyzu poctu kopii transgenu (na jeden
vzorek)

2,5 wl premix primert a sond (0,2uM kazda)

Sul ABGene Absolute QPCR RoxMix
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13) 50x Tris-acetatovy pufr (TAE)
24,22 g Tris

1,862 g EDTA

8,96 mlKyselina octova

73,3 ml H,O

14) 1x Tris-acetatovy pufr (TAE)
20 ml 50x TAE
950 ml H,O

15) 250 pg/l roztok hydromycinu na jednu 96 jamkovou desticku
144 pl Hydromycin B (50mg/1)
28.656 ml ddH,O

3.1.3 Izolace genomické DNA z listu jeCmene

Pro analyzu byly pouzivany 1-2 mésice staré rostliny. Jejich listy byly odebrany do 2ml
sterilnich zkumavek, do kterych byly predem piidany dveé kovové kulicky a zkumavky
s listy byly okamzité zmrazeny v tekutém dusiku (N3, -196°C).

Dale byl, pfi konstantnim udrzovani teploty, pomoci kulového mlynku MM 200/400
biomaterial rozdrcen do prasku. Poté bylo ke kazdému vzorku ptidano 800 pl pufru pro
izolaci DNA. Dale byl vzorek inkubovan v inkubétoru za obasného michani pfi teplote
65°C po dobu 75 minut.

Dalsi postup je shrnut v nasledujicich krocich:

1) Pridani 800 pul chloroform-isoamyl alkoholu (24/1) ke kazdému vzorku. Extrakce po
dobu 4 minuty. Centrifugace 15 minut pfi teploté¢ 4°C a 12000 rpm (angl. revolutions
per minute,otacky za minutu). Odbér 480 ul supernatantu do novych zkumavek.

2) Pridani 336 ul isopropanolu ke kazdému vzorku. Promiseni roztokti a extrakce 4
minuty do vizualizace shlukd genomické DNA. Centrifugace po dobu 9 minut pii 20°C
a 12000 rpm pro vytvotenipelety DNA. Odebrani isopropanolu.

3) Ptidani k peleté genomcké DNA do zkumavek 1 ml 70% ethanolu. Centrifugace po
dobu 5 minut pii 20°C a 6500 rpm. Odbér 480 ul supernatantu do novych zkumavek.
Aspirace ethanolu. SusSeni pelety.

4) Ptidani 50 ul vody obsahujici RNasu.

28



5) Rozpousteéni genomické DNA po dobu 24 hodiny pfi laboratorni teploté.
Hotové vzorky byly uchovany pfii -20°C stupid.

3.1.4 Izolace celkové RNA z lista jeCmene

Béhem izolace byly v pracovnim prostfedi udrzovany semisterilni podminky pomoci
Sava a 96% ethanolu. Homogenizovany zmrazeny prasek z listu jeCmene byl ziskan
stejnym zpusobem jako pfi izolaci DNA.

Izolace RNA zahrnovala nasledujici kroky:

1) Pfidani 1 ml TRI Reagentu k nadrcenému listovemu segmentu, homogenizace
suspenze a uchovani vzorkt na ledu. Centrifugace po dobu 10 minut pfi 4°C a 12000
rpm, s cilem sedimentace bunénych zbytka.

2) Ptidani 100 pul BCP (brom-chlor-propan) do druhé sady zkumavek. Pienos 1 ml
supernatantu do druhych zkumavek. Rychle protifepavani smési po dobul$5 s a extrakce
4 minuty. Centrifugace po dobu 15 minut pti 4°C a 12000 rpm.

3) Ptidani 390 pul chloroformu do tieti sady 2 ml zkumavek. Transfer 390 ul vodné taze
z druhych do tietich zkumavek. Rychle protfepavani smési po dobu 15 s a extrakce 3
minuty. Centrifugace po dobu 15 minut pii 4°C a 12000 rpm.

4) Pridani 140 pl isopropanolu do ¢tvrté sady zkumavek. Pienos 200 pl vodné faze do
ctvrtych zkumavek. Rychle protfepani 20 krat a extrakce 10 minut. Centrifugace po
dobu 9 minut pii 4°C a 12000 rpm.

5) Aspirace isopropanolu a piidani 1 ml 75% ethanolu k peletam RNA. Centrifugace po
dobu 5 minut pi1 4°C a 6500 rpm. Aspiarce ethanolu. Vysouseni RNA pelety.

6) Pridani 35-45 ul vody, v zavislosti na velikosti pelety.

Vzorky RNA byly uchovavany v mraznicce pii -80°C.

3.1.5 Syntéza cDNA
Béhem ptipravy cDNA bylo pracovni prostiedi udrzovano v semisterilnich podminkéach
pomoci Sava a 70% ethanolu.

Nejprve byla v PCR stripech smichana ddH20 a RNA tak, aby vSechny vzorky mély
stejnou koncentraci 2000ng v objemu 15 pl. Ve druhém kroku bylo k sme&si RNA a
vody piidano Spl premixu s DNasou I a pufrem DNasy 1. Dale, po centrifugaci, byly
stripy se vzorky inkubovany v termocykleru pfi teploté 37°C (vicko 40°C) 40 minut. Po
inkubaci bylo ke vzorkim pfidano 2 ul EDTA s cilem tepelné inaktivace DNasy 1
Inaktivace DNasy I probihala pfi teploté 70°C po dobu 8 minut v termocykleru.
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Déle bylo v novych PCR stripech smichano 4,5 ul ddH20, 0,5 ul oligo-dT primeru a
5,5ul RNA (500ng RNA). Smés byla 3 minuty inkubovana a pak k ni bylo ptidano 10
ul premixu pro reverzni transkripci. Dale po centrifugaci byly stripy se vzorky
inkubovany v termocykleru po dobu 2 hodin pfi teploté 42°C (vicko 44°C) pro syntézu
cDNA a nasledné 10 minut pfi teplot€ 70°C (vicko 72°C) pro inaktivaci reverzni
transkriptasy. Na zaver byla cDNA nafedéna ptidanim 60 pul ddH2O. Vzorky cDNA
byly uchovany pti-80°C.

3.1.6 Genotypovani transgennich rostlin je¢cmene pomoci polymerizové retézové
reakce (PCR)

Pro genotypovani transgennich rostlin jeCmene sumlfenou expresi HVMPK4 byly
pouzity hyg, K4 IRas, K4 IR a PCR markery. Pro genotypovani transgennich rostlin
jeCmene s nadexpresi HVMPK4 byly pouzity hyg a K4over PCR markery (Tab. 1).
Nejprve byla genomicka DNA natedéna 18 krat pomoci pridavku ddH,O. Do kazdé
jamky 96 jamkové desky bylo pfidano 13 ul premixu pro PCR a 2 ul vzorku tfedéné
DNA. Celkovy objem reakce tak byl 15ul. Dale byla PCR desti¢ka uzaviena pomoci
folie a inkubovana v termocykleru za specifckych teplotnich a ¢asovych cyklickych

podminek (Tab. 2).

Tab. 1 PCR markery pouzité pro genotypovani

Nazev Nazev primeru | Forward Sekvence Velikost
markeru F PCR
Reverse produkt
u
(R)
primer
hyg hF/hR F ACTCACCGCGACGTCTGT 917 bp
R GCGCGTCTGCTGCTCCAT
K4 IRas | gUBI F2/genjK4 F GTGTTACTTCGCCCAGCTTC 179 bp
_IR1 R GAGATGGCTTGTATTATACCGGTTG
K4 TRa | genjK4 IR1/NOS F GAGATGGCTTGTATTATACCGGTTG | 170 bp
“R3 R CGAGCTCGCCCAATTCAC
K4dover K4F1/K4R1 F AAGATACATGAAGCAATTACCACAG | 291 bp
R GGATCAGGGTTAAATGCTAAAGTT
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Tab. 2 Program pro PCR amplifikaci

Nazev Teplota Cas (min:sec) Pocet cyklu
PCR kroku
Predehrati 95°C 10:00 1
Denaturace 95°C 00:05 32
Nasednuti primert 60°C 00:25 32
Syntéza DNA 72°C 01:00 32
Uchovavani 8°C Pauza 1

3.1.7 Kvantitativni Real-Time PCR (qRT-PCR) a multiplex TagMan qPCR

Nejprve byla genomicka DNA ziedéna pomoci ddH,O 18 krat, vzorky cDNA pak byly
fedény 4 krat. Pro analyzu poctu kopii transgenu u rostlin je€mene byly pouzity
markery p35S a HvCon2 s pfislusnymi TagMan sondami v multiplex formatu (Tab. 3).
Pro kvantifikaci exprese HvMPK4 genu u transgennich rostlin jeCmene byly pouzity
primery pro geny HvMPK4 a referen¢ni gen HvMPK /4 (Tab. 4). Do jamek 96 jamkové
PCR desticky bylo ptidano 2,5 pl vzorku (cDNA nebo genomickd DNA), a 7,5 ul
smési reagentd podle typu analyzy. Celkovy objem vzorku byl 10 ul. Kazdy vzorek byl
realizovan ve dvou technickych replikatech. Dale byla PCR desti¢ka uzaviena pomoci
transparentni folie a inkubovana v termocykleru. Teplotni a ¢asovy prubéh amplifikace
pro stanoveni poctu kopii je uveden v Tab. 5 a pro stanoveni exprese HvMPK4 v Tab 6.

Data byla analyzovany pomoci StepOne software. Findlni vysledky byly v pfipade

Tab. 3 Pouzité PCR markery pro analyzu poctu kopii transgenu

Nazev Druh Nazev Pfedni F Sekvence

markeru Zadni R

p35S primery p35SF/p35SR F CGTCTTCAAAGCAAGTG

GATTG

R TCTTGCGAAGGATAGTG

GGATT

proba p33S 6FAM-

TCTCCACTGACGTAAGG
GATGACGCA-TAMRA

HvCon2 primery HvCon2F1/HvCon2R1 F TGCTAACCGTGTGGCAT

CAC

R GGTACATAGTGCTGCTG

CATCTG

proba HvCon2P VIC-

CATGAGCGTGTGCGTGT
CTGCG-TAMRA
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Tab. 4 Pouzit¢ gPCRprimery pro kvantifikaci exprese HvMPK4 genu

Nazev genu Predni F Sekvence
Zadni R
HvMPK4 F CACAGTACCCAAGGCAGGA
R GATCAACTGCACCATCAGACA
HvMPK 14 F CACAAAAGCCACGCAGAGA
R CCGAACCAACCACTTTACCA

Tab. 5 Program stanoveni poctu kopii T-DNA

gqRT-PCR kroky Teplota Cas (min:sec) Pocet cyklu

Aktivace enzymu 95°C 15:00 1
95°C 00:15 40
60°C 01:00 40

Tab. 6 Program pro stanoveni exprese HvMPK4

gqRT-PCR kroky Teplota Cas (min:sec) Pocet cyklu
Aktivace enzymu 95°C 10:00 1
95°C 00:15 40
60°C 01:00 40
Postupné zvySovani 45:00 1
teploty 0 0,3°C z
60°C na 95°C.

expresni analyzy normalizovany vici expresi HYMPK 4 a vyjadreny jako relativni vici
expresi HYMPK4 v rostlinach divokého typu, v ptipad€ odhadu poctu kopii pak byly
vysledky normalizovany vuci hypotetické rostliné s jednou kopii T-DNA. Normalizace
vysledku byla provedena pomoci 2 [Delta][Delta]CT metody (Livak a Schmittgen,
2001).

3.1.8 Gelova elektroforéza

Elektroforéza byla provedena pro vizualizace PCR produktu.

Gel pro elektroforézu byl pfipraven nasledujicim zpusobem: do 200 ml kadinky bylo
ptidano 100 ml 1% TAE a 1g agarozy. Smés byla promichana a zahtivana v mikrovinné
troube az do uplného rozpusténi agarézy. Déle bylo do roztoku ptfidano barvivo Midori
Green vpomeéru 7,5 pl na 100 ml. Pak byl roztok prelit do elektroforetické vany

s hiebinkem a ponechan polymerizovat. Po ztuhnuti gelu bylo do prvni jamky kazdého
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fadku pfidano 4 pl hmotnostniho standardu (1 kb Gene Ruleru) a do ostatnich smés
barviva 6x loading dye 1,5 pl a PCR vzorku 6 pl, celkem tedy 7,5 pl. Elektroforeticka
separace PCR produktd byla provedena po dobu 45 minut pfi napéti v 80 V pomoci
zdroje PowerPac™ Basic. Vizualizace vysledki byla provedena pomoci piistroje Gel

Doc™ EZ Imager v softwaru Image labVersion 5.1.

3.1.9 Hydromycinovy test

Test je urCen pro genotypovani rostlin. Princip spociva v tom, ze malé ¢asti lista rostlin
(listové disky, $picky) jsou testovany na odolnost proti antibiotiku hydromycinu,
protoze gen rezistence k nému je selekcnim markerem vektorti série pBract. Do kazdé
jamky 96 jamkové desky bylo pfidano 300 pl roztoku Hydromycinu B a listovy disk
nebo $picka prvniho listu tyden staré rostliny jeCmene. Dale byla desticka omotana
z boku transparentni paskou, aby roztok hydromycin neevaporoval. Vysledky byly

fotograficky dokumentovany za 5-7 dnt inkubace pomoci Xiomi redmi 3.

3.1.10 Experiment evaluace dynamiky vadnuti transgennich rostlin jeCmene
Rostliny byly pé&stovany ve fytotronu pii relativni vlhkosti vzduchu 70% s fotoperiodou
16/8 hodin svétlo/tma pii teplote 15°C/12°C. Rostliny byly vysety do hlubokych
kvétinacl — truhlikd (rozmér 40x30x10 ¢cm) do Sesti fadka po Sesti rostlinach, pficemz
do kazdého tfadku byla vyseta jedna transgennni nebo kontrolni linie. Vzdalenosti mezi
jednotlivymi rostlinami byly tyto: 5,5 cm v fadku a 4,5 cm mezi fadky. Byly pouzity 4
varianty vysevu transgennich a kontrolnich linii je¢mene, kazda ve dvou opakovanich
v ramci kvétinace a zaroven byl kazdy kvétina¢ pripraven ve dvou replikach. Celkem
bylo tedy pouzito osm experimentalnich kvétinaca.

Kombinace linii byly nasledujici:

1) K4IR1 1-1-7-3, K4IR1(WT) 9-3-4-1(1), K4/3 2-2-11 (dvakrat).

2) K4IR1 6-1-4-5, K4/3(WT) 5-1-9(1), K4/3 11-1-2 (dvakrat).

3) K41R1 4-2-4-6, KAIR1(WT) 10-4-2-2, K4/3 10-1Z-3 (dvakrat).

4) K4IR1 1-1-7-3, K4/3 2-2-11, K4IR1 4-2-4-6, K4/3 10-1Z-3, K4IR1 6-1-4-5, K4/3
11-1-2.

Fotograficka dokumentace byla provedena na zafatku pokusu, 17. a 30. den po

poslednim zalévani rostlin pomoci Xiomi redmi 3.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Molekulirni charakterizace transgennich linii je¢mene

V praci je pro oznacovani transgennich linii a jejich potomkt vyuzivan ¢iselny systém.
Prvni ¢islo je Cislem transgenni linie (napf. 1 a 3 jsou dvé nezavislé transgenni linie
Cislo 1 a ¢islo 3), druhé Cislo je Cislem rostliny TO generace (napt. 1-3 a 1-5 jsou dveé
rostliny TO generace ze stejné linie Cislo 1), tfeti Cislo je Cislem rostliny T1 generace
(napf. 1-3-5 a 1-3-8 jsou dva ruzni T1 potomci identické TO rostliny 1-3), Ctvrté Cislo je
Cislem rostliny T2 generace (napt. 1-3-5-4) atd. V nékterych ptipadech je u Cisel rostlin
TO generace uvedeno také pismeno (napt. 1-3N-2 je oznaCenim rostliny T1 generace

Cislo 2, kterd je potomkem rostliny TO generace 1-3N).

4.1.1 Molekuldrni charakterizace T1 generace rostlin s uml¢enym genem HvMPK4
Rostliny T1 generace transgennich linii je¢mene s umléenym genem HvMPK4 byly
genotypovany pomoci PCR na pritomnost T-DNA kazety pro umléeni HvMPK4
(Obr. 4). Pro genotypovani byly pouzity tfi pary primeru cilené na detekci raznych ¢asti
T-DNA kazety (Obr. 4a). Pro jednotlivé pary primera a transgenni rostliny byly ziskany
PCR produkty o ofekéavané velikosti, v n€kterych pfipadech vsak byly detekovany
nekompletni T-DNA inzerce — absence jednoho az dvou PCR produktd pro daného
jedince (Obr. 4b). Celkem bylo genotypovano pomoci PCR se tfemi pary primera 84
rostlin T1 generace deseti nezavislych transgennich linii (Tab. 7). U T1 potomstev TO
rostlin 5-1, 11-2, 12-2 a 13-1 tfech nezavislych linii byla zji§t€na absence T-DNA
inzerci. Matefské TO rostliny téchto potomstev tak mohly byt tzv. ,escapes“-
netransgenni regeneranti odolni vic¢i hygromycinu. Nekompletni T-DNA inzerce (Obr.
4b) byly detekovany u T1 potomstev TO linii 4-2, 6-1, 7-1, 8-1 a 10-4 (Tab. 7). Pouze u
T1 potomstva TO rostliny 8-1 v§ak nebyl identifikovan zadny jedinec s kompletni T-
DNA inzerci (pfitomnost vSech tii PCR produkti). Vybrani potomci TO rostlin 4-2, 6-1,
7-1, 9-3 a 10-4 péti nezavislych linii, ktefi vykéazali ptitomnost kompletnich T-DNA

inzerci, pak byli kultivovani do dalsi generace.

4.1.2 Molekuldrni charakterizace T2 generace rostlin s umléenym genem HvMPK4
V T2 generaci bylo genotypovano potomstvo vybranych T1 rostlin 4-2-4, 6-1-4, 7-1-4,
9-3-4 a 10-4-2 péti nezavislych transgennich linii, které v T1 generaci obsahovaly

kompletni T-DNA inzerce. Zaroveti bylo genotypovano potomstvo T1 rostlin 1-1-7, 1-
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a) hF hR, 817bp UBI K4_IR1, 179 bp K4_IR1  NOS, 151bp

“ —’—-1—4

Hyg Ubi promotor K4_IRas IV2il8 K4_IRa nosT RB

b)

hF/hR
917bp —— 3=

gUBI_F2/
genjK4_IR1
180bp —

genjK4_IR1/
NOS_R3
170bp ——3m

hF/hR
917bp — 3

gUBI_F2/
genjK4_IR1
180bp —— 3

genjK4_IR1/
NOS_R3
170bp —— 3

Obr. 4 Genotypovani T1 generace potomki transgennich linii s uml¢enou expresi HvMPK4
genu. a) Schéma T-DNA kazety pro umléeni HvMPK4 genu. LB a RB — leva a prava hranice T-
DNA, hyg — hvgromycinovy selekéni marker, Ubi promotor- kukufi¢ny ubiquitinovy promotor,
K4 TRas — leva strana DNA vlasenky pro umlceni HvMPK4, K4 TRa — prava strana DNA
vlasenky pro umléeni HYMPK4, nosT — NOS terminator. Sipky oznaduji polohu pard primera
vaci T _DNA, které byly vyuzity po genotypovani transgennich rostlin. Za ozna¢enimi primeru
je uvedena velikost ofekavaného PCR produktu b) Vzorové elektroforeogramy vysledku
genotypovani transgennich rostlin pomoci tfech parii primeri. Sipky oznaduji velikosti PCR
produktii.

1-9, 1-1-10, 2-1-3, 2-1-4, 2-1-5, 3-1-7, 3-1-9 a 3-1-16 tfi nezavislych linii, které nebyly
charakterizovany v T1 generaci (Obr. 5, Tab. 8). V T2 potomstvech rostlin 4-2-4, 6-1-4,
7-1-4, 9-3-4 a 10-4-2 se vyskytly pouze transgenni rostliny s kompletni T-DNA inzerci
— pritomnost vSech tii PCR produktt (Tab. 8), byl tak potvrzen pienos kompletnich T-
DNA inzerci z vybranych T1 rostlin na dalsi generaci. Kompletni T-DNA inzerce byly
nalezeny také v T2 potomstvu TO rostlin 1-1, 2-1 a 3-1, pouze u T2 potomstva T1
rostliny 3-1-7 a 3-1-16 byly detekovany také nekompletni T-DNA inzerty (Tab. 8).

V préci byla také testovana vyuzitelnost metody Multiplex TagMan qPCR pro odhad

genotypu transgennich rostlin, tj. ureni zda se jednd o homozygoty nebo heterozygoty
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Tab. 7 Souhrnné vysledky genotypovani T1 generace potomku transgennich linii jeémene
s umléenym genem HvMPK4.

Rostlina | Celkovy Cetnost PCR markeru Pocet Pocet
TO pocet rostlin rostlin
rostlin se tfemi | divokéh
hF/hR oUBI_F2/ genjK4_IR1/ PCR o typu
genjK4_TR1 NOS_R3 markery
4-2 8 6 7 7 5 0
5-1 16 0 0 0 0 16
6-1 8 6 8 5 3 0
7-1 8 6 5 5 4 0
8-1 6 | 0 4 0 |
9-3 8 7 7 7 6 0
10-4 8 4 5 5 4 3
11-2 6 0 0 0 0 6
12-2 8 0 0 0 0 8
13-1 8 0 0 0 0 8

hF/hR
917bp ——

gUuBI_F2/
genjK4_IR1
180bp

genjK4_IR1/
NOS_R3
170bp ——=

hF/hR
917bp ——=

gUBI_F2/
genjKd4_IR1
180bp ——=

aenjK4_IR1/
NOS_R3
170bp —— 3

hF/hR
917bp —— >

gUBI_F2/
genjKd4_IR1
180bp ——

genjK4_IR1/
NOS_R3
170bp ——

Obr. 5 Genotypovani T2 generace potomku transgennich linii s uml¢enou expresi HVMPK4

genu. Vzorové elektroforeogramy vysledku genotypovani transgennich rostlin pomoci tfech paru

primerti. Sipky oznacuji velikosti PCR produktti.

v T-DNA inzerci. Metoda bohuZzel nemohla byt vyuzita pro presnéjsi odhad poctu kopii
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Tab. 8 Genotypovani rostlin T2 generace transgennich linii je€mene s umléenou HVvMPK4.

Rostlina | Celkovy Pocet markeru Pocet Pocet
pocet rostlin se rostlin
rostlin viemi divokého
hF/hR gUBI_F2/ genjK4 IR1/ | markery typu
genjK4 IR1 NOS R3

1-1-7 6 6 6 6 6 0
1-1-9 3 2 2 2 2 1
1-1-10 3 3 3 3 3 0
2-1-3 6 3 3 3 3 3
2-1-4 3 3 3 3 3 0
2-1-5 3 0 0 0 0 3
3-1-7 3 3 3 0 0 0
3-1-9 3 3 3 3 3 0
3-1-16 3 3 3 0 0 0
4-2-4 23 23 23 23 23 0
6-1-4 13 13 13 13 13 0
7-1-4 21 21 21 21 21 0
9-3-4 26 26 26 26 23 3
10-4-2 6 3 3 3 3 3

inzerované T-DNA, protoze nebyla k dispozici kontrolni rostlina sjednou T-DNA
inzerci v heterozygotni nebo homozygotni sestavé potvrzena Southernovym
blotovanim. Vysledky analyz se li§ily mezi jednotlivymi ,,runy* (desti¢kami). Pro stejné
vzorky se rozdil v diferenci mezi Ct referen¢niho genu p35S a HvCon2 (delta Ct = Ct
p35S - Ct HvCon2) lisil i o nekolik cykli mezi jednotlivymi ,,runy“. Pokud by byla
k dispozici zminéna kontrolni rostlina, bylo by mozné jednotlivé ,runy”“ vuci ni
normalizovat. Pro predikci genotypu vSak metodu bylo mozné vyuzit, protoze
nasobek relativniho mnozstvi T-DNA u potencialnich homozygott viu¢i potencialnim
heterozygotim v ramci potomstva jedné transgenni rostliny ztstaval mezi jednotlivymi
runy piiblizn€ stejny.

Vysledky odhadu genotypu T2 generace transgennich rostlin s umlenou expresi
HvMPK4 jsou uvedeny na Obr. 6. V ramci potomstva T1 rostlin 4-2-4 a 9-3-4 byl
analyzovan velky pocet jedinct (stejni jedinci byli také genotypovani obr. 5), celkem
20, respektive 22 jedincu. Vsech 20 potomku rostliny 4-2-4 je transgennich a obsahuje
priblizne stejné relativni mnozstvi T-DNA, zatimco mezi 22 potomky rostliny 9-3-4
viteépily dve kategorie relativniho mnozstvi T-DNA a také dva negativni jedinci (Obr. 5

a Obr. 6b). U tfi jedinch (9-3-4-2(2), 9-3-4-4(2) a 9-3-4-7) bylo pozorovano mnozstvi
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-DNA u potomka rostliny 4-2-4, zatimco u

ZStvi

T-DNA, které zhruba odpovida mno

-DNA (Obr. 6b). Souhrnné

ZStvi

r

cnl mno

*w

17 jedinch bylo pozorovano pfiblizné polovi

T-DNA inzerci/inzercich,

1V

r
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zatimco rostlina 9-3-4 je heterozygotni v T-DNA inzerci/inzercich. Jedinci 9-3-4-2(2),
9-3-4-4(2) a 9-3-4-7 pak mohou byt homozygoty v T-DNA inzercich. Pokud by
v potomstvu rostliny 9-3-4 segregovalo vice kategorii mnozstvi T-DNA nez dvé, bylo
by mozné predpokladat, ze dochazi k segregaci dvou a vice T-DNA inzerci. To vSak i
pii velkém mnozstvi analyzovanych jedinci nebylo zjisténo. Je tedy mozné, Zze
v potomstvu rostliny 9-3-4 segreguje jedna T-DNA inzerce/ptipadné tandemové T-
DNA inzerce. Obdobné&, pokud by rostlina 4-2-4 byla heterozygotni, dochazelo by u
jejiho potomstva k segregaci minimaln€¢ dvou kategorii mnozstvi T-DNA. Za
homozygotni Ize na zéklad¢€ analyzy potomstva oznacit také rostlinu 7-1-4 (Obr. 6a) a
pravdépodobné také 6-1-4 (Obr 6¢). U potomstva rostlin 1-1, 2-1, 3-1 a 10-4 byl
analyzovan maly pocet jedinct pro spolehlivou realizaci odhadu genotypu rodi¢a v T2
generaci.

Vysledky dosazené pomoci Multiplex TagMan qPCR byly potvrzeny analyzou T3
potomstva vybranych jedincd T2 generace pomoci in vitro testu hygromycinové
rezistence (Tab. 9). Ovéfeni spolehlivosti této rychlé a jednoduché metody pro detekci
transgennich rostlin s hygromycinovym selekénim markerem je uvedeno v Casti 4.2.2.
Naptiklad vSech 112 analyzovanych T3 potomka T2 rostliny 4-2-4-6 je rezistentnich
vaci hygromycinu, coz potvrzuje predikci vSech T2 potomkad T1 rostliny 4-2-4 jako
homozygotnich v T-DNA inzerci pomoci Multiplex TagMan qPCR (Tab. 9, Obr. 6b).
Obdobné potomstvo rostliny 6-1-4-5 (105 analyzovanych jedincl) a 1-1-7-3 (81
analyzovanych jedinci) je kompletné odolné vici hygromycinu. Tyto rostliny jsou tedy

i v souladu s predikci genotypu homozygotni (Tab. 9, Obr. 6a, ¢)

Tab. 9 Genotypovani rostlin T3 generace transgennich linii jeCmene s umléenou expresi
HvMPK4 pomoci hydromycinového testu.

Rostlina | Celkovy pocet Pocet rostlin s vyskytem Pocet rostlin
analyzovanych hygromycinové rezistence divokého
potomku typu
1-1-7-2 12 12 0
1-1-7-3 81 81 0
2-1-3-1 35 35 0
3-1-9-3 22 21 1
4-2-4-6 112 112 0
6-1-4-5 105 105 0
9-3-4-8 12 12 0
9-3-4- 12 12 0
11(1)
10-4-2-3 8 7 1
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U vybranych transgennich potomka T1 rostlin 1-1-7, 4-2-4, 6-1-4, 7-3-4 a 9-3-4 péti
nezavislych linii bylo stanoveno relativni mnozstvi mRNA HvMPK4 pomoci
kvantitativni fetézové polymerazové reakce s reverzni transkripci (RT-qPCR) (Obr. 7).
Pro analyzu byla vyuzity listova baze 2. listu 14 dni starych kli¢nich rostlin je¢mene.
S vysledku je patrné, zZe relativni mnozstvi mRNA HvMPK4 se lisilo, pravdépodobné
v disledku pozi¢niho efektu a/nebo mnozstvi T-DNA inzerci, mezi jednotlivymi
transgennimi liniemi. Ve srovndni s kontrolnimi wt rostlinami méli potomei linie 7
zhruba 80% relativniho mnozstvi mRNA HvMPK4, potomci linie 9 ptiblizn€ 50%,
potomci linii 4 a 6 pfiblizn€ 25% a potomci linie 1 pfiblizné 18% (Obr. 7). Obdobné
byla provedena stanoveni relativniho mnozstvi mRNA HvMPK4 v T3 generaci pomoci
RT-qPCR (Obr. 8). Pro analyzu byly pouzity listové baze prvnich listd 9 dni starych

rostlin. Potomci linii 4 a 6 méli v tomto pripad€ cca 12% relativniho mnozstvi mRNA
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Obr. 7 Relativni mnozstvi HYMPK4 v rostlinach T2 generace transgennich linii s umléenym
genem HVMPK4.
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Obr. 8 Relativni mnozstvi mRNA HvMPK4 v rostlinach T2 generace transgennich linii s
umléenym genem HvMPK4.
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HvMPK4 ve srovnani s kontrolnimi wt rostlinami a potomci linie 1 cca 6%. U
potomstva dosud necharakterizovanych linii 2 a 10 byla hladina mRNA HvMPK4
stanovena na cca 12% relativniho mnozstvi u kontrolnich wt rostlin. Je mozné, ze rozdil
v relativnim mnozstvi mRNA HvMPK4 u stejnych linii (1, 4 a 6) analyzovanych v T2 a
T3 genraci je zptusoben rozdilnym rostlinnym materialem pouzitym pro analyzy (Obr. 7

a8).

4.2.1 Molekulirni charakterizace T1 generace rostlin s nadprodukci HvMPK4
genu

Rostliny T1 generace transgennich linii je€mene s nadprodukci genu HvMPK4 byly
genotypovany pomoci PCR na pfitomnost T-DNA kazety pro nadprodukci HvMPK4
(Obr. 9). Pro genotypovani byly pouzity dva pary primert cilené na detekci raznych
casti T-DNA kazety (Obr. 9a). HvMPK4 transgen byl ptipraven jako synteticky gen,
jehoz sekvence odpovidd cDNA nativniho HvMPK4 genu. Pro detekci transgenu
HvMPK4 jsou vyuzivany primery K4F1/K4R1, které jsou komplementarni k oblastem
lemujicim prvni intron wt HvMPK4 genu. V piipad€ pfitomnosti transgenu HvMPK4
poskytuji tyto primery PCR produkt o velikosti 291 bp (absence prvniho wt intronu)
(Obr. 9a). Pro nativni genomickou sekvenci HvMPK+4 genu pak poskytuji PCR produkt
o velikosti 365 bp (pfitomnost prvniho wt intronu). Pro transgenni rostliny je tak
charakteristicka pfitomnost obou PCR produktt o velikosti 291 bp (transgen) a 365 bp
(wt gen), zatimco pro wt rostliny (pouze wt gen) je charakteristicka pfitomnost
vyhradn€ 365 bp produktu (Obr. 9b). Pro jednotlivé pary primert a transgenni rostliny
byly ziskany PCR produkty o oCekdvané velikosti a nebyly detekovany nekompletni T-
DNA inzerce (Obr. 9b). Celkem bylo genotypovano pomoci PCR se dvéma pary
primera 66 rostlin T1 generace deviti nezavislych transgennich linii (Tab. 10). U
analyzovanych potomstev v§ech deviti nezavislych linii byly detekovany kompletni T-
DNA inzerce. V dal§i fazi analyz byl proveden odhad genotypu transgennich rostlin
pomoci Multiplex TagMan qPCR (Obr. 10). Pokud je na jednom platu analyzovéano
vetsi mnozstvi transgennich linii je mozné orientacné porovnat relativni mnozstvi T-
DNA v t&chto liniich (Obr. 10 a). Z vysledku je patrné, ze nejmensi mnozstvi T-DNA
bylo obsazeno v T1 potomstvu TO rostliny 5-1. Zhruba trojnasobné mnozstvi T-DNA
bylo obsazeno v T1 potomstvu TO rostlin 1-5, 2-1F a 3-1N tfi nezavislych linii. U
potomstva téchto rostlin se také vyskytla pouze jedna kategorie mnozstvi T-DNA, bylo

vSak analyzovano jen men$i mnozstvi jedinci. V T1 potomstvu TO rostlin 1-2 a 2-2
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Obr. 9 Genotypovani T1 generace potomki transgennich linii s nadexpresi HvA/PK4 genu. a) Schéma T-
DNA kazety pro nadexpresi AvA/PK4 genu. LB a RB - leva a pravd hranice T-DNA, hyg -
hygromycinovy selekéni marker, Ubi promotor- kukufi¢ny ubiquitinovy promotor, K4over — synteticky
transgen cDNA HvMPK4, nosT — NOS termindtor. Sipky oznatuji polohu parti primert viiéi T _DNA,
které byly vyuZity po genotypovani transgennich rostlin. Za oznaCenimi primeri je uvedena velikost
o¢ekavaného PCR produktu. b) Vzorové elektroforcogramy vysledkii genotypovani transgennich rostlin
pomoci dvou pari primeri. Sipky oznacuji velikosti PCR produkti.

Tab. 10 Souhrnné vysledky genotypovani rostlin T1 generace transgennich linii jeCmene s
nadexpresi HYMPKA.

Rostlina Celkovy Pocet markeru Pocet Pocet
pocet rostlin se rostlin
rostlin viemi divokého

hF/hR K4F1/K4R1 markery typu
1-2 8 7 7 7 1
1-5 4 3 3 3 1
2-1F 4 3 3 3 1
2-2 10 10 10 10 0
3-1N 4 3 3 3 1
4-1N 4 3 3 3 1
5-1 16 11 11 11 5
6-1F 4 4 4 4 0
9-2 4 4 4 4 0
10-1Z 4 3 3 3 1
11-1 4 3 3 3 1

bylo obsazeno nejvétsi mnozstvi T-DNA — az 16 x vice nez u jedincl potomstva
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Obr. 10 Odhad genotypu transgennich rostlin je¢mene T1 generace s nadexpresi HvMPK4 genu.
a) Originalni data byly bohuZel smazany pied spracovanim a uveden je softwarovy vystup .

rostliny 5-1. Dochazelo zde také k segregaci riznych kategorii mnozstvi T-DNA (az 5
kategorii v pfipade€ potomstva TO rostliny 1-2). Zajimavé je, Ze potomstva sesterskych
TO rostlin (razné rostliny odebrané z identického kalusu) 1-2 a 1-5, 2-1F a 2-2 se lisily
v relativnim mnozstvi T-DNA, coz znamend, ze tyto sesterské rostliny pravdépodobné
pochazely znezavislych transformaénich udalosti a predstavovaly tak nezavislé
transgenni linie. U T1 potomstev TO rostlin 4-1N, 6-1, 9-2, 10-1Z a 11-1 byl analyzovan
jen maly pocet jedincu a bylo tak obtizna odhadnout charakter segregace T-DNA (Obr.
10 b). Obecné Ize shrnout, ze naprosta vetsina jedenacti analyzovanych nezéavislych linii
s nadprodukci HvMPK4 pravdépodobné obsahuje nekolik T-DNA inzerci a nebyly,
snad krom¢ linie 5, identifikovany transgenni line s jednokopiovymi T-DNA inzercemi.

U vybranych transgennich potomka T1 rostlin 1-2, 2-1F, 2-2, 2-3, 3-1N, 4-1, 5-1, 9-2,
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10-1Z a 11-1 osmi nezévislych linii bylo stanoveno relativni mnozstvi mRNA HvMPK4
pomoci RT-qPCR (Obr. 11). Pro analyzu byla vyuzita listova baze 1. listu 7 dni starych
kli¢nich rostlin je¢mene. Ve srovnani s kontrolnimi wt rostlinami obsahovali potomci

transgennich linii zhruba 4x az 10 x vice mRNA HvMPK4.

4.2.2 Molekulirni charakterizace T2 generace rostlin s nadprodukci HvMPK4
genu

V préci byla verifikovéana spolehlivost metody in vitro testu hygromycinové rezistence
pro genotypovani transgennich rostlin je¢mene s modifikovanou expresi HvMPK4
(Obr. 12). Celkem byla verifikovana spolehlivost metody pro 16 rostlin T2 generace
potomstva Ctyf nezavislych linii s nadexpresi HvMPK4 a dvé kontrolni rostliny
(Obr. 12a). Stejné rostliny byly pro ovéfeni spolehlivosti metody genotypovany pomoci
primerd pro detekci hygromycinového genu a transgenu HvMPK4 (Obr. 12b). Byla
pozorovana 100% korelace vysledki obou metod. Listové disky zrostlin, které na
zaklad€¢ genotypovani pomoci PCR obsahovaly T-DNA kazetu pro nadprodukci
HvMPK4, byly rezistentni vi¢i hygromcinu a po 7 dnech inkubace na roztoku
hygromycinu mély Zzlutozelenou az Zzlutou barvu, piipadne€ Castecn€ nekrotizovaly.
Listové disky zrostlin s absenci T-DNA kazety pak byly pusobenim hygromycinu
vybéleny. Metoda je rychla a pracovné nenaro¢na a umoznuje genotypovani velkého

poctu vzorkd.

12

10

Relativnmimnozstvi mRNA HviiPK4

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

Oznaceni analyzovanych rostlin

Obr. 11 Relativni mnozstvi mRNA HvMPK4 v rostlinaich T1 generace transgennich linii s
nadprodukei genu HVMPKA.
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Obr. 12 Genotypovani rostlin T2 generace transgennich linii jeémene s nadexpresi HvMPK4
pomoci a) in vitro hydromycinového testu a b) PCR s primery hF/Hr a s primery K4F1/K4R1.

Metodu in vitro testu hygromycinové rezistence pak byla vyuzita pro genotypovani
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T2 potomstva vybranych jedinch T1 generace scilem verifikace predikce jejich
genotypu pomoci Multiplex Taqg Man qPCR (Obr. 10, Tab. 11). Na homozygotni
genotyp bylo na zakladé predikce poctu kopii naptiklad mozné usuzovat u jedinct 6-1-
4, 10-1Z-3 a 11-1-2, kteti obsahovali pfiblizn¢ dvojnasobné mnozstvi T-DNA nez jejich
sesterské rostliny 6-1-2, 10-1Z-2 a 11-1-2 (Obr. 10b). VSichni T2 potomci jedincii 6-1-
4, 10-1Z-3 a 11-1-2 byli rezistentni vi¢i hygromycinu, zatimco v§ichni potomci jedinct
6-1-2, 10-1Z-2 a 11-1-2 vystepili v poméru rezistentni ku nachylnym, ktery se blizil
mendelistickému stépnému poméeru 3:1 (Tab. 11). Predikce genotypu tak u téchto
jedinct korelovala se segregaci hygromycinové rezistence v potomstvu. Predikovani
homozygoté méli v souladu sofekavanim vSechny potomky rezistentni vuci
hygromycinu, zatimco potomci jejich sesterskych rostlin, ktefi byli predikovani jako
heterozygoté segregovali v rezistenci vi¢i hygromycinu.

U T2 potomstev T1 rostlin 1-5-1, 2-1F-3, 2-2-11, 3-1N-4, 4-1N-2 a 5-1-1 (2) doslo
k vystépeni nachylnych a rezistentnich rostlin (Tab. 11). Tyto T1 rostliny byly pro
analyzy vybrany, protoze obsahovaly nejméne¢ T-DNA v ramci dané linie s velkym
poctem T-DNA inzerci (2-2-11) a existovala tak Sance, ze budou do dalsi generace
prenédset pouze jednu ¢i malo kopii T-DNA, dale pak protoze existovala v ramci dané
transgenni linie pouze jedna kategorie mnozstvi T-DNA (1-5-1, 2-1F-3 a 3-1N-4) a
ndhodné s cilem potvrzeni predikovaného genotypu (4-1N-2 a 5-1-1 (2)) (Obr. 10).

Dil¢im cilem prace pak bylo identifikovat u T2 potomstva téchto T1 rostlin

Tab. 11 Genotypovani rostlin T2 generace transgennich linii jeCmene s nadexpresi HVYMPK4
pomoci hydromycinového testu.

Rostlina Celkovy Pocet rostlin s vyskytem Pocet rostlin
pocet rostlin hygromycinové rezistence divokého
typu
1-2-7 12 12 0
1-5-1 55 41 14
2-1F-3 20 8 12
2-2-11 46 41 5
3-1N-4 62 49 13
4-1N-2 58 42 16
5-1-1(2) 132 97 35
6-1-2 19 15 4
6-1-4 20 20 0
10-1Z-2 45 38 7
10-1Z-3 30 30 0
11-1-1 46 32 14
11-1-2 68 68 0
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Relativni mnoZstvi T-DNA
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Relativni mnoZstviT-DNA
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Obr. 13 a) Genotypovani rostlin T2 generace transgennich linii jeCmene s nadexpresi HvMPK4
pomoci hydromycinového testu. b) Odhad genotypu transgennich rostlin je¢mene T2 generace
s nadexpresi HvMPK4 genu.

homozygotni genotypy pomoci Multiplex TagMan qPCR a ziskat tak homozygotni
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genotypy z dalSich Sesti nezavislych linii (Obr. 13). Na obrazku 13 a jsou pro ndzornost
uvedeny vysledky in vitro testu hygromycinové rezistence pro vybrané jedince
potomstva rostlin 2-2-11, 3-1N-4, 1-5-1, 2-1F-3 a 4-1N-2. Vysledky hygromycinového
testu 100% koreluji s pritomnosti T-DNA zjisténé u téchto rostlin pomoci Multiplex
TagMan qPCR (Obr. 13 bl, bll a bIll). Vyjma potomkl linie 2-1F-3, doslo u vSech
potomstev k vystépeni dvou kategorii mnozstvi T-DNA, jejichz pomér se v ramci T-
DNA pozitivnich jedinci blizil k mendelistickému §tépnému poméru 1 (dominantni
homozygoté) ku 2 (heterozygoté), pfiCemz jedinci se zdkladnim mnozstvim T-DNA
(heterozygoté) byli pocetnéjsi nez homozygoté (priblizn€¢ dvojnasobné mnozstvi T-
DNA) (Obr. 13 bl, bll a blIll). Jedince s dvojnasobnym mnozstvim T-DNA je tak mozné
povazovat za homozygoty, je tfeba vSak mit na zfeteli skuteCnost, ze v porovnani
s potomstvem rostliny 5-1-1 (2) méli potomci rostlin 1-5-1 a 4-1N-2 zhruba 4 x vétsi
relativni mnozstvi T-DNA (Obr.13 blll). To mize znamenat, ze obsahuji tandemove
inzerované kopie T-DNA, které, v dusledku absence crossing-overu, segreguji
mendelisticky.

U vybranych transgennich potomkd T2 generace rostlin osmi nezavislych
transgennich linii s nadexpresi HvMPK4 bylo stanoveno relativni mnozstvi mRNA
HvMPK4 pomoci RT-qPCR (Obr. 14). Pro analyzu byla vyuzity listova baze 2. listu 30
dni starych kli¢nich rostlin je¢mene. Ve srovnani s kontrolnimi wt rostlinami obsahovali
potomci transgennich linii zhruba 4x az 10 x vice mRNA HvMPKA.

12

10

11-1-2-3 I, |
11-1-2-4 |

Relativnmi mnoZstvi mRNA HvIVIPK4
o ] +a [=a] o]
1-5-1-2
1-5-1-8
2-2-11-2
2-2-11-6 R
3-1N-4-6 IR
3-1N-4-8 N
4-1N-2-5
4-1N-2-7 |
5.1-1(2)-2 |
5-1-1(2)-4 |
5-1-9(1)-3wt
5-1-9(1)-6wt [N
5-1-9(1)-7wt
5-1-9(1)-8wt [
9-22-1
9-22-5
10-1Z-3-8 I
10-12-3-810 I

Oznacdeni analyzovanych rostlin

Obr. 14 Relativni exprese HYMPK4 v transgennich rostlinach T2 generace s nadexpxresi genu
HvMPKA.
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4.2, Sledovani dynamiky vadnuti transgennich rostlin je¢mene s modifikovanou
expresi HYMPK4 v podminkach pusobeni sucha

Na zakladé vysledkt genotypovani, odhadu genotypu a stanoveni relativniho mnozstvi
mRNA HvMPK+4 byly pro vlastni experimenty vybrany T3 semena homozygotnich
matefskych rostlin T2 generace s umlcenou expresi HvMPK4 genu 1-1-7-3, 4-2-4-6 a
6-1-4-5 tii nezavislych linii. Relativni mnozstvi mRNA HvMPK4 bylo u téchto
matetskych rostlin minimaln¢ ¢tyfikrat nizsi nez u kontrolnich rostlin (Obr. 8). Dale pak
T2 semena homozygotnich (10-1Z-3 a 11-1-2) a heterozygotnich matetskych rostlin
(2-2-11) T1 generace s nadprodukci HvMPK4 genu tii nezavislych linii a také semena
negativnich sesterskych rostlin transgennich linii — negativni kontroly. Relativni
mnozstvi mRNA HvMPK4 bylo u nadprodukénich matetskych rostlin minimalné
Ctyfikrat az osmkrat vyssi nez u kontrolnich rostlin (Obr. 14). V ramci experimentu bylo
vyseto celkem 8 truhlika (Obr. 15). V ramci kazdého truhliku byli potomci jednotlivych
rostlin vyseti do jednotlivych fadkt a radky, celkem Sest, se v kvétinacich stiidaly podle
schématu (RNAI linie, negativni kontrola, nadproduk¢ni linie) x 2 (Obr. 15 a, b, ¢).
Vyjimku tvofila kombinace vSech transgennich linii v jednom kvétinaci (Obr. 15 d).
Kazda kombinace linii byla péstovana ve dvou replikatech (dvou kvétina¢ich). Pred
zahjenim experimentu byly vSechny pokusné rostliny genotypovany pomoci in vifro
testu hygromycinové rezistence pro ovefeni ocekdvané pritomnosti (transgenni
rostliny)/ absence (kontrolni rostliny) T-DNA (vysledky nejsou prezentovany)

Prvni znamky vadnuti byly u rostlin zaznamenany 12 dni od okamziku kdy bylo
ukonceno zavlazovani rostlin (data nejsou prezentovana). Po 17 dnech od ukonceni
zalévani mely rostliny zvadlé vSechny listy a po tficeti dnech jiz rostliny zloutly a
usychaly (Obr 15). V prubéhu experimentu, ktery byl kontrolovan kazdy den od
pocatku vadnuti prvnich listd, v§ak nebyly pozorvany zadné rozdily v dynamice vadnuti

transgennich a kontrolnich rostlin.
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Obr. 15 a) Potomstvo T2 rostliny 6-1-4-5 linie K4IR1, potomstvo T1 negativni sesterské rostliny
5-1-9(1) linie K4/3(WT) a potomstvo T1 rostlinyl1-1-2 linie K4/3 (dvakrat), prvni a druhy
kvétinac. Fotografovano 1. Den, 17. den a 30. den po ukonceni zalévani. b) Potomstvo T2
rostliny 4-2-4-6 linic K4IR1, potomstvo T2 negativni sesterské rostliny 10-4-2-2 linie K4IR1
(wt) a potomstvo T1 rostliny 10-1Z-3 linie K4/3 (dvakrat), prvni a druhy kvétinac.
Fotografovano 1. Den, 17. den a 30. den po ukonceni zalévani. ¢) Potomstvo T2 rostliny 1-1-7-3
liniec K4IR1, potomstvo T2 negativni sesterské rostliny 9-3-4-1 (1) linie K4IR1 (wt) a potomstvo
T1 rostliny 2-2-11 linie K4/3 (dvakrat), prvni a druhy kvétinaé. Fotografovano 1. Den, 17. den a
30. den po ukonceni zalévani. d) kombinace potomstev vSech tranasgennich rosltin v jednom
kétinaci (dvakrat).

50



13 o /

K4IR1
4-2-4-6

Sl SeE e 5P = N
K4IR1 JK4RIWT)| K4/3 K4IR1 RKIRIWT)@ K4/3 TR
4-2-4-6 | 10422 |10-1Z2-3) 4-2-4-6 | 10-4-2-2 §10-1Z-3|

Obr. 15 a) Potomstvo T2 rostliny 6-1-4-5 linie K4IR1, potomstvo T1 negativni sesterské rostliny
5-1-9(1) linie K4/3(WT) a potomstvo T1 rostlinyl1-1-2 linie K4/3 (dvakrat), prvni a druhy
kvétinac. Fotografovano 1. Den, 17. den a 30. den po ukonceni zalévani. b) Potomstvo T2
rostliny 4-2-4-6 linie K4IR1, potomstvo T2 negativni sesterské rostliny 10-4-2-2 linie K4IR1
(wt) a potomstvo T1 rostliny 10-1Z-3 linie K4/3 (dvakrat), prvni a druhy kvétinac.
Fotografovano 1. Den, 17. den a 30. den po ukonceni zalévani. ¢) Potomstvo T2 rostliny 1-1-7-3
liniec K4IR1, potomstvo T2 negativni sesterské rostliny 9-3-4-1 (1) linie K4IR1 (wt) a potomstvo
T1 rostliny 2-2-11 linie K4/3 (dvakrat), prvni a druhy kvétinaé. Fotografovano 1. Den, 17. den a
30. den po ukonceni zalévani. d) kombinace potomstev vSech tranasgennich rosltin v jednom
kétinaci (dvakrat) (pokracovdni).
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Obr. 15 a) Potomstvo T2 rostliny 6-1-4-5 linie K4IR1, potomstvo T1 negativni sesterské rostliny
5-1-9(1) linie K4/3(WT) a potomstvo T1 rostlinyl1-1-2 linie K4/3 (dvakrat), prvni a druhy
kvétinac. Fotografovano 1. Den, 17. den a 30. den po ukonceni zalévani. b) Potomstvo T2
rostliny 4-2-4-6 linie K4IR1, potomstvo T2 negativni sesterské rostliny 10-4-2-2 linie K4IR1
(wt) a potomstvo T1 rostliny 10-1Z-3 linie K4/3 (dvakrat), prvni a druhy kvétinac.
Fotografovano 1. Den, 17. den a 30. den po ukonceni zalévani. ¢) Potomstvo T2 rostliny 1-1-7-3
liniec K4IR1, potomstvo T2 negativni sesterské rostliny 9-3-4-1 (1) linie K4IR1 (wt) a potomstvo
T1 rostliny 2-2-11 linie K4/3 (dvakrat), prvni a druhy kvétinaé. Fotografovano 1. Den, 17. den a
30. den po ukonceni zalévani. d) kombinace potomstev vSech tranasgennich rosltin v jednom
kétinaci (dvakrat) (pokracovdni).
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Obr. 15 a) Potomstvo T2 rostliny 6-1-4-5 linie K4IR1, potomstvo T1 negativni sesterské rostliny
5-1-9(1) linie K4/3(WT) a potomstvo T1 rostlinyl1-1-2 linie K4/3 (dvakrat), prvni a druhy
kvétinac. Fotografovano 1. Den, 17. den a 30. den po ukonceni zalévani. b) Potomstvo T2
rostliny 4-2-4-6 linie K4IR1, potomstvo T2 negativni sesterské rostliny 10-4-2-2 linie K4IR1
(wt) a potomstvo T1 rostliny 10-1Z-3 linie K4/3 (dvakrat), prvni a druhy kvétinac.
Fotografovano 1. Den, 17. den a 30. den po ukonceni zalévani. ¢) Potomstvo T2 rostliny 1-1-7-3
liniec K4IR1, potomstvo T2 negativni sesterské rostliny 9-3-4-1 (1) linie K4IR1 (wt) a potomstvo
T1 rostliny 2-2-11 linie K4/3 (dvakrat), prvni a druhy kvétinaé. Fotografovano 1. Den, 17. den a
30. den po ukonceni zalévani. d) kombinace potomstev vSech tranasgennich rosltin v jednom
kétinaci (dvakrat) (pokracovdni).
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5 ZAVER

1) Byly identifikovany transgenni linie jemene s kompletnimi T-DNA kazetami pro
umléeni HvMPK4 genu. Vybrané rostliny s kompletnimi T-DNA inzercemi z celkem
osmi nezavislych transgennich linii byly kultivovany do T3 generace a u vybranych
jedinci T3 generacepéti nezavislych linii bylo determinovano relativni mnozstvi
mRNAHvMPKA4, které bylo minimalné Ctytikrat nizsi nez u kontrolnich rostlin. Pomoci
MultiplexTagManqPCR metody byli identifikovani jedinci homozygotni v T-DNA
inzerci/inzerci a spolehlivost predikce homozygotnich genotypti byla potvrzena
nezavislou metodou — in vifro testem hygromycinové rezistence.

2) Byly identifikovany transgenni linie jemene s kompletnimi T-DNA kazetami pro
nadexpresiHvMPK4 genu. Vybrané rostliny s kompletnimi T-DNA inzercemi z celkem
jedenacti nezavislych transgennich linii byly kultivovany do T2 generace a u vybranych
jedinci T2 generace osmi nezavislych linii bylo determinovano relativni mnozstvi
mRNAHvMPKA4, které bylo Ctytikrat az osmkrat vyssi nez u kontrolnich rostlin. Pomoci
MultiplexTagManqPCR metody byli identifikovani jedinci homozygotni v T-DNA
inzerci/inzerci a spolehlivost predikce homozygotnich genotypti byla potvrzena
nezavislou metodou — in vifro testem hygromycinové rezistence.

3) Byla analyzovana dynamika vadnuti potomstva kontrolnich, vybranych
homozygotnich transgennich rostlin suml¢enym genem HVMPK4 a vybranych
homozygotnich a heterozygotnich transgennich rostlin s nadprodukci HvMPK4. Po 17
dnech od ukonceni zalévani pokusnych truhlikt byly zvadlé vSechny listy u 46 starych
rostlin, po 30 dnech pak rostliny zloutly a usychaly. Nebyly vSak pozorovany zadné

rozdily v dynamice vadnuti transgennich a kontrolnich rostlin.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABA - kyselina abscisova

BCP - 1-bromo-3-chloropropan

CaMV - terminator viru kveétakové mozaiky
CTAB - cetyltrimetylamoniumbromid

ddH,O - dvakréat destilovana voda

DNA - deoxyribonukleova kyselina

dNTPs - deoxynukleotidovy mix

EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova

F- ptedni primer

Hyg - hygromicinovy gen - marker pro fyziologickou selekci transgennich rostlin
JA - kyselin jasmonova

LB — levé hranice T-DNA

MAPK - mitogenem-aktivované protein kinasa
MBP - myelinovy bazicky protein

NOS - nopalinsyntasovy terminator

PCR — polymerazova fetézova reakce

gRT-PCR - kvantitativni polymerazové fetézové reakce
R - zadni primer

RB — prava hranice T-DNA

RNA - ribonukleova kyselina

SA - kyselina salicylova

SIMK - protein kinasa aktivovana solnym stresem
TAE - TRIS-acetatovy pufr

TF - transkrip&ni faktor

TRIS - tris(hydroxymethyl)aminomethan

Ubi - kukufi¢ny ubikvitinovy promotor

WIPK - protein kinasa aktivovand poranénim

WT - rostlina divokého typu
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