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Cile prace

Vypracovani literarni reSerSe na téma metody umlceni genové exprese, metody
editovani genomu, cytokininy, percepce cytokininového signalu, cytokininové
receptory a receptor HYHKS3.

Navrzeni strategie pro umlceni HVYHKS.

Ptiprava binarniho vektoru pro uml¢eni HYHK3 metodou RNAI.

Transformace agrobakteria Agrobacterium tumefaciens pfipravenym binarnim
vektorem.

Transformace jecmene Hordeum vulgare pomoci agrobakteria: izolace a
transformace embryi jeCmene, selekce transgennich kalust, regenerace transgennich
rostlin.

Ovéfeni transgennich linii je¢mene sumléenym genem pro HVHKS3: ovéfeni
transgennich rostlin pomoci PCR, stanoveni ploidie.

Stanoveni fenotypu transgennich rostlin, stanoveni miry exprese HVHK3 pomoci

real-time gPCR.



1 UVOD

Diky Projektu lidského genomu (Lander et al., 2001) byl rozlustén geneticky kod
Cloveéka a pred veédci lezela jesté¢ vétsi vyzva v podobé urCeni funkce desitek tisic
neznamych gend (Birney et al., 2007), jejichz znalost by mohla pomoci pii 1é¢bé
riznych onemocnéni. V jiné oblasti vyzkumu se védci zabyvali problémem, jak by bylo
mozné geneticky modifikovat kulturni plodiny, aby mély vétsi vynosy a byly odolné&;jsi
VvV ménicim se prostiedi. S timto cilem se zaCaly sekvencovat také genomy rostlin a
ur¢ovat funkce jejich neznamych genti. Diky témto dvéma vyzkumnym oblastem se
zacCaly prudce vyvijet metody pro genetické modifikace organismt.

Stanovenim funkce neznamych genl se zabyva reverzni genetika, kterd vyuziva
fadu metod, jimiz lze ovlivnit normalni expresi genu a nasledné pozorovat zménu
fenotypu. Nejstar§i vyuzivana metoda homologni rekombinace se dnes vyuziva
omezen¢ pro svou neefektivnost, mozny mutagenni efekt, nahodnou integraci a zejména
casovou narocnost vyzkumu. Dal§i piistup umoziujici umlceni genu s vyuZzitim
interference RNA je dodnes hojné pouzivand metoda, nicméné pii této metodé nemusi
dochazet ke stoprocentnimu umlceni genu, takze vysledny fenotyp nemusi plné
vypovidat o funkci genu. Jsou proto vyvijeny novéjsi a efektivn€j$i metody editovani
genomu, napiiklad ZFNs (zinc-finger nucleases, nukleasy s motivem zinkovych prsti),
TALENs (transcription activator-like effector nucleases, nukleasy na bazi
transkripcniho efektoru podobného aktivatoru) nebo CRISPR/Cas9 systém (clustered
regularly interspaced short palindromic repeats with associated protein 9, systém klastra
pravidelné rozmisténych kratkych repetic s asociovanym proteinem 9), které vyuzivaji
kombinaci DNA-vazebné domény specifické pro pozadovanou sekvenci a Stépici
domény vytvarejici dvoufetézcové zlomy DNA s naslednou indukci pfirozenych
opravnych mechanismtit DNA, coz umoziiuje Uplné vyrazeni genu z funkce.

Rostlinné hormony cytokininy jsou esencialni pro vyvoj rostliny. Podili se na celé
rad¢ klic¢ovych procesii u rostlin, mezi néz se fadi i odpovéd’ na bioticky nebo abioticky
stres. Transgenni rostliny je¢mene (Hordeum vulgare) nadexprimujici cytokinin
dehydrogenasu 1 pod kofenové specifickym promotorem pS-glukosidasy se projevily
fenotypem tolerantnéjS$im vuéi suchu (PospiSilova et al., 2016). Analyza transkriptomu
nasledné ukazala sniZzenou expresi genu HVHK3 koédujiciho cytokininovy receptor

(Vojta et al., 2016). Vznikl tak zajem zjistit, jaky fenotyp by mély transgenni rostliny



jemene s cilené umléenym genem HVHKS3, ¢ehoz se da docilit s vyuzitim metod RNA
umlcovani nebo editace genomu.

V poslednich letech se vnasem podnebném pasmu potykdme se zménami
klimatickych podminek, jejichz projevem jsou v letnich mésicich zvySené teploty
sahajici k extrémim a delSi a cast¢jSi obdobi sucha. U kulturnich plodin, kterym
takovéto podminky nevyhovuji, dochazi ¢asto ke ztratdm na vynosech. Proto se vyzkum
zamg¢fil na pripravu transgennich rostlin, které by viici extrémnéjSim podminkam byly
odolngjsi. Do takového vyzkumu lze zahrnout i pfipravu transgenniho je¢mene, ktery by
byl odolnéjsi vici stresu suchem.

Pro pfipravu mutantni rostliny jecmene s umlc¢enym cytokininovym receptorem
HvHK3 byla zvolena metoda RNA interference s vyuzitim RNA vlasenky hpRNA
(hairpin RNA). K tomuto ucelu bylo nutné pfipravit binarni vektor nesouci umlcovaci
kazetu, ktera v transgennim jeémeni utvoii vlasenku a iniciuje mechanismus RNA
umlceni. O¢ekavany fenotyp mutanta hvhk3 by mél vykazovat zvysenou toleranci vici
stresu suchem, stejn¢ jako v pfipadé mutanti Arabidopsis thaliana s nefunkénim genem
ahk3 nebo ahk2 (Tran et al., 2007). Tato prace by tak mohla stat na pocatku vyvoje
transgennich linii je¢mene, u kterych by nedochazelo ke ztratam na vynosech vlivem

nedostatku vody.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Metody umlceni genové exprese

S rozvojem metod pro genetické modifikace rostlin na konci minulého stoleti vznikl
zajem zjistit, pro¢ se mnohé transgenni rostliny po vlozeni transgenu nechovaji podle
ocekavani. Bylo zjisténo, ze aktivita genu neni ddna pouze silnym promotorem fidicim
transkripci, ale také epigenetickymi mechanismy, které ovliviiuji expresi a mohou
zablokovat transkripci nebo akumulaci mRNA (messenger RNA), coz vede naopak
K umlceni genu (Stam et al, 1997).

Vyznamnym prilomem pii zkoumani umlceni genové exprese byl experiment s
transgennim tabakem, u kterého dosSlo k vzajemné interakci dvou homolognich
promotort, coz vedlo k methylaci DNA a tim k umlc¢eni genu (Matzke et al., 1989).
Tento fenomén byl pojmenovan jako umlceni genii zavislé na homologii (HDGS,
homology-dependent gene silencing). HDGS se da rozd¢lit na dva zakladni typy podle
toho, na jaké urovni expresi genu ovlivituje. Prvni typ se nazyva transkripéni genové
umlcovani (TGS, transcription gene silencing) a je spojeno s uml¢ovanim na urovni
transkripce methylaci promotoru a remodelaci chromatinu. Druhy typ nazyvany
post-transkripéni genové umlcovani (PTGS, post-transcription gene silencing) je spojen
s degradaci mMRNA (Jauvion et al., 2012). Diky tomu je moZzné pomoci Northern blot
analyzy cytoplazmatické RNA spojené¢ s kontinudlni transkripci nebo RNasovou
protek¢ni analyzou stanovit, o jaky typ HDGS se jedna. TGS se projevuje methylaci
v oblasti promotoru, zatimco PTGS souvisi s methylaci sekvence kodujici oblasti.
Umlceni genu na urovni transkripce je mitoticky i meioticky dédi¢né, post-transkripcni

genové umlcovani je meioticky reversibilni.

2.1.1 Transkrip¢ni genové umléovani

Pro potlaceni transkripce DNA jsou znamy 3 zakladni mechanismy podle charakteru
zdroje, ktery je vyvolava: methylace DNA fizena RNA, metylace DNA nezavisla na
malych RNA a uprava chromatinu (Cokus et al., 2008). Nejvice prozkoumany je
mechanismus methylace DNA fizeny malymi RNA, ktery byl poprvé objeven pfi studiu
replikace viroidu vietenovitosti hliz bramboru u transgennich rostlin tabaku po vlozeni
cDNA (komplementarni DNA) viroidu do jaderného genomu (Wassenegger et al.,

1994). Po autonomni replikaci viroidni RNA doslo k methylaci specifické sekvence



cDNA. Pozdégji bylo zjisténo, ze methylace promotoru cDNA souvisela s vytvofenim
dvouvlaknové RNA, ktera byla enzymem rozstépena na malé RNA (Mette et al., 2000).
Pravé mala interferenéni mikro RNA (miRNA) je zodpovédna za methylaci promotoru
cilového genu a klicova pfi transkripénim genovém umléovani (Cokus et al., 2008).
Tento proces je mechanicky propojen s PTGS (Sijen et al., 2001).

U TGS se rozliSuje mezi Cis nebo trans inaktivaci. Za cis inaktivaci je
povazovan proces, pii kterém je transgen integrovan do mista, které je
hypermethylovano a umlceno, nebo s takovou sekvenci sousedi. Methylace se
v takovém piipadé muze rozsifit i na sekvenci transgenu a umlcet jej (Prols a Meyer,
1992). K cis inaktivaci ale mize také dojit, pokud je vice kopii transgenu inkorporovano
na hypomethylované misto chromozomu. Tomuto procesu se fika umlCovani genu
vyvolané opakovanim (RIGS, repeat-induced gene silencing) a je spojeno se zménami
V uspotadani chromatinu. Mezi poctem kopii a mirou exprese genu byla zjiSténa
nepiima tméra. Cim vice kopii genu je inkorporovano, tim spise dojde k jeho uml&eni
(Assaad et al., 1993).

K trans inaktivaci dochazi, pokud je uml¢eni doposud aktivniho genu vyvolano
transgenem s homologni sekvenci (Matzke et al., 1989), transgenem fizenym stejnym
promotorem nebo dsRNA (dvoutetézcova RNA) obsahujici sekvenci promotoru (Mette
et al., 2000). Ve vsech ptipadech dochazi k de novo methylaci a umlceni transgenu.
TGS trans inaktivace muze byt zprostfedkovana také viry. Konkrétné virus mozaiky
kvétaku (CaMV) mize zpusobit umlceni transgent na trovni transkripce, pokud jsou

exprimovany pod kontrolou promotoru CaMV 35S (Al-Kaff et al., 1998).

2.1.2 Post-transkrip¢ni genové umléovani
Umlcovani genti mize byt oznaceno za post-transkripéni, pokud nedochazi k akumulaci
transkribované RNA 1 ptestoze transkripce probiha kontinualné (Vaucheret et al., 2001).
PTGS vyrazné snizuje mnoZzstvi nahromadéné mRNA v cytoplasmé bez soucasného
ovlivnéni transkripce (Decarvalho et al., 1992; Vanblockland et al., 1994), nebot
vysledkem mechanismu PTGS je degradace mnoZzstvi homolognich RNA, coz bylo
poprvé pozorovano u rostlin po zavedeni kopie endogenniho genu a odpovidajici cDNA
pod kontrolou exogenniho promotoru (Napoli et al., 1990; Smith et al., 1990).

Stejné jako TGS, i PTGS se da rozdélit podle toho, zda se jedna o cis nebo trans

inaktivaci. O cis inaktivaci se jedna v piipadé¢, ze dojde k degradaci pouze RNA, ktera



pochéazi z umlCovaciho zdroje. Pokud ale dojde k degradaci homologni RNA k RNA
transkribované ze zdroje umléeni, mluvime o trans inaktivaci. Pfi kombinaci obou
pfipadl, tedy pifi degradaci RNA transkribované zumlcovaciho zdroje a vSech

homolognich RNA, dochazi simultanné k cis a trans inaktivaci.

2.1.2.1 Mechanismus a typy RNA umlcovani

RNA umlcéovani patifi mezi velmi konzervované mechanismy eukaryot. Mize byt
vyvolano dvoufetézcovou molekulou RNA (dsSRNA) nebo RNA vlasenkou (hpRNA).
Celému procesu, pii kterém se nekodujici molekula RNA vaZze na homologni mRNA a

iniciuje jeji degradaci, se fika interference RNA (RNAI, RNA interference) (Obr. 1).

cytoplazma
: RISC

R o komplex komplex
.0, €,
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Obrazek. 1: Schéma procesu interference RNA. hpRNA nebo dsRNA je exportovana z jadra do
cytoplazmy, kde je zpracovana DCL proteinem na malé interferencni siRNA, které jsou
rozpoznany a navazany na RISC komplex, jehoz soucasti je i endonukleasa AGO stépici siRNA
rozstépena a nasledné degradovana. RISC komplex aktivovany fidicim fetézcem je schopny
vazby k dalsi homologni mRNA.



dsRNA nebo hpRNA je v cytoplasmé zpracovana na mensi dvoufetézcovou
SiRNA (small interfering RNA, mala interferujici RNA) o velikosti 22 nukleotidt
enzymem z rodiny RNas III se specifitou pro dsSRNA, ktery se nazyva Dicer nebo DCL
(Dicer-like protein, protein podobny Diceru) (Bernstein et al., 2001). siRNA je nasledné
rozpoznana umlCovacim komplexem indukovanym RNA (RISC, RNA-induced
silencing complex) (Martinez et al., 2002), jehoz soucasti je i endonukleasa z rodiny
argonaut proteinti, AGO2 (Liu et al., 2004). Pravé AGO2 je zodpovédny za Stépici
aktivitu RISC komplexu a rozstépeni dvouvldknové siRNA za tvorby jednovlaknového
fidiciho antisense vldkna, které pak slouzi k navedeni RICS komplexu k cilové
homologni mRNA. Aby doslo uspésné ke St€peni RNA, fidici vlakno musi byt zcela
komplementarni k cilové mRNA (Martinez et al., 2002). Soucasti AGO?2 je tzv. PIWI
doména podobna RNase H, ktera katalyzuje vazbu fidiciho vlakna na 5'-konci (Parker et
al., 2005) a PAZ doména, ktera pak zprostiedkovava vazbu na 3'-konci (Ma et al.,
2005). mRNA je rozstépena mezi 10. a 11. bazi od 5'-konce fidiciho vlakna (Elbashir et
al., 2001), coz nasledn¢ vede k degradaci naStépené mRNA buné¢nymi exonukleasami
(Orban a lzaurralde, 2005). Po aktivaci RISC komplexu po navazani siRNA mize dojit
k n¢kolika cyklim S$tépeni mRNA, coz umoziuje G¢inné umléeni cilového genu
(Hutvagner a Zamore, 2002).

Podle zdroje dsRNA nebo hpRNA a cile siRNA se RNA uml¢ovani rozdélilo do
4 piekryvajicich se, ale funkéné odliSnych drah: drdha miRNA (microRNA), drédha
tasiRNA (trans-acting small interfering RNA, mala interferen¢ni RNA ptisobici v trans
inaktivaci), draha DNA methylace fizené RNA (RdADM, RNA-directed DNA
methylation) a draha exogenniho RNA umlcovani (Baulcombe, 2004; Eamens et al.,
2008). S rozlisenim jednotlivych drah souvisi vyvoj mnoha komponent podilejicich se
na mechanismu umlceni. Napiiklad u modelového organismu Arabidopsis thaliana
mizeme najit Ctyfi rizné DCL, Sest RNA-dependentnich RNA polymeras (RDRs,
RNA-dependent RNA polymerases) nebo deset AGOs.

miRNA se podobaji siRNA, ale jejich puvod vychazi z MIR genu (Bartel, 2009),
které jsou transkribovany RNA polymerasou II za tvorby primérniho transkriptu
MIRNA (pri-miRNA) slozeného do vlasenky, ktera v misté tvorby dvoufetézcové
struktury nemusi byt zcela komplementarni. Pri-miRNA je jest¢ v jadie zpracovana
pomoci DCLI s asistenci proteinu DRB1 (dSRNA binding protein 1, protein vazajici
dvoutetézcovou RNA 1) nebo HYL1 na prekurzorovou pre-miRNA (Kurihara et al.,
2004; Kurihara et al., 2006; Eamens et al., 2009). DCL1 dale zpracovava
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prekurzorovou molekulu miRNA na nedokonale sparovany RNA duplex o 21
nukleotidech slozeny z fidiciho vlakna miRNA a doprovodného vldkna. RNA methylasa
HUA ENHANCER1 (HEN1) methyluje 2'-hydroxylovou skupinu na 3'-konci duplexu,
coz pravdépodobné slouzi k ochrané duplexu pied degradaci (Li et al., 2005). Duplex je
nasledné transportovan do cytosolu, kde se napoji na AGO protein a utvoii RISC
komplex. Rostlinné fidici fetézce miRNA se s vysokou komplementaritou vdzou na
cilovou mRNA. Oproti tomu miRNA u Zivocicht jsou cileny na sekvenci 3'-UTR
oblasti genu (untranslated region, nepickladana oblast genu), ke které nejsou zcela
komplementarni (Millar a Waterhouse, 2005). Hlavni vyznam miRNA je ovliviiovani
vyvoje rostliny skrze kontrolu exprese regulacnich gend.

tasiRNA patii mezi malé RNA transkribované RNA polymerasou II z oblasti
TAS gent (Vazquez et al., 2004; Allen et al., 2005; Peragine et al., 2004). Tvorba
tasiRNA je iniciovana specifickymi miRNA o velikosti piesn¢ 22 nukleotidt, které
Stépi TAS RNA prekurzor. NasStépené fragmenty TAS transkriptu jsou pfeménény
RDR6 na dlouhé molekuly dsRNA dale zpracovavané DCL4 na siRNA o 21
nukleotidech (Xie et al., 2005; Yoshikawa et al., 2005; Cuperus et al., 2010). Stejné
jako u miRNA, tasiRNA jsou methylovany HEN1 a dale interaguji s AGO1 nebo
AGO7, aby mohlo dojit k fizené degradaci cilové mRNA (Li et al., 2005). U
Arabidopsis thaliana bylo prokazano, Ze se tasiRNA podileji na regulaci faktori
auxinové odpovédi ucastnicich se pfechodu rostliny z juvenilniho do reproduktivniho
obdobi (Fahlgren et al., 2006). U mnoha rostlinnych druhti byly popsany tzv. fazové
siRNA, neboli phasiRNA, které¢ jsou biogenezi shodné s tasiRNA (Johnson et al., 2009;
Creasey et al., 2014; Fei et al., 2013). Templatem pro jejich tvorbu muze byt RNA
transposonti, genii kodujici proteiny, nebo repetitivnich usekti DNA. Prestoze jejich
funkce prozatim nebyla pln¢ objasnéna, phasiRNA odvozené od genii rezistence vici
nemocem sloZenych z repetitivnich Gsekl bohatych na leucin se podileji na kontrole
exprese obrannych geni hrajicich roli pfi dynamické odpoveédi na stres (Zhai et al.,
2011; Shivaprasad et al., 2012).

Draha DNA metylace fizend RNA je specifickd pouze pro rostliny. Jejim
vysledkem je de novo metylace a TGS, které je fizeno siRNA o 24 nukleotidech (Feng
et al., 2010; Haag et al., 2011; Zhang et al., 2013). Na biogenezi téchto siRNA se podili
RNA polymerasa 1V, RDR2, DCL3, HEN1 a AGO4. AGO4-siRNA komplex interaguje
s dlouhou molekulou RNA piepsanou z cilové DNA pomoci RNA polymerasy V, aby
mohla byt do procesu zapojena metylasa DRM2 (domains rearranged methylase 2,
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methyltransferasa 2 s usporadanymi doménami) katalyzujici pfimou de novo metylaci
cytosini cilové DNA (Ye et al., 2012; Nuthikattu et al., 2013). Hlavnim smyslem
procesu RADM je umlCovani transpozoni a repetic DNA a udrZzovani stabilniho
genomu.

Posledni z drah je u RNA umlcovani vyvolana exogenni sense RNA nebo viry,
tzv. VIGS (virus induced gene silencing). Jak bylo zji§téno, uml€eni vyvolané exogenni
nukleovou kyselinou je velmi podobné draze RADM a procesim tykajicich se
zpracovani endogennich siRNA. PTGS vyvolané sense transgenem se podoba tasiRNA
umlc¢ovani, nebot’ se ho ucastni RDR6, DCL4 a AGOL1 (de Alba et al., 2013). Obecné je
infekce rostliny jakymkoliv virem spojovdna s hromadénim malych RNA, které jsou
produkovany z dsRNA viru stejnym procesem, jakym jsou zpracovany siRNA (Ding a
Voinnet, 2007; Wang et al., 2012). Viralni RNA je tak zaroven spoustéem i cilem
umlcovaciho procesu, ktery se u rostlin vyskytuje jako pfirozend antivirdlni obrana
(Waterhouse et al., 2001). U RNA vird dochazi ke zpracovani siRNA nejcastéji DCLA4,
mén¢ Casto pak DCL2. V souvislosti se studiemi, které ukazuji, Ze je pro akumulaci
viralnich siRNA zapotiebi hostitelskd RDR se pfedpoklada, Ze biogeneze téchto siRNA
probiha podobn¢ jako u endogennich tasiRNA (Moissiard et al., 2006; Molnar et al.,
2005; Diaz-Perdon et al., 2007; Wang et al., 2010). U DNA virt se na uml¢ovacim
procesu podili DCL3 za tvorby siRNA o 24 nukleotidech, coz vede k umlc¢ovani RdDM,
kter¢ se mulze projevit jak na dUrovni transkripéni tak post-transkripéni.
(Rodriguez-Negrete et al., 2009; Yadav et al., 2011). Aby byly viry schopné reagovat
na obranny mechanismus rostlin, vyvinuly si taktiku pro potlaceni RNA umlcovani
(Burgyan a Havelda, 2011; Hohn et al., 2011). Razné ptistupy mohou inhibovat RNA
umlcovani v riznych krocich drah. Napftiklad viry jsou schopné indukovat degradaci
AGO proteinu, nebo vazat siRNA tak, aby bylo zabranéno tvorbé RISC komplexu
(Itaya et al., 2007; Wang et al., 2004).

2.1.2.2 Technologie RNA umléovani vyuzivané u rostlin

Vedle vyse uvedenych metod byly dale vyvinuty technologie indukujici PTGS
s vyuzitim umélych tasiRNA (Gutierrez-Nava et al., 2008), transgenti se dveémi
tandemovymi repeticemi cilové sekvence (Wang a Waterhouse, 2000), transgenu
slozeného z obracené repetice sekvence 3' UTR oblasti (Brummell et al., 2003) nebo

transgenu bez transkripéniho terminatoru (Nicholson a Srivastava, 2009). V dnes$ni dobé



se ale zRNA technologii cileného umlCeni genové exprese vyuzivaji predev§im
vlasenkova hpRNA (hairpin RNA) a amiRNA (artificial miRNA, synteticka miRNA)
(obr. 2).

Poprvé byla hpRNA indukujici interferenci RNA tspésné pouzita v roce 1998 a
od t¢ doby se hpRNA Siroce vyuziva jako prostiedek cileného RNA umlcovani
(Waterhouse et al., 1998; Wang et al., 2000; Watson et al., 2005). Typicky konstrukt
pro hpRNA se sklada ze sense a antisense sekvenci Casti cilové mRNA, které¢ jsou od
sebe oddéleny nekomplementarnim sekvenci. Tato odd€lovaci sekvence slouzi
pfedevSim ke stabilizaci konstruktu pifi klonovani v bakteriich, nebot konstrukty
sloZzené z obracenych repetic jsou v bakteriich velmi nestabilni. Kromé¢ toho bylo
prokazano, Zze vyuziti intronu zvySuje U¢innost samotného umlceni (Smith et al.,
2000a). Sense a antisence sekvence jsou k sobé komplementarni a vytvareji dsRNA,
kterd je primarn¢ zpracovana DCLA, ale z ¢asti se ucastni i DCL2 a DCL3. Vysledkem
je akumulace mnozstvi siRNA o 21 nukleotidech a v malém zastoupeni i vyskyt siRNA
0 22 a 24 nukleotidech (Wang et al., 2008). Obvykle jsou ptipravovany hpRNA cilici na
sekvenci mRNA. OvSem 1 s pouzitim hpRNA se zacilenim na sekvenci intronu bylo
docileno u¢inného umlceni, coz naznacuje, ze umlceni vyvolané hpRNA z ¢asti probiha
v jadie (Hoffer et al., 2011). Pro ptipravu hpRNA bylo vyvinuto nékolik klonovacich
vektori usnadiujicich jejich ptipravu, jako napiiklad vektory pHannibal nebo

pHellsgate (Helliwell a Waterhouse, 2005; Wesley et al., 2001).

A - hpRMA
SENSEe sSpacer antisense
| [T ——— ]
B - amiBNA .
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amifR MNA

Obrazek 2: Schéma struktur hpRNA a amiRNA nejcastéji pouzivanych k cilenému umlceni
genove exprese. (A) hpRNA slozena z promotoru (modie), sense a atisense vlakna se sekvenci
cilové mRNA (zeleng), oddélovaci sekvence, kterou nejCastéji byva intron (bézove), a
terminatoru (8ed¢), (B) amiRNA sloZena z promotoru (modie), prekurzorové miRNA sekvence
(zlut¢) s useky odpovidajici cilové mRNA (Cerven¢), a terminatoru (Sed¢), schéma zndzoriuje i
amiRNA slozenou do vlasenkové smycky s fidicim vldknem (amiRNA) a doprovodnym
vldknem (amiRNA¥*) (pfevzato a upraveno z Guo et al., 2016).



Alternativni postup RNA uml€ovani vyuziva uméle ptipravené miRNA, neboli
amiRNA. Konstrukt amiRNA je pfipraveny nahrazenim fidiciho vldkna pavodni
miRNA sekvenci komplementarni k cilové mRNA a doprovodného vldkna plvodni
miRNA sekvenci navrzenou tak, aby byla zachovdna plivodni pfirozena struktura
vlasenkové smycky (Schwab et al., 2006). AmiRNA umlceni probihad stejné jako u
endogenni drahy miRNA. Pfiprava konstruktu amiRNA je oproti hpRNA jednodussi.
Navic umlcovani probihd za ucasti pouze jednoho typu malé RNA o velikosti 21
nukleotidd, ¢im je podstatné sniZzena pravdépodobnost off-target efektu. Nevyhodou
ovSem je nutnost peclivého vybéru sekvence, ze které bude konstrukt slozen, aby doslo

ke spravné kooperaci s AGO proteinem.

2.2  Metody editovani genomu

Zvysend efektivita novéjSich metod editovani genomu je dana umoznénim modifikace
genomu na ptesné pozadovaném misté. Tim je zvySena pifesnost oprav nebo vlozeni
transgenni DNA, toxicita bun¢k je omezena a reprodukovatelnost zarucena (Voytas a
Gao, 2014). Tyto metody vyuzivaji programovatelné mistné specifické nukleasy (SSNs,
site-specific nucleases) slozené ze sekvencné specifické vazebné DNA domény
sfuzované s nespecifickym DNA $tépnym modulem (Urnov et al., 2010).

Syntetické nukleasy jsou schopné vytvaiet dvouretézcové zlomy (DSBs, double-
strand breaks) na specifickych mistech, coz nasledné¢ v téchto mistech stimuluje
bunécné opravné mechanismy DNA jako je homologii fizend oprava (HDR, homology
directed repair) nebo nehomologni spojovani koncti (NHEJ, non-homologous end
joining) (Wyman a Kanaar, 2006). Vétsina DSBs byva opravena mechanismem NHEJ,
pii kterém byvaji na misté zlomu zavedeny rizné mutace vedouci k naruSeni Eteciho
ramce. Proto se metody editovani genomu vyuzivaji pfedev§im v reverzni genetice
k Gaplnému vyfazeni genu z provozu (Bortesi a Fischer, 2015; Paul a Qi, 2016). Pii
opravé pomoci HDR mohou byt ale vyuZity pro mnozstvi genetickych modifikaci
zahrnujici inserce, delece nebo opravy Skodlivych mutaci. K opravé mechanismem
HDR muze dojit v pfipadé, Ze je k dispozici homologni chromosom nebo jina
homologni DNA, ktera muze slouzit jako templat. Tyto opravy maji velky potencial
v pfesné cilenych genetickych modifikacich, nicméné v dne$ni dobé¢ jsou velmi malo

ucinné (Schiml et al., 2014; Schim a Puchta, 2016).
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Metody editovani genomu jiz byly Gspésné pouzity u bunéénych kultur (Porteus
a Baltimore, 2003), rostlin (Lloyd et al., 2005) celych zvifat (Urnov et al., 2005) a také
u Clovéka (Christian et al., 2010). V soucasnosti jsou pouzivany 4 zakladni druhy
nukleas: meganukleasy (Smith et al., 2006), nukleasy s motivem zinkovych prsti (Kim
et al., 1996), TALE nukleasy (Boch et al., 2009) a nuklasy syst¢ému CRISPR/Cas9
(Ishino et al., 1987) (Obr. 3).

A Meganuclease
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B zFN M
LTI EENIRRERRRINNAREN

C TALEN
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-

D CRISPR/Cas9

gRNA

Obrazek 3: schéma ¢étyt zakladnich druhti sekvenéné specifickych nukleas, (A) meganukleasa,
I-Scel je vazano na cilovou DNA, katalyticka doména zodpovédna za sekvenéni specifitu je
zobrazena cervené, (B) dimer nukleas s motivem zinkovych prstl, modfe jsou zobrazeny
domény zodpovédnd za vazbu na specifickou sekvenci, Cerven¢ jsou zobrazeny domény
restrikéni endonukleasy Fokl zodpovédné za stépeni DNA, (C) dimer TALENs, modie jsou
zobrazeny domény zodpovédnad za vazbu na specifickou sekvenci, Cervené jsou zobrazeny
domény restrikéni endonukleasy Fokl zodpovédné za Stépeni DNA, (C) CRISPR/Cas9 systém
rozpoznavajici cilovou sekvenci diky fidici RNA, Cervené jsou zobrazeny dvé domény proteinu
Cas9 s nucleasovou aktivitou §tépici DNA, (pfevzato z Voytas a Gao, 2014).
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2.2.1 Meganukleasy

Meganukleasy patii do tfidy enzymi, kterd byla poprvé objevena u kvasinek (Jacquier a
Dujon, 1985). Jsou vysoce sekvencné specifické a vykonné pii vytvafeni
dvoutetézcovych zlomu a nasledné stimulaci opravy nejcastéji homologni rekombinaci
(Donoho et al., 1998, Szczepek et al., 2007). Rozpoznavaji dlouhé sekvence DNA (14 —
40 bp) diky c¢emuz jsou pro builkky méné toxické nez ZFN. Jejich nomenklatura se
podoba té pro restrikéni endonukleasy, ale vyuziva ptedpony podle toho, zda jsou
kédovany v intronu (I), inteinu (PI) nebo samostatné (F) (Roberts et al., 2003).
Meganukleasy se déli do péti rodin podle sekvence a strukturniho motivu:
LAGLIDADG, GIY-YIG, HNH, His-Cys box a PD-(D/E)XK (Orlowski et al., 2007;
Zhao et al., 2007), pfiéemz enzymova rodina s motivem LAGLIDADG je z nich nejvic
prozkoumana a zastupce lze nalézt ve vSech taxonomickych fisich (Grishin et al., 2010).
Jedna se o enzymy katalyzujici laterdlni pfenos jejich kodujiciho intronu/inteinu diky
Stépeni homologni alely, kteréd tento intron/intein postrada, a indukci opravy homologni
rekombinaci vyuzivajici jako templat alelu obsahujici intron/intein (Thierry a Dujon,
1992). Mohou vykazovat dvoji aktivitu a to jako RNA maturasy usnadiujici sestiih
vlastniho intronu/inteinu, nebo jako vysoce specifické endonukleasy Stépici spojeni
exon-exon Vv misté jejich intronu. Proto mohou byt vyuzity ke genetickym modifikacim
DNA voblasti jejich cilové sekvence (Choulika et al., 1995). LAGLIDADG
meganukleasy se mohou vyskytovat ve form¢é homodimeru se zacilenim na
palindromatické nebo pseudopalindromatické DNA sekvence nebo ve form¢ monomeru
se dvéma subdoménami cilici na nepalindromatické sekvence. Kazdy monomer nebo
subdoména obsahuji kopii LAGLIDADG motivu s konzervovanou piedposledni
kyselou aminokyselinou podilejici se na tvorbé aktivniho mista (Heath et al., 1997).
Nevyhodou jejich vyuziti je nizka pravdépodobnost nalezeni $tépiciho mista v sekvenci
genu urceného k modifikaci, nebot’ jich je znamo malo. Ptiprava meganukleas, které by
rozpoznavaly nové mista, neni jednoduchd a Casto vede ke sniZeni katalytické aktivity

(Smith et al., 2006).

2.2.2 Nukleasy s motivem zinkovych prsti
Zinkové prsty jsou skupinou proteind (ZFPs, zinc-finger proteins) s tfadou dulezitych
funkci v buiice jako je regulace transkripce, regulace apoptozy, proteinovych interakei,

vazba RNA a prfedevSiim DNA. Déli se podle poctu a potadi cysteinovych a
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histidinovych rezidui, které vazou zinek do sekundarni struktury (Klug a Schwabe,
1995; Mackay a Crossley, 1998). Nejprozkoumanéjsi je C2H2 DNA vazebny motiv u
eukaryot slozeny z 30 aminokyselin se dvéma konzervovanymi cysteiny a dvéma
konzervovanymi histidiny vazajici jediny ion zinku v tetraedrickém uspotadani (Pabo et
al., 2001). C2H2 ZFP maji konzervovanou sekundarni strukturu dvou f listti a jednoho
a helixu (Beerli a Barbas, 2002). Néktera rezidua na povrchu a helixu jsou schopna
rozpoznat sekvenci DNA o 3 parech bazi. Této vlastnosti je vyuzivano pii syntéze
nukleas s motivem zinkovych prstt, které se obvykle skladaji ze 4-6 ZFPs sfazovanych
s restrikéni endonukleasou typu II Fokl, ktera ma fyzicky oddélenou vazebnou a Stépici
aktivitu (Li et al., 1992) (Obr. 4). St&pici aktivita tohoto enzymu neni zavisld na
specifické sekvenci (Kim et al., 1996), nicméné pro rozstépeni DNA je nutna
ptitomnost dvou jednotek. Proto pfi navrhovani ZFNs je nutné navrhnout dvé
monomerni jednotky téchto nukleas, které rozpoznavaji cilovou sekvenci ve spravné

vzdalenosti a orientaci aby doslo k vytvoreni DSB (Smith et al., 2000D).
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Obrazek 4: Schéma dvou monomernich jednotek ZFN slozenych ze ¢ty ZFP rozpoznavajici
proti sobé specifickou sekvenci DNA. Diky piesné vzdalenosti dochézi k dimerizaci
endonukleas Fokl, které poté funguji jako molekularni ntizky indukujici DSB (pievzato a
upraveno Abdallah et al., 2015).
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2.2.3 TALE nukleasy

TALEs je zkratka pro transkripéni efektory podobné aktivatorim (transcriptional
aktivator-like effectors). TAL efektory jsou heterogenni transkripéni faktory
produkované gram-negativnimi patogennimi bakteriemi rodu Xanthomonas, které jimi
infikuji rostlinné bunky (Nissan et al., 2012). Jakmile se efektory dostanou do jadra
hostitelské buniky, mohou se vézat na cilovou sekvenci DNA a ovliviiovat expresi
(Szurek et al., 2002).

Analyza znamych TALEs odhalila, ze se tyto proteiny skladaji ze
shodnych repetic 0 30 — 42 aminokyselinach (primérné¢ 34 AMK), které se mohou
opakovat v poctu 1,5 — 33,5 (Boch a Bonas, 2010). Maji na C-konci jaderny lokaliza¢ni
signal (NLS, nuclear localization signal), kyselou transkripéni aktivaéni doménu (AD,
activation domain) a na N-konci sekre¢ni a translokac¢ni signal typu III (T3S, type Il
translocation signal) (Schornack et al., 2006; Bogdanove et al., 2010). Jedna se o
proteiny s prizptisobivou DNA-vazebnou doménou (Romer et al., 2007). Pravé diky
repeticim se od ostatnich DNA vazebnych faktorGi odliSuji. Jedna repetice je
povazovana za monomerni jednotku TALE, které je schopna rozpoznat specificky jeden
nukleotid DNA. Sekvence repetice je velmi konzervovana az na aminokyseliny
vyskytujici se na 12. a 13. pozici oznaCované jako variabilni direzidua repetice (RVDs,
repeat variable diresidues). Tyto variabilni rezidua jsou zodpovédné za vazebnou
specifitu nukleotidu repetice (Boch et al., 2009) (obr. 5). Né&které repetice nemusi
rozpoznavat  specificky nukleotid (Moscou a Bogdanove, 2009). Zmény
v aminokyselinovém slozeni repetice jinde nez na pozici 12 a 13 maji méalokdy vliv na
vazebnou specifitu (Morbitzer et al., 2010). Diky rozlusténi kodu, podle kterého
variabilni direzidua rozpoznavaji uréity nukleotid, jsou dnes vyvijeny metody
genetickych modifikaci zaloZzené na TAL efektorech, které mohou byt pfirozené nebo
syntetické. Pro uml¢eni genové exprese mohou byt pouzity TALEs, vazajici se na DNA
V misté pocatku transkripce, sfuzované s transkripénim represorem KRAB (Kriippel-
associated box) (Margolin et al., 1994; Cong et al., 2012). Rozdilem oproti vyuZiti
RNAIi ke genovému umlceni je ten, Z2 KRAB-TALEs zabraiuje expresi genu jiZz na
urovni transkripce. K uplnému vyfazeni genu zprovozu se pak vyuzivaji TALEs

sfuzované s Fokl nukleasou (TALENS) stejné jako u ZFNs.
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Obrazek 5: Model TALE véazajici DNA, (A) Schéma TALE s T3S na N- konci, AD a NLS na
C- konci, uprostied slouzenou z repetic rozpoznavajici specifickou sekvenci, kazda repetice je
slozena ze 34 aminokyselin, z toho na 12. a 13. pozici obsahuje variabilni direzidua (RVDs)
(Cerveny ramecek) zodpoveédné za rozeznani specifického nukleotidu DNA, (B) kod, podle
kterého RVDs rozpoznavaji urcity nukleotid, hvézdicka (*) oznaCuje misto, kde chybi RVD
v pozici 13., aminokyseliny i nukleotidy jsou zapsany pomoci mezinarodné pouzivanych
zkratek (pfevzato Zhang et al., 2014).

Je tieba si uvédomit, ze je nutné navrhnout dvé TALE nukleasy, které se musi
navdzat na DNA tak, aby doslo k dimerizaci Fokl, tvorbé dvoufetézcového zlomu a

indukci opravnych mechanismtt DNA (Christian et al., 2010).

2.2.4 CRISPR/Cas9 systém

Nejnovejsi metoda uzivand k editovani genomu je zalozena na systému klastrii
pravidelné rozmisténych kratkych repetic CRISPR (clustered regularly interspaced short
palindromic repeats, klastr pravidelné rozmisténych kratkych repetic) s asociovanym
proteinem 9 (Cas9). CRISPR-asociovana nukleasa (Cas) se podili na imunitni obrané
bakterii a archei, zajiStujici rezistenci vuéi cizi genetické informaci (Deveau et al.,
2010). Cas9 je endonukleasa pochazejici z komplexu CRISPR-Cas9 typu Il organismu
Streptococcus pyogenes. V hostitelském jadie vytvaii komplex se dvéma kratkymi
molekulami RNA, tzv. CRISPR RNA (crRNA) a transaktivacni crRNA (transcrRNA,
transactivating crRNA), které rozpoznavaji cilové misto na chromosomalni DNA a
vedou nukleasu ke $tépeni na obou fetézcich (Gasiunas et al., 2012). Heteroduplex
slozeny z crRNA-transcrRNA mitize byt nahrazen jednou molekulou chimérni RNA

nazyvanou také fidici RNA (SgRNA, single guide RNA), jejiz cilici doména se musi
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skladat nejméné z 15 komplementarnich bazi, u kterych musi dojit k pfesnému parovani
s cilovou sekvenci. Zaroven musi byt piitomna za cilovou sekvenci tzv. PAM
(protospacer-associated motif, protospacer asociovany motiv) sekvence 5-NGG-3' nebo
v ojedinélych ptipadech 5-NAG-3’, pficemz N znaci jakykoliv nukleotid (Obr. 6) (Jinek
etal., 2012; Hsu et al., 2013).

Expresni vektor vyuzivany pro CRISPR/Cas9 systém musi obsahovat Cas9
nukleasu, CRISPR mRNA a sgRNA (Nemudryi et al., 2014). Misto Cas9 nukleasy,
ktera vytvaii dvoufetézcové zlomy muze byt pouzita Cas9 nukleasa HNH Stépici
vazebné vladkno mRNA, nebo RuvC nukleasa, kterd §tépi komplementarni vlakno
mRNA. Pro zacileni konkrétnich genl je potfeba navrhnout mnozstvi specifickych
SgRNA. V dnesni dobé bylo k tomuto ucelu vyvinuto mnoZstvi online softwarli
usnadnujicich navrhovani SgRNA s velkou specifitou a vyhnuti se off-target efektt (Bae
et al., 2014; Liu et al., 2015; Naito et al., 2015; Parker et al., 2015; Stemmer et al.,
2015).

'(f’_,_,_
== - Cas9 |
sgRNA | ‘ :
l
Target site Y PAM

S-TGTTGTTATIGATGATCCTGCA GTAGGGTTCATGCTAGCCTTTCATT-3'
111 NN ARA
SACAAICIAIA-IF?AICITIAICPI“IBIGFFFTI ClA'll'(i?CCAAGTACGATCGGAAAGTAA-S'

5’-GUUAUUGAUGAUCCUGCA GUAGUUUUAGAGCUAG

A
G A L
GCCUGAUCGGAAUARAUY  CGAUA

UAUCAACU UGA

A
AGCCACGGUGAAA
Gl IH"I [ ;

UCGGUGCUUUUU-3

Obrazek 6: Schéma exprese a vazby CRISPR/Cas9 sytému. Exprese sgRNA a Cas9 nukleasy
probiha pod kontrolou dvou promotori, v tomto ptipadé zvlast pod promotorem U6 pro sgRNA
a UBQ pro Cas9. Po transkripci je sgRNA poskladana do pozadované struktury a s Cas9 vytvori
komplex, ktery navadi k cilové mRNA. Je schopna rozpoznat cilovy gen diky komplementarité
nejméné 15 bazi fidiciho vlakna sgRNA a cilové sekvence nachdzejici se tésné¢ pred PAM
sekvenci. Po wvytvoreni heteroduplexu RNA/DNA Cas9 iniciuje dvoufetézcovy zlom 3
nukleotidy pfed PAM sekvenci (pfevzato a upraveno z Liu et al., 2015).
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2.3 Vyuziti metod editovani genomu u rostlin

Metody slouzici jako nastroj k editovani genomu se pouzivaji mimo jiné K vylepSeni
vlastnosti dilezitych kulturnich plodin jako je je¢men (Wendt et al., 2013), s6ja (Pham
et al., 2012), kukutice (D'Halluin et al., 2008), psenice (Shan et al., 2013), ryze nebo
¢irok (Jiang et al., 2013). Stejné jako u vyuziti RNA umlcovacich technologii, cilem
vyuziti metod editovani genomu je Vv plodinach zvySeni obsahu duleZitych zivin nebo
produkce sekundarnich metabolitli, prodlouzeni skladovaci doby, zlepSovani vynosi,
ZvysSeni tolerance vuc¢i abiotickému stresu, odolnosti proti Skiidcim a herbicidim,
nemocem a herbicidiim.

Ptikladt takového vylepseni plodin 1ze uvést nékolik. Nékteré rostliny obsahuji
fytaty, které omezuji absorpci mineralnich latek. Diky editaci genomu byl u kukufice
zmutovan gen IPK1 kédujici inositol-1,3,4,5,6-pentakis-2-kinasu, ktera se podili na
poslednim kroku biosyntézy fytati (Shukla et al., 2009). U s6ji bylo kombinaci mutaci
geni FAD2 a FAD3 dosazeno piipravy rostlin produkujici semena se zvySenym
podilem mononenasycenych mastnych kyselin a snizenym obsahem kyseliny
linolenové, diky ¢emuz je produkovan zdravéjsi sojovy olej s del$i dobou trvanlivosti
(Pham et al., 2012).

U tabéku, kukufice a ryZe byla vyuZzita homologni rekombinace k zaneseni zmén
Vv aminokyselinové sekvenci acetolaktat syntasy (ALS). ALS je enzym ucastnici se
biosyntézy aminokyselin srozvétvenym fetézcem (Townsend et al.,, 2009) a je
inhibovan nékterymi herbicidy jako jsou imidazolinony nebo sulfonylmocovina. Po
zaméné nekterych AMK je tento enzym vii€i herbicidiim rezistentni a rostlina tak mtze
rist 1 v jejich pfitomnosti. Stejnd strategie by mohla byt pouzita pro pfipravu rostlin
rezistentnich vii¢i herbicidu glyfosatu, ktery inhibuje spravnou funkci enzymu 5-

enolpyruvylsikimat-3-fostat syntasu (EPSPS).

2.4 Cytokininy

Cytokininy jsou rostlinné hormony hrajici hlavni roli v mnohych fyziologickych
procesech, jako je regulace rustu kofent a listt, vyvoj chloroplastt, senescence listi,
rezistence vii¢i patogeniim a odpoveéd’ na stres. Z hlediska chemického slozeni se jedna
o N° substituované derivaty adeninu. Charakter postranniho fetézce urcuje, zda se jedna

o cytokininy isoprenoidni nebo aromatické (Mok a Mok, 2001).

17



Isoprenoidni i aromatické cytokininy se pfirozené vyskytuji u rostlin. Typickymi
zastupcei isoprenoidnich cytokinint jsou N°-(A-isopentenyl)-adenin (iP), trans-zeatin
(tZ), jeho izomer liSici se v poloze hydroxylové skupiny cis-zeatin (cZ) a také
dihydrozeatin (DZ), jejichz obsah se lisi v riznych rostlinnych druzich. Napftiklad iP a
tZ prevladaji u A. thaliana, zatimco u ryze nebo kukufice je charakteristicky cis-zeatin
(Veach et al., 2003; Izumi et al., 1988). Aromatické cytokininy, jako napiiklad
benzyladenin (BA), ortho-topolin (0T) nebo meta-topolin (mT) se vyskytuji pouze u
nékterych rostlinnych druhd (Strnad, 1997). VSechny cytokininy pfirozené se
vyskytujici v rostlinach mohou byt zastoupeny také ve formé nukleosidi, nukleotidi
nebo glykosidii (Sakakibara, 2006). Byly pfipraveny i syntetické slouc¢eniny vykazujici
cytokininovou aktivitu, v piirodé ovSem nalezeny nebyly (Mok et al., 1982).

Po dlouhou dobu nebylo zcela jasné, jakym mechanismem jsou cytokininy
schopné podilet se na regulaci celé tfady dulezitych procesi. Aby mohl byt tento
mechanismus objasnén, bylo nutné najit drahy a komponenty podilejici se na percepci a

transdukeci cytokininového signalu.

2.4.1 Receptory, percepce a transdukce cytokininového signalu

V roce 2001 bylo zjisténo, ze cytokininovy signdl je pfijat a pfendSen pomoci systému
podobnému dvouslozkové signalni draze, ktera byla jiz dlouhou dobu znamé u
prokaryot a nizSich eukaryot (Hwang a Sheen, 2001). U dvouslozkového systému je
stimul pfijat histidin kinasou, kterd autofosforyluje reziduum histidinu (His) v kinasové
doméné. Signal je dale veden diky pienosu fosfo-skupiny na konzervované reziduum
kyseliny asparagové (Asp) pfijimaci domény regulatoru odpovedi (Stock et al., 2000;
West a Stock, 2001). U eukaryot transdukce cytokininového signalu z histidin kinasy na
regulator odpoveédi probiha pres vicekrokovy pienos fosfatové skupiny mezi His-Asp za
ucasti His fosfoptenasecového proteinu Hpt (His phosphotransfer protein) (obr. 7).

Jako prvni byl u modelové rostliny A. thaliana objeven receptor AHK4
(Arabidopsis histidin kinase 4), pivodné nezavisle izolovany jako woodenleg 1
(WOL1) a cytokinin response 1 (CRE1) (Inoue et al., 2001). Dalsimi receptory z A.
thaliana jsou AHK2 a AHK3. Zatimco AHK4 je exprimovan pfedev§im v kofenech,
AHK2 a AHK3 muzeme nalézt ve vSech hlavnich organech (Inoue et al., 2001,
Mahonen et al., 2000). Tyto tii receptory se skladaji z dvou az tfi transmembranovych

domén na N-konci, vysilaci domény a dvou pfijimacich domén (Yamada et al., 2001).
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Receptor lokalizovany v membrané s extracelularni vazebnou doménou CHASE
(cyclase/His kinase-associated sensing extracellular) rozpoznavajici cytokininy musi po
navazani ligandu vytvofit dimer, aby mohlo dojit k autofosforylaci histidinu v ramci
cytoplazmatické vysilaci domény. Nasleduje pienos fosfatové skupiny na asparagovou
kyselinu pfijimaci domény na C-konci receptoru a z ni na Hpt, ktery dale fosforyluje a

aktivuje regulatory odpovédi.
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AHPs / —l- H-el
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Obrazek 7: Schéma vedeni cytokininového signdlu fosforylacni kaskadou pfes cytokininovy
receptor AHK4/AHK2/AHK3 v modelové rostlingé Arabidopsis thaliana. Vazbou ligandu je
vyvolana dimerizace a autofosforylace. Fosfatovd skupina je pfenesena na AHP
fosfopfenaseCovy protein, ktery je timto aktivovan a dale pienasi fosfatovou skupinu
Z cytoplazmy do jadra na regulatory odpovédi ARR typu B. ARR typu B fidi transkripci genil
cytokininové odpovédi, mj. i regulatorti odpovédi typu A. ARR typu A mizou negativné nebo
pozitivné regulovat odpovéd na cytokininovy signal nebo dal§i signalni drahy interakci
s dal$imi proteiny. H, reziduum histidinu; D reziduum aspartatu; P, fosfatova skupina (prevzato
a upraveno z Heyl a Schmulling, 2003).
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Na dalSich krocich fosforylatni drahy se podili pét autentickych
fosfoptenasecovych proteini AHPs (Arabidopsis His phosphotransfer proteins) a 23
regulatord odpovédi ARRs (Arabidopsis response regulators). AHPs (AHP1-AHP5)
jsou vybaveny konzervovanymi aminokyselinami potiebnymi k pfenosu fosfatu
prostiednictvim konzervovaného His rezidua (Hutchison et al., 2006). Pseudo HPT
(AHP6) ma nahrazeny konzervovany His (Mahonen et al., 2006) a nemulze tedy
prenaset signal. ARRs se daji rozdélit podle sekvence kodujici ptijimaci doménu a
struktury C-terminalni domény na typ A, B, C a pseudo regulatory odpovédi (Kiba et
al., 2005; Schaller et al., 2007). ARRs typu A maji kratkou C-terminalni doménu a
exprese jejich genu je vyznamné zvySend v reakci na cytokininy (D'Agostino et al.,
2000). U ARRs typu B je soucasti C-konce DNA-vazebna doména a transaktivacni
doména regulujici transkripci gend aktivovanych cytokininy vcetné ARRsS typu A
(Mason et al., 2004). Exprese ARRs typu C neni transkripcné regulovana cytokininy.
Vsechny ARRs obsahuji konzervovana rezidua AMK potiebna pro fosforylaci pfijimaci
domény (Kiba et al., 2005). Pseudo ARRs tyto AMK postradaji a reguluji cirkadianni
rytmus (McClung, 2006).

Receptory u jeémene nebyly doposud studovany. Studium cytokininovych
receptorti a dal§ich komponent signalni fosforylacni drahy u ryZe prokazalo, Ze na rozdil
od ostatnich komponent signalni drahy cytokininti maji receptory evoluéné zachovanou

funkci a jsou si podobné u jednod€loznych i dvoudéloznych rostlin (Tsai et al., 2012).

2.4.1.1 Receptory cytokininii v modelovych rostlinach

V genomu A. thaliana je koédovano celkem 6 neethylenovych histidin kinas:
CRE1/AHK4, AHK2, AHK3, AtHKI1, CKIl a CKI2/AHKS, pticemz AHK1 je
potencionalni osmosenzor (Tran et al., 2007) a AtCKI1 a AtCKI2/AHKS jsou histidin
Kinasy nezavislé na cytokininech a jsou nepfimo zapojeny do cytokininové signalizace
(Kakimoto, 1996; Hejatko, 2009; Deng et al, 2010). Receptory CRE1/AHK4, AHK2 a
AHK3 maji vysoce homologni aminokyselinové sekvence. Extracelularni domény
vazajici cytokininy jsou identické z 60 % (Inoue et al., 2001).

U receptori AHK3 a CRE1/AHK4 byla zkoumdana ligandova specifita
kompetitivni vazebnou analyzou, kterou bylo zjiSténo, Ze oba receptory maji nejvyssi
afinitu pro tZ. Vys$i afinitu vykazoval pouze receptor CRE1/AHK4 pro iP. AHK3

vykazoval pro iP niZsi afinitu v porovnani s CRE1/AHK4, zatimco pro vSechny ostatni
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cytokininy vykazoval afinitu vyssi (Romanov et al., 2005; Romanov a Lomin, 2009;
Stolz et al., 2011). Témé&f pro vSechny cytokininy byla prokazana korelace mezi afinitou
receptoru a schopnosti aktivovat expresi gent cytokininové odpovédi (Spichal et al.,
2004; Romanov et al., 2006). Receptor AHK2 ma vazebné vlastnosti pfiblizné stejné,
jako receptor CRE1/AHK4 (Stolz et al., 2011).

V praci Higuchi et al. (2004) jsou popsany mutantni rostliny Arabidopsis
thaliana s narusenymi geny pro jednotlivé receptory, diky ¢emuz byla odvozena funkce
téchto receptord. Bylo zjisténo, Zze receptory AHK2 a AHK3 jsou exprimovany
ptedevs§im v nadzemnich castech Arabidopsis, zatimco CREI/AHK4 je exprimovan
hlavné v kofenech. Analyza jednotlivych mutantti crel, ahk2 a ahk3 ukazala, Ze je
rostlina schopna tvofit orgdny bez jednoho receptoru. Zaroven bylo ale diky analyze
vSech tii kombinaci dvojitych mutantt zjisténo, ze jeden funk¢ni receptor neni
dostacujici pro tvorbu organi. U crel mutanta doslo k vyrazné kompromitaci tvorby
kalusu. Proto se pfedpoklada, ze CRE1 hraje dilezitou roli pifi dediferenciaci.
Zajimavosti je, Ze u trojitého mutanta bez jediného funk¢niho receptoru bylo vytvofeno
embryo a vyrostla sazenice, coz vede k zamysleni, zda jsou cytokininy opravdu klicové
pro vyvoj rostliny, nebot zaroveil nedoSlo k indukci exprese genti cytokininové
odpoveédi.

V kukufici se vyskytuji orthologni formy cytokininovych receptori k t€ém
v Arabidopsis thaliana (Yonekura-Sakakibara et al., 2004), coz naznacuje, ze se tyto
receptory rozdélily na tfi isogeny jest¢ pred rozdélenim rostlin na jednodélozné a
dvoudélozné. ZmHK1 je orthologem CRE1/AHK4, ZmHK?2 je orthologem AHKS3 a
ZmHKa3 je orthologem AHK2. Ligandova specifita a lokalizace receptortl v kukufici je
témét shodna jako pro jejich orthology v Arabidopsis thaliana.

U ryze byly identifikovany ctyfi histidin kinasy s funkci cytokininovych
receptord: OsHK1 — 4 (Du et al., 2007). Tyto histidin kinasy vykazuji 50% - 62%
identitu s receptory z husenicku (Pareek et al., 2006). Receptor OsHK1 je funk¢nim i
strukturnim orthologem CKI1 duleZitym pii megagametogenesi (Ito a Kurata, 2006).
Histidin kinasa OsHKL1 pravdépodobné ztratila funkci cytokininového receptoru
Vv ryzi. Fylogeneticka analyza prokdzala shodu 1:1 mezi histidin kinasami z husenicku,

kukuftice a ryze (Obr. 8).
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Obrazek 8: Fylogeneticky strom histidin kinas z husenic¢ku, kukufice a ryze sestrojeny pomoci
bootstrap testu v programu MEGA 3.1. Cisla u jednotlivych vétvi vyjadiuji konfidenéni
hodnoty (pievzato a upraveno Du et al., 2007).

2.4.1.2 Receptor HVHK3
Je¢menny receptor HVHK3 je orthologem AHKS3 zhuseni¢ku, AHK2 Zadného

orthologa nema, zatimco AHK4 ma orthologni receptory v je¢meni rovnou dva (Obr. 9)
(Tsai et al., 2012).

Zatimco o receptoru HVYHK3 toho neni moc znamo, v praci Kim et al. (2006)
bylo prokazano, ze jeho ortholog AHKS je zapojen v kontrole oddaleni senescence listt
diky specifické fosforylaci regulatoru odpovédi ARR2. Unikétni funkce tohoto
receptoru byla prokazana diky pfipravé mutanta A. thaliana orel2-1, u kterého byla
pozorovany opozdéné piiznaky senescence jako je Zloutnuti listl a zména jeho
architektury listu. Mutace byla provedena v extracelularni doméné, u které se
pfedpoklada, Ze je vazebnym mistem pro cytokininy. Konstitutivni cytokininova
odpovéd’ byla pravdépodobné zplisobena konstitutivné aktivnim stavem ore12-1, ktery
byl strukturné upraven tak, aby piipominal AHK3 s navazanym cytokininem. Navic
oddaleni senescence listi bylo znacné omezené u mutanta s umléenym receptorem
AHK3, coz ptispélo k zavéru, ze pravé tento receptor je za oddaleni senescence lista
zodpovédny.

Receptor HVHK3 je zminén v praci Pospisilova et al. (2016), ktera se zabyvala
pfipravou transgennich rostlin je€mene s overexprimovanym genem Cytokinin
dehydrogenasy 1 (AtCKX1) pochazejici z A.thaliana pod kontrolou kofenové
specifického promotoru B-glykosidasy z kukuifice. U obou genotypt, VAICKX1
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s lokalizaci proteinu CKX1 do vakuoly, i CAtCKX1 s predikovanou lokalizaci do
cytosolu, byla prokazana zvysena tolerance vici stresu vyvolaného suchem. Hloubkova
analyza transkriptomu 6 tydnua starych kofent po revitalizaci odhalila u obou genotypt
snizenou expresi genu kodujictho jeden z cytokininovych receptori HVHK3
(MLOC_44452).

Porovnani dat zanalyzy transkriptomu a price =zabyvajici se studiem
transgennich rostlin A. thaliana s uml¢enymi geny ahk2 a ahk3 (Tran et al., 2007)
prispélo k zavéru, ze obecny mechanismus zvysené tolerance vic¢i suchu je spojen se
snizenou citlivosti vic¢i cytokininim, ¢ehoz miize byt dosazeno vypnutim genil
kodujicich cytokininové receptory nebo zvysenou expresi genu CKX (Vojta et al.,
2016). Jako logicky dusledek vznikl zdjem pfipravit transgenni rostliny je¢mene
s uml¢enym genem pro cytokininovy receptor HYHK3, aby mohl byt zkouman jeho vliv

na piipadny fenotyp rostlin je¢mene.
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Obrazek 9: Fylogeneticky strom zobrazujici vztahy mezi histidin kinasami podilejicich se na
percepci cytokininového signalu z Arabidopsis thaliana (AHK), ryze (OsHK) a je¢mene
(MLOC_). AHK1 je potencionalni osmosenzor, AtCKI1 a AtCKI2 jsou histidin kinasy
nezavislé na cytokininech a jsou nepiimo zapojeny do cytokininové signalizace (Pfevzato a
upraveno Vojta et al., 2016).
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2.5 NavrzZeni strategie pro umlcéeni HvHK3 v je¢meni
Pro umlceni funkce je¢menného cytokininového receptoru HvHK3 byla vybrana

metoda interference RNA s pouzitim vlasenky hpRNA. K transformaci je¢mene za
ucelem umlcéeni jeho HVHK3 genu byl vybran binarni vektor pBract207 (Obr. 10) z
John Innes centra (Norwich, Velka Britanie), ktery obsahuje tzv. umlovaci kazetu se
dvéma rekombina¢nimi misty. Po rekombinaci fragmentu se sekvenci homologni k ¢asti
genu, ktery ma byt umlcen, do obou rekombinacnich mist je umlcovaci kazeta
Vv transgennim je¢meni schopna tvofit hpRNA. Pfi vybéru sekvence daného genu, ktera
byla pouzita pro umléeni, bylo nutné fidit se nékolika pravidly. Doporuc¢ena idealni
délka této sekvence je 300 — 800 bp (Helliwell et al., 2005). Ovsem vlasenka by se m¢la
vytvofit 1 pii velikosti sekvence v rozmezi 100 — 1000 bp. V piipadé receptoru HvHK3
bylo navic tfeba dodrzet pravidlo 18 nukleotidl, kterymi se vybrana sekvence lisila od
sekvenci dalSich dvou cytokininovych receptorti, které jsou v je¢menném genomu
kédovany a jejichz sekvence mize byt podobna. V opacném piipadé by mohlo dochazet

k umlceni vSech receptorti, coz neni cilem této prace.

Sekvence vSech tii receptorii byly ziskany z databaze NCBI a veSkera prace
tykajici se jejich sekvence probihala v programu BioEdit verze 7.2.5.0 (Hall, 1999).
Sekvence (dale jako sekvence/fragment HVHKS3I) byla vybrana tak, ze byla sloZena ze
187 bp na 3'-konci kédujici sekvence genu a 101 bp 3'-UTR oblasti. Pro amplifikaci této
sekvence z cDNA je¢mene musely byt navrzeny primery HvHK3i fw s pfidanym
restrikénim mistem pro endonukleasu Sall a HvHKS3i_rev spfidanym restrikénim
mistem pro endonukleasu Notl (Tab. 1). Restrikéni mista byla k sekvencim primert
pfiddna, aby byla usnadnéna prace s klonovanim fragmentu. Zaroveii musela byt
dodrZena podminka, Ze v sekvenci fragmentu se restrikéni mista pro tyto endonukleasy
nevyskytuji. Primery byly navrzeny Spomoci on-line aplikace biokalkulatoru firmy

Metabion (http://www.metabion.com/) tak, aby mély velikost ~ 20 bp, obsah GC byl do

50 %, teplota tani (Tm) byla maximalné 58 °C a zarovei se jejich Tm neliSila o vice nez

2 °C.
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Obrazek. 10: Binarni vektor pBract207; v ¢ervenych rameécich jsou znazornény rekombinaéni
mista attR1 a attR2, mezi které byly rekombinaci vneseny fragmenty o pozadované sekvenci,
zprostiedkovavajici samotné umlceni genu; zelené Sipky ukazuji selekéni ccdB gen, ktery je pii
rekombinaci nahrazen fragmenty HvHK3i a neni poté pro bakterie letalni; v zelenych rameccich
se nachazi IV2 intron a ubikvitinovy promotor z kukufice, pod kterym probihd exprese
umlcovaci kazety. Primery na ubikvitinovy promotor a IV2 intron slouzily k ovéfeni
rekombinace; K ovéfeni rekombinace dale slouzila restrikéni mista pro Sacl, oznacena
fialovymi ramecky. Modrymi ramecky jsou oznaCeny geny zodpovédné za rezistenci
transformantd vici timentinu a hygromycinu.

Postup piipravy mutantni linie hvhk3 dokumentuje obrazek ¢. 11A. Nejprve bylo
nutné pripravit binarni vektor pBract207 s konstruktem Ubi:: uml¢ovaci kazeta HYHK3,
kterym byly transformovany bakterie Agrobacterium tumefaciens kmene AGLI.
S vyuzitim téchto bakterii pak byla transformovana nezrald embrya jecmene. Byla nutna
selekce regenerovanych rostlin, jejich ovéfeni a charakterizace, aby bylo mozné
stanovit, ze byla pfipravena mutantni linie hvhk3 sumléenym cytokininovym
receptorem HvHKS3.

Strategie klonovani a pfiprava binarniho vektoru (Obr. 11B) se skladala
z nasledujicich krokd. Sekvence HvHK3i byla amplifikovana pomoci PCR se
specifickymi primery ze zrna je¢mene. S pouzitim UA hybridizace byla zaklonovana
nejdiive do vektoru pDrive, nasledné pomoci restrikce nukleasami Sall a Notl
pteklonovana do vektoru pEntrl A, a nakonec s vyuzitim LR rekombinace do vektoru
pBract207. VSechny kroky klonovani byly ovéfeny restrikéni analyzou. V piipadé
klonovani do vektord pDrive a pBract207 byla ptitomnost sekvence HVHK3i ovéfena

navic sekvenaci.
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Obrazek 11: (A) Schéma postupu piipravy mutantni linie je¢mene hvhk3 sumléenym
cytokininovym receptorem HvHK3. (B) Schéma strategie klonovani a piipravy binarniho
vektoru pBract207 pro uml¢eni cytokininového receptoru HYHK3. K umléeni receptoru HvHK?3
byla vybrana sekvence z genu HvVHK3 o velikosti 288 bp, kterd byla amplifikovana z cDNA
zrna jeémene s pomoci specialné navrzenych primert. Sekvence HVHK3i byla pomoci UA
hybridizace zaklonovana do vektoru pDrive. Pro klonovani sekvence do vektoru pEntrl A byla
vyuzita restrikce endonukleasami Sall a Notl. Pro ptipravu binarniho vektoru pBract207 byla
pouzita LR rekombinace. Sekvence HVHKS3I je ve vektorech znazornéna Eervené. Zelené jsou
znazornény promotory, modie geny rezistence vuci antibiotikiim. OranZové jsou znazornény
transkrip¢ni terminac¢ni sekvence.
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3 EXPERIEMNTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Biologicky material a enzymy

Agrobacterium tumefaciens AGL1

dNTP Mix firmy Fermentas (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)

GeneRullerTM 1 kb DNA ladder firmy Fermentas (Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA)

GeneRullerTM 1 kb plus DNA ladder firmy Fermentas (Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA)

Chemicky kompetentni E. coli TOP10

Je¢men Hordeum vulgare, kultivar Golden Promise (John Innes centra, Norwich, Velka
Britanie)

LR klonasa Il (Invitrogen, Life Technologies, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)
Phusion ® High-Fidelity DNA polymerasa a 5x phusion HF pufr (New England
BioLabs, MA, USA)

Proteinasa K (Invitrogen, Life Technologies, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)
Pufr 10x CutSmart (New England BioLabs, MA, USA)

Pufr 10x EcoRI (New England BioLabs, MA, USA)

Restrikéni endonukleasa ECORI-HF (New England BioLabs, MA, USA)

Restrikéni endonukleasa Notl (New England BioLabs, MA, USA)

Restrik¢ni endonukleasa Sacl-HF (New England BioLabs, MA, USA)

Restrikéni endonukleasa Sall (New England BioLabs, MA, USA)

Restrikéni endonukleasa Xhol (New England BioLabs, MA, USA)

RevertAid H Minus M-MULYV reverzni transkriptasa a 5x RT pufr (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA)

T4 DNA ligasa a 10x pufr firmy Life Technologies (Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA)
Taq DNA polymerasa a 10x PCR pufr (Smehilova, 2004)

Vektor pBract207 (John Innes centra, Norwich, Velka Britanie)

Vektor pDrive (Obr. 12) firmy Qiagen (Hilden, Némecko)

Vektor pEntrlA (Obr. 13) firmy Invitrogen, Life Technologies (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA)
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Obrazek 12: Schéma vektoru pDrive. ,,U“ znaci konce linearizovaného vektoru
s presahujicimi uridiny pro UA hybridizaci s fragmentem s ptesahujicimi adenosiny.
V okoli téchto koncii se nachazi multiklonovaci misto rozpoznavané restrik¢nimi
endonukleasami v&etné ECORI na obou koncich a na jednom konci Sall a Notl. Cervena
Sipka znaci gen LacZ. Soucésti vektoru jsou geny zodpovédné za rezistenci vici
kanamycinu a ampicilinu.

EcoR |

Obrazek 13: Vektor pEntrlA; fialovym rameckem je oznaceno restrikéni misto enzymu Xhol,
které je soucasti multiklonovaciho mista. Jeho soucasti je také selekéni ccdB gen, ktery je pro
bakterie letalni, ovSem pii klonovani do tohoto mista je nahrazen fragmentem HvHK3i a neni
poté pro transformované bakterie nadale letalni. Po stranach multiklonovaciho mista se
nachazeji rekombinaéni mista attL1 a attL2. Vektor obsahuje také gen pro rezistenci vici
kanamycinu, T1 a T2 jsou transkrip¢ni terminacni sekvence, chranici pted expresi klonovaného
genu, diky ¢emuz je omezena piipadna toxicita.
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3.1.2 Primery

Primery byly rozpustény v nuclease-free vodé aby byla koncentrace zasobniho roztoku

primeri 100 uM. Ze zasobniho roztoku byly pfed PCR primery nafedény 10x resp. 20x

na koncentraci 10 uM resp. 5 puM. Seznam vSech pouzitych primert, jejich sekvence i

teploty tani (Tm) jsou piehledné uvedeny v Tab. 1.

VétSina primert byla ptipravena firmou Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

s vyjimkou primera ACT, které byly ptipraveny firmou Metabion international AG
(Mnichov, Némecko).

Tab. 1: Prehled pouzitych primerd, jejich sekvenci ve sméru 5' - 3' a jejich teplot tani. U

primerd HvHK3i jsou malymi pismeny vyznacena piidand mista pro restrikéni endonukleasy a

tii nukleotidy na 5' — konci.

Nazev Sekvence Tm [°C]
HVHK3i_fw 5' - taagtcgacTCCACCAGAATGTGCTAAC - 3 55
HVHKS3i_rev 5' - ttagcggccgc TACTCTTGGGAGCACTGC - 3' 56
Ubi_fw 5 -TGCTCACCCTGTTGTTTGGTGTTA -3 64
IV2_fw 5 -GCTTCTACCTTTGATATATATATAATAATT - 59
Hygro_fw 5'- GAATTCAGCGAGAGCCTGAC - 3' 59
Hygro_rev 5'- GAATTCAGCGAGAGCCTGAC - 3 59
HvHK4-1_fw 5' - GCGACCTATGAAGAGTGTATGAAATC -3 65
HvHK4-1_rev 5'- CCACTAATCTGGAGACTGCTTGGT -3 65
HvHK4-2_fw 5'- AGGTGGAGTGCGTGGAGAGT - 3' 63
HVHK4-2_rev 5' - TCCATTAGACAGAGATCAAACTTGTGT - 3 64
HVHK3_fw 5'— TCCACCAGAATGTGCTAACGTT -3 60
HVHKS_rev 5' - GTGCTCATATGTTGCCTGGATAAC - 3 64
HVAKT _fw 5'-TTGACCTCCAAAGGAAGCTTTCT - 3' 61
HVAKT _rev 5' - GGTGCACCTGGCTGTTGA - 3' 58
HVEF2_fw 5'- CCGCACTGTCATGAGCAAGT - 3' 60
HVEF2_rev 5'- GGGCGAGCTTCGATGTAAAG - 3 60
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3.1.3 Chemikalie

Acetosyringon (Fluka, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Agar pro bakterie (Himedia, Bombaj, Indie)

Agarosa (Amresco, Solon, OH, USA)

Bromfenolova modi (Fluka, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Biotin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Dicamba (Duchefa, Haarlem, Nizozemsko)
2,4-dichlorofenoxyoctova kyselina (Duchefa, Haarlem, Nizozemsko)
Dimethylsulfoxid (Duchefa, Haarlem, Nizozemsko)

Dodecylsiran sodny (Penta, Chrudim, Ceska Republika)

Dusi¢nan amonny (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Ethanol 96% (Lach-Ner, Neratovice, Ceska Republika)

Ethidium bromid (NeoLab, Heidelberg, Némecko)
Ethylendiamintetraoctova kyselina (Penta, Chrudim, Cesk4 Republika)
Fytagel (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Glycerol (Lach-Ner, Neratovice, Ceska Republika)
Hydrogenfosfore&nan draselny (Lach-Ner, Neratovice, Ceska Republika)
Hydroxid draselny (Lach-Ner, Neratovice, Ceska Republika)
Hydroxid sodny (Penta, Chrudim, Cesk4 Republika)

Hygromycin B (Roche, Praha, Ceska Republika)

Chlorid draselny (Lach-Ner, Neratovice, Ceska Republika)

Chlorid hotecnaty (Promega, WI, USA)

Chlorid sodny (Lach-Ner, Neratovice, Ceska Republika)

Chlornan sodny (Fluka, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Chloroform (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Isopropanol (MACH Chemikalie, Ostrava-Hrusov, Ceska Republika)
Kanamycin monosulfat (Duchefa, Haarlem, Nizozemsko)

Kasein hydrolyzat (Duchefa, Haarlem, Nizozemsko)

Kvasni¢ny extrakt (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Kyselina L-glutamova (Duchefa, Haarlem, Nizozemsko)

Kyselina octova (Lach-Ner, Neratovice, Ceska Republika)

Kyselina chlorovodikova (Lach-Ner, Neratovice, Ceska Republika)
Maltosa (Duchefa, Haarlem, Nizozemsko)
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Mannitol (Penta, Chrudim, Ceska Republika)

MS basal salt mix (Duchefa, Haarlem, Nizozemsko)

MS basal salt mix bez NH4NOj; (Duchefa, Haarlem, Nizozemsko)
Myo-inositol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Octan draselny (Penta, Chrudim, Ceska Republika)
Polyethylenglykol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Prolin (Duchefa, Haarlem, Nizozemsko)

Nuclease free voda (Qiagen, Hilden, Némecko)

Sacharosa (Lach-Ner, Neratovice, Ceska Republika)

Siran hofeénaty (Penta, Chrudim, Ceska Republika)

Thiamin HCI (Fluka, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Timentin (Duchefa, Haarlem, Nizozemsko)

Trans-zeatin (Olchemim, Olomouc, Cesk4 Republika)

Tris (Duchefa, Haarlem, Nizozemsko)

Triton™ X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Trypton (Duchefa, Haarlem, Nizozemsko)

Xylencyanolova FF modt (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

3.1.4 Média a roztoky

1% (w/v) agarosovy gel:

1 g agarosa, 100 ml 1x TAE pufr

10x PCR pufr:

100mM Tris/HCI, 500mM KCI, 20mM MgCl,6H,0, 1 g/l Triton™ X-100; pH = 9,0
DNA-nanéseci pufr:

500 mg/l bromfenolova modt, 500 mg/l xylencyanol FF modt, 10 g/l SDS, 25% (v/v)
glycerol

Extrak¢éni puf pro izolaci gDNA:
200 mM Tris/HCI, 250 mM NacCl, 25 mM EDTA, 0,5 % SDS, pH=7,5

Kalus-indukéni médium:

4,3 g/l MS basal salt base, 30 g/l maltosa, 1,0 g/l kasein hydrolyzat, 350 mg/l myo-
inositol, 690 mg/l prolin, 1,0 mg/l thiamin HCI, 2,5 mg/l dicamba, 3,5 g/l fytagel, 50
mg/l hygromycin, 160 mg/I timentin, pH =5,8
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LB agar:
10 g/l trypton, 5 g/l kvasni¢ny extrakt, 10 g/l NaCl, 15 g/l agar pro bakterie; pH = 7,0

LB médium:

10 g/l trypton, 5 g/l kvasni¢ny extrakt, 10 g/l NaCl, pH =7,0

MGL agar:

2,5 g/l kvasni¢ny extrakt, 5 g/l trypton, 5g/l NaCl, 1 g/l L-glutamova kyselina, 5 g/l
mannitol, 250 mg/l K;HPO,4, 100 mg/l MgSQO,4-7H,0, 10 ul biotin (zasobni roztok 0,1
mg/l), 15 g/l agar pro kultivaci bakterii; pH = 7,0

MGL médium:

2,5 g/l kvasni¢ny extrakt, 5 g/l trypton, 5g/l NaCl, 1 g/l L-glutamova kyselina, 5 g/l
mannitol, 250 mg/l K;HPO,4, 100 mg/l MgSQ,4-7H,0, 10 ul biotin (zasobni roztok 0,1
mg/l); pH=7,0

Otto 1

0.1 M kyselina citréonova, 0.5% (v/v) Tween 20

Otto 2

0.4 M Na2HPO4

Regeneracni médium:

2,7 g/l MS basal salt base (bez NH;NO3), 20 g/l maltosa, 165 mg/l NH4NO3, 750 mg/I
glutamin, 100 mg/l myo-inositol, 0,4 mg/l thiamin HCI, 3,5 g/l fytagel, 50 mg/l

hygromycin, 160 mg/l timentin, pH = 5,8

Roztok P1:

50 mM Tris/HCI, 10 mM EDTA, pH = 8,0; 0,1 mg/ml RNasa A

Roztok P2:

0,2 M NaOH, 1% SDS

Roztok P3:

3 M octan draselny; pH = 5,5

SOC médium:

2 % trypton, 0,5% kvasni¢ny extrakt, 10 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO,, 20
mM glukosa

TAE pufr:

70mM Tris/CH3COOH, 1mM EDTA,; pH = 8,0

Tranzitni médium:

2,7 g/l MS basal salt base (bez NH4NO3), 20 g/l maltosa, 165 mg/l NH4;NO3, 750 mg/I
glutamin, 100 mg/l myo-inositol, 690 mg/l prolin, 0,4 mg/l thiamin HCI, 2,5 mg/l
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2,4-dichlorofenoxyoctova kyselina, 0,1 mg/l 6-benzylaminopurin, 3,5 g/l fytagel, 50
mg/l hygromycin, 160 mg/I timentin, pH = 5,8

3.1.5 Kity

Kit Wizard® SV gel and PCR clean-up system (Promega, WI, USA)

Magnetické kulicky Agen® Court RNAClean® XP (Beckman Coulter, Brea, CA, USA)
RNAqueous® kit (Life Technologies, Praha, CR)

TRI Reagent® kit (Life Technologies, Praha, CR)

TURBO DNA-free™ kit (Life Technologies, Praha, CR)

3.1.6 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy 5034/120 (Nahita-Auxilab, Berian, Spanélsko)

Automatické pipety Eppendorf (Hamburk, Némecko)

Centrifuga 5417R (Eppendorf AG, Hamburg, Némecko)

Centrifuga 5427R (Eppendorf AG, Hamburg, Némecko)

Centrifuga Hettich mikro 120 (Hettich LT, Massachusetts, USA)

Centrifuga Micro 1730R (Labogene ™, Lynge, Déansko)

Centrifuga NF 400 (Merci s.r.0., Brno, Ceskéa Republika)

Digestot Forlab (BLOCK, Valagské Meziii¢i, CR)

Digitalni vahy PFB (Kern & Sohn, GmbH, Balingen, Némecko)

Dokumentaéni systém Gel Doc™ EZ (Bio-Rad, Kalifornie, USA)

Elektroforeticka komurka Agagel Standart (Biometra, Goettingen, Némecko)
Elektromagneticka michacka RH basic 2 IKAMAG ® (IKA®-Werke GmbH & Co. KG,
Staufen, Némecko)

Elektronické vahy PK-352 (Denver Instrument, New York, USA)

Elektroporator ECM399 (BTX, USA)

Fytokomora E-41L2 (Perry, IA, USA)

Inkubator Incubat 85 (Melag, Berlin, Némecko)

Inkubator POLL-Ltd (POLL Lab, Bielsko-Biala, Polsko)

Inkubator SI-900R (Jeia Tech, Soul, Korea)

Konfokalni mikroskop Zeiss LSM710 s ptidavnym piezzo-stolkem (Zeiss, Oberkochen,
Némecko), Zeiss ZEN software

Kulovy mlynek MM400 (Retsch GmbH, Verder international B.V., Vleuten,

Nizozemsko)

33



Laminarni box Polaris 72 (Adaye Danesh Afarin — ADACo, Teheran, Iran)
Laminarni box FlowFAST H (Faster S.r.1., Cornaredo, Italie)

Laminarni box SCS 2-6118 (Merci s.r.o., Brno, Ceska Republika)

Magnetické michacky RH basic (IKA, Staufen, Némécko)

Parni autokldv Sterivap HP IL (BMT Medical Technology s.r.o. Brno, Ceska
Republika)

pH metr 3503 Bench (Jenway — Bibby Scientific Limited, Staffordshire, UK)
Pratokovy cytometr CyFlow (Sysmex-Partec, Gorlitz, Némecko)

Ristova komora MLR-352-PE (Panasonic Healthcare Holdings Co., Ltd., Tokyo,
Japonsko)

Spektrofotometr NanoDrop Lite (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)
Termocykler StepOnePlus (Applied Biosystems, Life Technologies, Praha, CR)
Termocykler T-Gradient (Biometra, Goettingen, Némecko)

Termocykler T-personal (Biometra, Goettingen, Némécko)

Termocykler ViiA 7 (Applied Biosystems, Life Technologies, Praha, CR)
Termoblok CHB-202 (Alpha Laboratories Ltd., Eastleigh, Hampshire, UK)
Termoblok MC-01-N (Major Science, Saratoga, USA)

Transiluminator UVT-20S (Herolab, Wieslach, Nemécko)

Vortex MS3 digital (IKA, Staufen, Némécko)

Vortex VSM-3 (Shelton Scientific, Shelton, CT, USA)

Zdroj napéti pro elektroforézu MS300V (Major Science, Saratoga, CA, USA)

3.1.7 Programy

Bioedit verze 7.2.5.0 (Hall, 1999)

Image Lab™ Software verze 5.1 (Bio-Rad, Kalifornie, USA)

pDraw32 verze 1.1.0.132 (AcaClone Software)

StepOne™ softwar (Applied Biosystems, Life Technologies, Praha, CR)
ViiA™ 7Software (Applied Biosystems, Life Technologies, Praha, CR)
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3.2 Metody

3.2.1 Kultivace bakterii

Aby byla zachovana podminka sterility, byly vSechny kultury roztirany na misky a
inokulovany do médii v laminarnim boxu. Kultury Escherichia coli byly kultivovany na
pevném LB médiu pod selekénim tlakem kanamycinu (100 mg/l) pfi teploté 37 °C ptes
noc. Pii inokulaci do tekutého LB média byly navic umistény na tfepacku pii 180 rpm.
Kultury Agrobacterium tumefaciens byly kultivovany na pevném MGL médiu pod
selek¢énim tlakem kanamycinu (100 mg/l) a zaroven rifampicinu (50 mg/1) pti 28 °C po
dobu dvou az tfi dnl. V piipadé€ inokulace do tekut¢ého MGL média byly navic umistény

na tiepacku piti 180 rpm pies noc.

3.2.2 Izolace plasmidové DNA

Plasmidova DNA byla izolovana z bakterii E. coli a A. tumefaciens podle stejného
postupu. 1,5 ml bakteridlni kultury inkubované ptfes noc bylo pfevedeno do 1,5 ml
mikrozkumavky a centrifugovano pii 5000 g po dobu 2 minut. Supernatant byl odlit,
zatimco bakterialni pelet byl resuspendovan pomoci vortexu v 0,3 ml roztoku P1.
K suspenzi bylo pfidano 0,3 ml roztoku P2 a obsah mikrozkumavky byl promichén
nékolikerym pfevrdcenim nésledovanym inkubaci pii laboratorni teplot¢ po dobu 5
minut. Dale bylo ke smési pifidano 0,3 ml roztoku P3 a mikrozkumavka byla
promichana né€kolikerym pfevracenim a inkubovana 5 minut na ledé. Nasledovala
centrifugace pifi 14000 g po dobu 10 minut. Supernatant byl pro ucely dalsi prace
pfeveden do nové mikrozkumavky a bylo k nému ptidano 0,6 ml isopropanolu. Smés
byla opét centrifugovana pii 14000 g po dobu 10 minut a supernatant by odlit. Vznikly
pelet DNA byl promyt 0,5 ml 70% ethanolu vychlazeného na — 20°C. Nasledovala
centrifugace pti 14000 g po dobu 5 minut a supernatant byl odstranén. Zbytky ethanolu
byly jesté jednou zcentrifugovany a odpipetovany a takto promyty pelet DNA byl
ponechan v digestofi po dobu minimalné 20 minut, aby se vysuSil. DNA byla
pipetovanim rozpusténa v 20 — 40 ul nuclease-free vodé. Takto pfipravena plasmidova

DNA byla uchovéana v mrazaku pfi teploté -20°C.
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3.2.3 Purifikace DNA
K preciSténi DNA byl pouzit laboratorni kit firmy Promega, ktery je vhodny pro
purifikaci DNA po PCR, po izolaci plasmidové DNA i po vyfiznuti DNA z gelu. Pti

kazdé purifikaci bylo postupovano dle navodu dodaného vyrobcem.

3.24 PCR

Polymerasova ftetézova reakce byla vyuzita pro amplifikaci pozadované sekvence
s pomoci navrzenych primerd HVHK3i fw a HvHK3i rev z cDNA zrna je¢mene. PCR
reakce probihaly v 200 ul mikrozkumavkach se slozenim popsanym v Tab. 2.
Podminky v termocykleru byly nastaveny pro vSechny reakce stejné (Tab. 3). Pii
amplifikaci pozadované sekvence zCDNA ze zrna pred klonovanim bylo pted
zavérenou elongaci do reakce pfidano 0,5 pl Taq polymerasy, ktera piidava na 3'

konec PCR produktu pfesahujici adenosin.

Tab. 2: Slozeni reakéni smési pro PCR pro amplifikaci sekvence genu vybrané pro RNAI.

Slozka Koncentrace Objem [pl] Vysledna koncentrace
Templatova DNA 2 ng/ul; 20 ng/pl 2,50 0,2 ng/ul; 2,0 ng/ul
primer fw 5uM 2,50 0,5 uM
primer rev 5 uM 2,50 0,5 uM

dNTP 10 mM 0,50 0,2mM
Phusion HF pufr 5x 5,00 1x

Phusion HF polymerasa 2 U/l 0,25 5 U/ml
ddH,0 - 11,75 -

celkem 25,00

Tab. 3: Podminky PCR pro amplifikaci sekvence genu vybrané pro RNAI.

Krok Teplota [°C] Cas
1. Pocatecni denaturace 98 30s
2. Denaturace 98 5s
3. Hybridizace primert T 10s
4. Elongace 72 155
5. Zavéretna elongace 72 5 min
6. Ochlazeni 10 2 min
Kroky 2-4 byly opakovany 25x

Pro ovéfeni GspéSné LR rekombinace do obou rekombinacnich mist vektoru
pBract207 byla nastavena PCR reakce s kombinacemi primert Ubi_fw s HYHKS3i_rev a
IV2_fw s HYHKS3i_fw. Reakce byly nastaveny podle Tab. 4 a podminky v termocycleru
podle Tab. 5.
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Tab. 4: Slozeni reakéni smési pro PCR pro ovéfeni rekombinace a piitomnost pozadované
sekvence v obou mistech uml¢ovaci kazety vektoru pBract207.

Slozka Koncentrace Objem [ul] Vysledna koncentrace
Templat DNA ~0,3-0,5 pg/ul 1,00 ~0,30-0,50 pg
primer fw 10 uM 1,00 0,50 uM
primer rev 10 uM 1,00 0,50 uM
dNTP 10 mM 0,50 0,25 mM
Phusion HF pufr 5x 4,00 1x

Phusion HF polymerasa 2 U/ 0,10 1 U/ml
ddH,0 - 12,40 -

celkem 20,00

Tab. 5: Podminky PCR pro ispésné rekombinace.

Krok Teplota [°C] Cas

1. Pocatecni denaturace 98 2 min
2. Denaturace 98 30s

3. Hybridizace primert T 15s

4. Elongace 72 20s

5. Zavéretna elongace 72 5 min
6. Ochlazeni 10 2 min
Kroky 2-4 byly opakovany 34x

Pro ovéfeni uspé$né transformace jeCmene byla PCR analyze podrobena genomova
DNA z listti regenerovanych rostlin. K tomuto ucelu byly pouzity primery Hygro fw s
Hygro rev, diky kterym je amplifikovana ¢ast sekvence genu hpt o velikosti 557 bp.
Gen hpt je soucasti vektoru pBract207 a uziva se k selekci transformantti. Déle byly
pouzity primery Ubi_fw sHvVHKS3i_rev a IV2_fw sHvHK3i fw pro ovéfeni
pritomnosti obou ¢asti umlcovaci kazety. Slozeni reak¢éni smési je ukazano v Tab. 6 a

podminky v termocycleru byly nastaveny dle Tab. 7.

Tab. 6: Slozeni reakéni smési pro PCR pro ovéfeni transformace je¢mene.

Slozka Koncentrace Objem [pl] Vysledna koncentrace
Templat DNA 0,1-0,2 pg/ul 2,00 20-40ng
primer fw 10 uM 0,10 0,10 uM
primer rev 10 uM 0,10 0,10 uM
dNTP 10 mM 0,10 0,10 mM

PCR pufr 5X 2,00 1x

MgCl, 25 mM 1,00 2,50 mM

Tag DNA polymerasa - 0,10 -

ddH,0 - 5,60 -

celkem 10,00
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Tab. 7: Podminky PCR pro ovéteni transformace je¢mene.

Krok Teplota [°C] Cas
1. Pocatecni denaturace 95 2 min
2. Denaturace 95 30s
3. Hybridizace primerQ Tm 15s
4. Elongace 72 20s
5. Zavére¢na elongace 72 5 min
6. Ochlazeni 10 2 min
Kroky 2-4 byly opakovany 34x

3.2.5 Klonovani do vektoru pDrive

Produkt PCR byl purifikovan pomoci kitu Wizard SV gel and PCR clean-up system
firmy Promega dle protokolu dodané¢ho vyrobcem a nasledné zaklonovan do vektoru
pDrive nastavenim reakce podle Tab. 8. Reakce byla inkubovana pti 16 °C po dobu 30
minut. Po inkubaci byla reakéni smés transformovana do chemokompetentnich bunek
E. coli TOP10.

Vektor pDrive je vyrobcem dodavan v linearizované formé s presahujicimi
uridiny na koncich, diky ¢emuz dochazi k hybridizaci s PCR produktem s ptesahujicimi
adenosiny. Vektor je navrzen tak, ze umoznuje selekci transformanti pomoci rezistence
vici kanamycinu nebo ampicilinu a také tzv. blue/white screening, které funguje na
principu naruseni genu LacZ po ligaci pozadovaného fragmentu. Gen LacZ koduje B-
galaktosidasu, kterd je schopnd hydrolyzovat X-Gal za tvorby modrého produktu
5-bromo-4-chloro-3-indoxyl. Proto kolonie, u kterych byla transformace tsp€sna, maji
barvu bilou, zatimco netransformované bakterie jsou modré. Spole¢né s X-Gal se do
kultivacniho média ptidava IPTG indukujici LacZ operon. V okoli klonovaciho mista se
také nachdzi rozpoznavaci mista mnoha restrikénich endonukleas pro jednoduché

klonovani do dalsich vektoru.

Tab. 8: Slozeni reakéni smési pro zaklonovani PCR produktu do vektoru pDrive s vyuzitim UA
klonovani.

Slozka koncentrace Objem [ul] Vysledna koncentrace
Vektor pDrive 50 ng/pl 1 5 ng/ul
Produkt PCR - 4 ~ 2 ng/ul
Ligation Master Mix 2X 5 1x

celkem 10
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3.2.6 Transformace E. coli teplotnim Sokem
K transformaci teplotnim Sokem byly pouzity chemicky kompetentni buniky E. coli
TOP10. 50 pl téchto bunék bylo ponechano na ledu, aby roztaly. Poté k nim byly
pridany 2 pl plasmidové DNA a obsah byl opatrné¢ promichan Spickou. Smés byla
inkubovéna po dobu 30 minut na led€. Dalsim krokem bylo vystaveni bun¢k teplotnimu
Soku pfti 42 °C v termobloku po dobu 30 sekund. Nésledn¢ byla smés prudce ochlazena
na ledu po dobu 2 minut. Ke smési bylo pfidano 250 ul SOC média a nasledovala
inkubace na tfepacce pii 37 °C, 180 rpm a po dobu minimaln¢ 1 hodiny.
Transformované bunky byly rozetieny na misky s LB médiem a antibiotikem
kanamycinem o koncentraci 100 mg/l. Médium pro bunky transformované vektorem
pDrive obsahovalo navic X-Gal a IPTG. Narostlé kolonie byly druhy den inokulovany
do tekutého LB média s kanamycinem o koncentraci 100 mg/l. Z tekuté kultury pak
byla vyizolovdna plasmidova DNA slouzici pro ovéfeni transformace restrikci nebo

sekvenaci, nebo pro ucely dalSiho klonovani.

3.2.7 Transformace A. tumefaciens elektroporaci

Pro elektroporaci byl pouzit kmen A. tumefaciens AGL1 vhodny k nasledné
transformaci je¢mene. 1 pl purifikované plasmidové DNA z E. coli po rekombinaci byl
smichan s 50 pl elektrokompetentnich bun¢k a smés byla napipetovdna do pifedem
vychlazenych elektroporaénich kyvet. Elektroporace probihala pii 1800 V po dobu 3
ms. Ihned po elektroporaci bylo k buikdm ptidano 250 ul MGL média a smés byla
inkubovana pii 28 °C pii 180 rpm po dobu 2 hodin. Poté byla kultura pfenesena na
misky s MGL médiem s kanamycinem (100 mg/l) a rifampicinem (50 mg/l) a misky

byly inkubovany pfti 28 °C po dobu dvou dni.

3.2.8 Restrikce DNA

Po izolaci plasmidové DNA byla pro ovéfeni jednotlivych krokii provedena restrikce
s vyuzitim restrikénich endonukleas. V ptipad¢é ovéfovani ligace pozadované sekvence
do vektoru pDrive a nasledné transformace byla pouZita restrikéni endonukleasa ECoRI
a kombinace restrik¢nich endonukleas Sall a Notl. Pro klonovani do vektoru pEntrlA i
nasledné ovéfeni byla také pouzita kombinace enzymu Sall a Notl. Pro ovéfeni
rekombinace do vektoru pBract207 byly pouzity endonukleasy Xhol a Sacl a stejné

enzymy byly pouzity i pro ovéfeni transformace A. tumefaciens. Reakce byla vzdy
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nastavena do celkového objemu 10 pl tak, aby v reakei byl pfitomen 1 pg plasmidové
DNA a 0,5 pl kazdého enzymu. Pufr byl zvolen dle doporuceni vyrobce. Restrikce
probihala pii 37 °C po dobu minimalné 2 hodiny.

3.2.9 Ligace

Ligacni reakce byla nastavena s purifikovanym fragmentem pEntrlA naStépenym
restrikénimi endonukleasami Sall a Notl a fragmentem s pozadovanou sekvenci
vybranou pro RNAIi §tépenou stejnymi enzymy. Reakce byla nastavena dle Tab. 9. Poté
byla liga¢ni smés inkubovana pti 16 °C pfes noc. Druhy den musela byt ligasa

inaktivovana pii 70 °C po dobu 10 minut.

Tab. 9: Slozeni reakéni smési pro ligaci fragmentu o pozadované sekvenci do nastépeného

vektoru pEntrlA.

Slozka Objem [ul]

T4 DNA ligasa 1

10x pufr pro T4 DNA ligasu 2

PEG 2
Plasmid:insert 1:1 (mol:mol)
ddH,0 Doplnéni do objemu 20 pl

3.2.10 Agarosova elektroforéza

Pro analyzu velikosti fragmenti DNA byla pouzita agarosova elektroforéza. Podle
ocekavané velikosti fragmentli byla pouZita koncentrace agarosy v rozmézi 1 -2 %.
Piiblizné 100 ml pfipraveného roztoku agarosy v 1x TAE pufru o teploté 65°C bylo
nalito do pfedem pfipravené komirky. Vizualizace DNA byla umoznéna diky ptidani
7 pl ethidium bromidu (5g/1) do gelu. Gel byl ponechan ke ztuhnuti po dobu 30 minut.
Nasledné byl ptenesen do elektroforetické komurky, kde byl zalit 1x TAE pufrem tak,
aby byl ponotfen. Nasledné byl do prvni jamky napipetovan standard molekulovych
velikosti (GeneRuler™ 1 kb plus DNA ladder nebo GeneRuler™ 1 kb DNA ladder) a
do dalSich jamek vzorky smichané s nanaSecim pufrem. Elektroforéza probihala 30
minut pii 120 V. Po separaci byla DNA vizualizovdna pomoci fotodokumenta¢niho

systému firmy Bio-Rad a zpracovana pomoci programu ImageLab.
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3.2.11 Sekvenace DNA

Pro ovéfeni ligace pozadovaného fragmentu do vektoru pDrive byl vzorek
osekvenovan. K tomuto ucelu byly vyuzity sluzby firmy SEQme. Vzorek byl piipraven
podle doporuceni firmy. Vysledky sekvenace byly vyhodnoceny porovnanim

s o¢ekavanou sekvenci v programu BioEdit verze 7.2.5.0 (Hall, 1999).

3.2.12 LR Rekombinace

Pro ptipravu binarniho vektoru pBract207 vhodného k uml¢ovani geni pomoci RNA
interference byla pfipravena reak¢éni smés smichanim 6 pl pEntrl A (o koncentraci 102
ng/ul) se zaklonovanym fragmentem, 1 ul pBract207 (o koncentraci 150 ng/ul) a 1 pl
TE pufru o pH 8. Ke smési byly pfidany 2 pl LR klonasy II, smé&s byla promichana na
vortexu, lehce centrifugovana a inkubovana pies noc pti 25 °C. Druhy den byla reakce

inaktivovana ptidanim 1 pl Proteinasy K a inkubaci p#i 37 °C po dobu 10 minut.

3.2.13 Transformace jeCmene

Jarni kultivar Golden Promise je¢mene Hordeum vulgare byl transformovan podle diive
publikovaného protokolu (Harwood et al., 2009) Pied samotnou transformaci bylo
nutné piipravit standardni inokulum z kultury A. tumefaciens nesouci binarni vektor
pBract207 s konstruktem Ubi::uml¢ovaci kazeta HYHK3. Jedna kolonie byla pouzita
k inokulaci 10 ml MGL média se kanamycinem 50 mg/l a rifampicinem 25 mg/l a
kultura byla inkubovana 40 hodin pii 28 °C a 180 rpm. Kultura byla smichdna v poméru
1:1 5 30% glycerolem a byla rozdélena po 400 pl do mikrozkumavek.

Embrya byla izolovana z nezralych zrn jeCmene, kdyz dosahla velikosti 1,5 — 2 mm.
Zrna byla nejprve sterilizovana 30 sekund v 70% ethanolu, 3x promyta sterilni vodou, 4
minuty v 50% (v/v) roztoku chlornanu sodného a opét 4x promyta sterilni vodou.
Veskera nasledujici prace byla provadéna za sterilnich podminek v laminarnim boxu.
Ze sterilizovanych zrn byla pomoci pinzet s ostrymi hroty a stereoskopu izolovana
embrya, kterym byla odstranéna embryonalni osa. Embrya byla poloZena skutelem dolt
na kalus-indukéni médium bez antibiotik. Embrya byla inkubovana ptes noc ve tmé pii
24 °C. Zaroven byla ze standardniho inokula pfipravena kultura A. tumefaciens.
Standardni inokulum bylo pfidano k 10 ml MGL média bez antibiotik a inkubovano 15
hodin pfi 28 °C a 180 rpm. Dal$i den bylo na embrya naneseno 750 ul kultury A.
tumefaciens a embrya byla s kulturou inkubovana 5 minut. Kultura byla slita, embrya
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byla vysusena o Cisté pevné médium a presazeny na misky s kalus-indukénim médiem
obsahujici 0,3 mM acetosyringon skutelem nahoru (Obr. 14A). Po tiech dnech byla
embrya pienesena na Kkalus-induk¢ni médium s antibiotiky timentinem a
hygromycinem, na kterém byla inkubovana celkem 6 tydna ve tmé pti 24 °C, ptiCemz
byla kazdé dva tydny piesazovana vzdy na Cerstvé médium (Obr. 14B). Vzniklé kalusy
byly pfeneseny na transitni médium s antibiotiky a inkubovany V polosvétle (zajiSténo
vozenim do papirovych obalek pii 24 °C; Obr. 14C). Zelenajici se kalusy byly
pteneseny po dvou tydnech na regenera¢ni médium s antibiotiky v hlubokych Petriho
miskach a od této doby byly inkubovany ve fytokomote pii konstantni teploté 24 °C za
periody 16 hodin den/ 8 hodin noc; 160 umol.m—2.s-1 (Obr 14D).

Obrazek 14: Fotografie transformace a regenerace embryi, (A) nezrala embrya zbavena
embryonalni osy a infikovana A. tumefaciens; (B) infikovana embrya rostouci jiz 4. tyden na
kalus-indukénim médiu; (C) embrya po 6 tydnech od infikovani rostouci na tranzitnim médiu;
(D) Embrya po 8 tydnech od inokulace regeneruji na regeneracnim médiu, Sipka oznacuje
misto, na kterém je kalus nazelenaly a puci z néj nova rostlina
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Regenerujici rostlinky byly pfeneseny do Erlenmayerovy baiky
s kalus-indukénim médiem s antibiotiky, ale neobsahujicim rastové regulatory a kofinky
byly opatrné zatlateny do média. Rostliny, které si v médiu s hygromycinem jsou
schopné vytvofit kofenovy systém, jsou obvykle vyselektovany jako transgenni.
Ptiblizné po tech tydnech byly rostliny pfesazeny do raSelinovych diski a inkubovany
ve fytotronu s fotoperiodou 16 hodin den/ 8 hodin noc pii konstantni teploté 24 °C.
Nakonec byly rostliny piesazeny do smési hliny s perlitem a péstovany ve fytotronu za
stejnych podminek az do stadia mlécné zralosti zrn. Poté byly pfemistény do skleniku
az do stadia senescence. Kontrolni rostliny prosly stejnym procesem regenerace, ale
oproti transgennim rostlinam nebyly ko-kultivovany s kulturou A. tumefaciens, ani

inkubovany na miskach s kalus-induk¢nim médiem s acetosyringonem.

3.2.14 Méreni polyploidie

Polyploidie transgennich rostlin byla proméfovana pod vedenim Mgr. Jany Cizkové,
PhD. z Ustavu experimentalni botaniky. Kousek &erstvého listu byl rozsekan pomoci
ziletky v 800 pul extrakéniho pufru Otto 1. Automatickou pipetou, na niz byla Spicka
s ustiihnutym koncem, byl vzorek nasan a ptefiltrovan pfes nylonové sitko. Ke vzorku
bylo dvakrat ptidano 800 pul pufru Otto 2 a 10 ul fluorescenéni barvy DAPI. U takto

pripraveného vzorku byla stanovena polyploidie pomoci priitokové cytometrie.

3.2.15 Izolace genomové DNA
Genomova DNA byla izolovana podle protokolu Edward et al. (1991).

Homogenizované listy byly smichany s extrakénim pufrem obsahujicim RNasu a
dasledné¢ promichany na vortexu. Vzorky byly inkubovany pii laboratorni teploté po
dobu minimalné 1 hodiny. Poté byly centrifugovany pii 15000 g po dobu 5 minut. 300
ul supernatantu bylo pfeneseno do novych mikrozkumavek a byl k nému ptidan stejny
objem isopropanolu. Vzorky byly promichdny né€kolikerym pievracenim a inkubovany
2 minuty pii laboratorni teploté. Nasledné byly centrifugovany pii 15000 g po dobu 5
minut. Vznikly pelet byl vysusen a bylo k nému ptidano 100 ul TE pufru o pH 8.
Vzorky byly inkubovéany pies noc pii 4 °C a dalsi den byly vzorky genomové DNA
preneseny do Cistych mikrozkumavek. Vzorky byly uchovavany pii -20°C.
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3.2.16 Sbér a priprava rostlinného materialu

Rostlinny material (listy a klasy) byl sbirdn z rostlin po tfech mésicich od piesazeni
rostlin do raSelinovych disktl. Z jednotlivych rostlin bylo odebirdno po deseti mladych
listech a péti klasech, které¢ byly okamzit€¢ uchovavany v tekutém dusiku, aby
nedochazelo k degradaci dulezitych biomakromolekul. Vzorky z jednotlivych rostlin
byly ru¢né homogenizovany v tekutém dusiku. Takto homogenizované vzorky byly

uchovavany pfi - 80 °C a nasledné pouzity pro izolaci RNA.

3.2.17 1zolace RNA
Pro izolaci RNA byl pouzit kit RNAqueous®-Micro. U né€kterych vzorkl zrn je¢mene

se nepodatilo ziskat dostatecné mnozstvi RNA, v takovém piipadé byl pouzit kit TRI
Reagent®. Listy a zrna transgennich rostlin jeCmene byly pomoci tfeci misky
s tlou¢kem nadrceny v tekutém dusiku.

Pro izolaci pomoci kitu RNAqueous®-Micro bylo odvazeno 100 mg nadrceného
rostlinného materialu do 1,5 ml mikrozkumavky. Ke vzorku byl pfidan 1 ml lyza¢niho
roztoku. Ke vzorkiim zrn bylo navic pfiddno 100 pl Plant RNA Aid. Smés byla
promichana na vortexu a 5 minut inkubovana pii laboratorni teploté. Nasledné byla
centrifugovana pii 16000 g po dobu 10 minut pfi teploté 4 °C. Supernatant byl preveden
do 2 ml mikrozkumavky a byl k nému piidan 64% ethanol o stejném objemu. 700 ul
piipraveného lyzatu bylo napipetovano do kolonky s filtrem a centrifugovano pii 12000
g po dobu 2 minuty pfi 4 °C. Vzorek byl nanaSen do kolonky s filtrem do doby, nez byl
takto zpracovan cely lyzat. Tekutina ve sbérné zkumavce byla odstranéna. Vzorek
imobilizovany na membrané/filtru byl nejprve promyt 700 pl promyvaciho roztoku 1 a
nasledn¢ 2x 500 ul promyvacim roztokem 2 za stejného nastaveni centrifugace.
Promyvaci roztoky ze sbérné zkumavky byly odstranény. Filtr byl umistén do nové 1,5
ml mikrozkumavky a RNA byla z filtru eluovana pomoci elu¢niho roztoku predehiatého
na 80 °C nejprve o objemu 60 pl a nasledné 40 pl. Cenrifugace probihala pii 12000 g po
dobu 2 minut pii laboratorni teploté.

V ptipad€ izolace pomoci kitu TRI Reagent® bylo ke 100 mg rostlinného
materialu pfidan 1 ml roztoku TriReagent. Vzorek byl promichdn na vortexu a
inkubovan 5 minut pii laboratorni teploté. Néasledovala centrifugace pii 12000 g po
dobu 10 minut pti 4 °C. Supernatant byl pieveden do novych mikrozkumavek a bylo

k nému ptidano 200 pl chloroformu. Smés byla promichana nékolikerym pfevracenim
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po dobu 15 sekund a centrifugovana pifi 12000 g po dobu 15 minut pii 4 °C. Vrchni
vodna faze byla pfenesena do nové mikrozkumavky a bylo k ni ptfiddno 500 pnl
isopropanolu. Smeés byla inkubovéna po dobu 10 minut pfi laboratorni teploté a poté
centrifugovana pii 12000 g po dobu 10 minut pii 4 °C. Vznikly pelet byl promyt 1 ml
75% ethanolu pfi centrifugaci pfi 7500 g po dobu 5 minut pfi 4 °C. Ethanol byl
z mikrozkumavky odpipetovan. Pelet byl ponechan k vyschnuti po dobu 20 minut

v digestofi a nasledné rozpustén ve 100 ul nuclease-free vody.

3.2.18 Osetreni RNA DNasou

Vyizolovand RNA byla oSetfena kitem TURBO DNA-free™ za ucelem odstranéni
kontaminujici genomické DNA. Ke 40 ul RNA bylo piidano 5 ul 10x Turbo DNase
pufru a 3 pl Turbo DNasy. Reakce byla inkubovana pii 37 °C po dobu 45 minut. Poté
byly k reakci ptidany dalsi 2 pul Turbo DNasy a reakce byla inkubovana pii 37 °C po

dal$ich 45 minut.

W wew

3.2.19 Precisténi RNA pomoci magnetickych kuli¢ek

Pro pteciSténi RNA od DNasy a zbytkii degradované genomové DNA byly pouzity
paramagnetické kulicky Agen®court RNAClean® XP. V 0,2 ml mikrozkumavce bylo
smichano 50 pl RNA, 25 pl magnetickych kuli¢ek a 20 pl isopropanolu. Pipetovanim
byl obsah promichan a nasledné byl inkubovéan po dobu 10 minut pfi laboratorni teploté.
Nasledné byla mikrozkumavka umisténa na magnet, na kterém byla inkubovana po
dobu 5 minut pfi pokojové teploté. Supernatant byl odpipetovan a magnetické kulicky
byly 3x promyty 100 pl 70% ethanolu. Mikrozkumavka byla sundana z magnetu a
ponechdna k vysuSeni v digestofi po dobu maximéalné¢ 10 minut. Magnetické kulicky
byly rozpustény v 50 ul nuclease-free vody, inkubovany 10 minut pii laboratorni
teploté, a mikrozkumavka byla opét umisténa na magnet a ponechdna na ném po dobu 5

minut pfi laboratorni teploté. Supernatant byl pfepipetovan do novych mikrozkumavek.

3.2.20 Reverzni transkripce

Precistetna RNA byla piepsana do cDNA pomoci H minus M-MulLV reverzni
transkriptasy. Nejprve byla ptipravena smés 1 pl 100uM oligo(dT)ig a 12 ul RNA tak,
aby vreakci bylo 500 ng RNA. Tato smés byla inkubovana 5 minut pii 65 °C a
pfenesena na led. Do reakce bylo pfidano 4 pl 5x RT pufru, 2 pl ANTP mixu a 1 pl H
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minus M-MuLV reverzni transkriptasy. Reakce byla inkubovana 1 hodinu pfi 42 °C a

nasledné 10 minut pii 70 °C, aby byla inaktivovéana reverzni transkriptasa.

3.2.21 Real-time gPCR

Jako templat bylo pouZzito osm vzorki cDNA z listt rostlin hvhk3 transgenni linie V1 a
¢tyfi vzorky cDNA z listli kontrolnich rostlin WT. Sledovdna byla exprese genu pro
cytokininovy receptor HYHK3 a dale pak dva orthology AHK4 z Arabidopsis - HYHK4-
1, HYHK4-2. Jako endogenni kontrola byly pouzity geny HVAKT a HVEF2. VSechny
vzorky byly méteny ve tfech technickych replikatech.

1,25 pl cDNA bylo smichano s 2,5 pl fluorescen¢ni barvy SYBR® Green, 0,1 pl
referencni barvy ROX, smeési primeri o findlni koncentraci 30 nM a doplnéno ddH,O
na objem 5 ul. KRT-PCR byly pouzity 384-jamkové desticky. VSechny reakce
probihaly za podminek uvedenych v Tab. 10.

Tab. 10: Podminky RT-PCR pro relativni kvantifikaci exprese genti jeCmennych
cytokininovych receptort.

Krok Teplota [°C] Cas
1. Pocate¢ni denaturace 95 2 min.
2. Denaturace 95 15s
3. Hybridizace primeri 60 1 min.

Kroky 2-3 byly opakovany 40X
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Ovéreni PCR produktu pro HvHK3

Pred samotnym klonovanim byla ovéfena funkénost primert a amplifikace pozadované
sekvence z nejlepsiho zdroje. Jako zdroj amplifikace byly vybrany cDNA z listu, kofene
a zrna jeCmene v koncentracich 2 ng/ul a 20 ng/ul. Amplifikace fragmentu o velikosti
308 bp probihala u vSech vzorkd. U vzorkti o nizsi koncentraci doslo k amplifikaci
mensiho mnozstvi PCR produktu. U vzorkl o vys$si koncentraci bylo mnozstvi PCR
produktu vyssi (Obr. 15) a pro ucely klonovani byla nakonec vybrana cDNA ze zrna
je¢mene o koncentraci 20 ng/ul (Obr. 15, vzorek 6).

400 bp
300 bp

308 b
200 bp P

Obrazek 15: Fotografie agarosového gelu pro ovéfeni klonovani do vektoru pDrive. (M)
standard GeneRuler™ 1 kb plus DNA ladder firmy Fermentas; (1 — 3) vzorky cDNA o
koncentraci 2 ng/ul v potadi kofen, list a zrno; (4 — 6) vzorky cDNA o koncentraci 20
ng/ul v poradi koten, list a zrno. Amplifikace fragmentu HvHKS3i o velikosti 308 bp
byla potvrzena u vSech vzorkil. Intenzita fluorescence jednotlivych separovanych
fragmenti je pfimo imérnd mnozstvi PCR produktu.
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4.2 Ovéreni klonovani do vektoru pDrive restrikéni analyzou a
sekvenaci

Soucasti vektoru pDrive je restrikéni misto pro ECORI po obou stranach klonovaciho
mista. Zaroven vektor na jedné strané klonovaciho mista obsahuje sekvenci
rozpoznavanou enzymem Sall a na strané¢ druhé obsahuje sekvenci rozpoznavanou
enzymem Notl. Nicméné tato mista by méla byt po Gspésném vklonovani fragmentu
ptitomna ve vektoru 2x, nebot do né& byla zanesena spole¢né¢ s fragmentem diky
amplifikaci fragmentu HvHK3i pomoci PCR a navrzenim primeri se sekvencemi
rozpoznavanymi témito enzymy (Obr. 16).

Pro ovéfeni zaklonovani sekvence HvVHK3i do vektoru pDrive byla zvolena
restrikce enzymem EcoRI a kombinace enzymut Sall a Notl. Po restrikci enzymy Sall a
Notl m¢l vysledny fragment velikost 295 bp a po restrikci ECORI 323 bp. Vektor pDrive
ma velikost 3,8 kb. Pokud by byl vektor pDrive prazdny, cili bez fragmentu HvHK31,
byl by vobou pfipadech na gelu vidét pouze fragment linearizovaného vektoru o
velikosti pfiblizné 3,8 kb a fragment mensi nez 100 bp. Restrikce byla provedena u
plasmidovych DNA pochézejicich ze 4 rGznych kolonii. Vysledek restrikce byl
vizualizovan pomoci agarosové elektroforézy a bylo zjiSténo, ze u vSech 4 kolonii byla
potvrzena uspesna transformace vektorem pDrive se zaligovanou sekvenci HvHK3i1
(Obr. 17). DNA z téchto kolonii byla nasledné pouzita pro dalsi klonovani.

Pro ovéfeni zaklonovani spravné sekvence fragmentu HvHK3i byly vzorky
plasmidové DNA z kolonii 3 a 4 odeslany na sekvenaci (Obr. 18). U obou vzorkil byla
prokazéna piitomnost pozadované sekvence odpovidajici vybranému useku genu
HvVHK3 se zanesenym restrikénim mistem pro Sall a Notl. V obou piipadech byla
sekvence do vektoru pDrive vlozena v obraceném smeéru (Obr. 16), coz diky
naslednému klonovani pomoci restrikénich mist Sall a Notl nezplsobilo Zadné

komplikace. Plasmidova DNA z kolonii 3 a 4 byla nasledné pouzita pro dalsi klonovani.
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pDrive + HvHK3i

Obrazek 16: Schéma vektoru pDrive se zaklonovanym fragmentem HvHK3i Vv obraceném
sméru. Fragment HvHKS3i byl zaklonovan do multiklonovaciho mista diky ¢emuz doslo
k naruSeni genu LacZ znaéeného Cervenou Sipkou. Soucasti vektoru jsou geny umoziujici
selekci transformovanych kolonii antibiotiky ampicilinem a kanamycinem. Cervend jsou
znazornény restrikéni mista pro restrikéni endonukleasy pouzité k ovéteni klonovani do vektoru
pDrive. Cerné Sipky ukazuji restrikéni endonukleasy Sall a Notl, které byly do vektoru
zaneseny spole¢né s fragmentem HvHK3i. Schématicky obrazek vektoru byl sestaven pomoci
programu pDraw32 (verze 1.1.0.132).

M 1a 2a 3a-4a 1b 2b 3b 4b
5000bp —
4000bp —> N s/ G e T e e N 3 g1,
e =3 : iy
300bp E—— 295 bp
200bp —>

Obrazek 17: Fotografie agarosového gelu pro ovéfeni klonovani do vektoru pDrive. (M)
standard GeneRuler™ 1 kb plus DNA ladder firmy Fermentas; (1a — 4a) vzorky plasmidové
DNA ze Ctyf riznych kolonii podrobené restrikéni analyze enzymem ECORI, je mozno
pozorovat separované fragmenty o velikosti 3,8 kb odpovidajici linearizovanému vektoru
pDrive, a 323 bp odpovidajici fragmentu HvHK3i, (1b-4b) vzorky plasmidové DNA ze ¢ty
riznych kolonii podrobené restrikéni analyze kombinaci enzymi Sall a Notl, je mozno
pozorovat separované fragmenty o velikosti odpovidajici linearizovanému vektoru pDrive, a
295 bp odpovidajici fragmentu HvHK3i. V piipad€ neuspésného klonovani by byl na gelu vidéet
fragment o velikosti pfiblizné 3,8 kb odpovidajici linearizovanému fragmentu, a fragmenty
mensi nez 100 bp. U vSech ¢ty kolonii byla potvrzena Gspésna transformace vektorem pDrive
se zaklonovanym fragmentem HvHK3i.
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HVHK3
HVHK3+3'UTR
Primer fw

Primer rev 3'-5'
HVHK3 RNAi-sekvenace A GTCGAQTCCACCAGAATGTGCTAACGT TAGGAGGTGGCGAA

HVHK3
HVHK3+3'UTR
Primer fw

Primer rev 3'-5'
HVHK3 RMAi-sekvenace CICCGATACIGGCAATGACAGCAGACGTITATCCAGGCAACATATGAGCACTGTITTGARATGTIGARATGGATGGCTATGICICCARGCCAT

konec genu HvHK3 - pocatek 3' UTR oblasti

2060 3070 2020
sceasfescsfensncsiscslasanlacaa lescsfonadfechalosassloecsalancafoessafacasl
HvHK3 I
HVHK3+3'UTR AGGTAGGICTATATGGAGIGTARATIA
Primer fw
Primer rev 3'-5'
HVHK3 RNAi-sekvenace AGGTAGGTCTATATGGAGTIGTIARATTA
3080 3100 110 3120 3130 3140 318 3160 317
Bl ol e I I I I I I I [ I IRl IR I P I e |
HVHK3
HVHK3+3'UTR GCAGAGGATGICGCGACACAGCICATGGCATGGCGCGEAGGAGT TTGTTGAAGCTGCAGTGCTICCCAAGAGTACGAGCTTIGARARARTA
Primer fw

Primer rev 3'-5'
HvHK3 RMAi-sekvenace GCAGAGGATGICGCGACACAGCICATGGCATGGCGCGGAGGA

A

Restrikéni misto NotI

Obrazek 18: Porovnani sekvenci genu HVHK3, jeho 3‘-UTR oblasti, primert pouzitych pro
amplifikaci useku pro RNA interferenci a vysledku sekvencovani ziskaného amplikonu.
Srovnani sekvenci bylo vytvofeno pomoci programu ClustalW. Oranzové je vyznaceno pifidané
restrikéni misto pro Sall, fialové je vyznaceno ptidané restrikéni misto pro Notl, Sedé je
vyznaceno misto, kde kon¢i gen HYHKS3 a za¢ina 3'-UTR oblast.

4.3 Ovéreni klonovani do vektoru pEntr1A restrikéni analyzou

K ovéfeni pieklonovani fragmentu HvHK3i z vektoru pDrive do vektoru pEntrlA a
spravné transformace byla zvolena restrikce restrikénimi endonukleasami Sall a Notl za
vzniku fragmentd o velikosti 295 bp a 2275 bp (Obr. 19). V piipadé¢ netspésného
klonovani by doslo ke vzniku fragmentu o velikosti 2268 bp odpovidajici
linearizovanému vektoru pEntrl A, a fragmentu o velikosti 449 bp odpovidajici sekvenci
Stépené pomoci restrikénich endonukleas Sall a Notl. Separace fragmentid byla
provedena agarosovou elektroforézou. Restrikéni analyze byly podrobeny plasmidoveé
DNA z 10 rtznych kolonii a u vSech byla prokdzina pfitomnost pozadovaného

fragmentu HvHK3i zaligovaného do vektoru pEntrlA. Schéma vektoru pEntrlA
s fragmentem HvHKa3i je vidét na Obr. 20.
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3000 bp

2000 bp 2268 bp
400 bp

300 bp 295 bp
200 bp

Obrazek 19: Fotografie agarosového gelu pro ovéteni klonovani do vektoru pEntrlA. (M)
standard GeneRuler™ 1 kb plus DNA ladder firmy Fermentas; (1-10) vzorky plasmidové DNA
z 10 rtznych kolonii vystaveny restrikéni analyze kombinaci enzymi Sall a Notl. U vSech
vzorku doslo k separaci fragmentt o velikosti 295 bp odpovidajici sekvenci HYHK3i a 2275 bp
odpovidajici linearizovanému vektoru pEntrlA. V piipadé, ze by fragment do vektoru
zaklonovan nebyl, na gelu by bylo mozné pozorovat fragment o velikosti 2265 bp odpovidajici
prazdnému linearizovanému vektoru, a fragment o velikosti 449 bp odpovidajici sekvenci
z vektoru pEntrlA po restrikci enzymy Sall a Notl. U vSech deseti kolonii bylo potvrzeno
uspesné klonovani fragmentu HvHK3i do vektoru pEntrl1A.

Sall

pEntr1A + HvHK3i

2570 bp

Notl
Xhol

Obrazek 20: Schéma vektoru pEntrlA se zaklonovanym fragmentem HvHK3i. Fragment
HVHKS3i byl zaklonovan do multiklonovaciho mista mezi rekombinaéni mista attL1 a attl.2
znacené oranzovymi ramecky. Soucasti vektoru je gen umoznujici selekci transformovanych
kolonii kanamycinem. Modfe jsou zndzornény restrikéni mista pro restrikéni endonukleasy
pouzité ke klonovani i k ovéfeni klonovani do vektoru pEndtrlA. Enzym Xhol byl pouzit
k ovéfeni rekombinace pBract207 v dal$im kroku klonovani. Schématicky obrazek vektoru byl
sestaven pomoci programu pDraw32 (verze 1.1.0.132).
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4.4 Ovéreni rekombinace do vektoru pBract207 restrikéni analyzou

Pro ovéfeni Gspésné rekombinace byla zvolena restrikéni analyza pomoci enzymu Sacl
a také Xhol. Binarni vektor pBract207 ma ve své sekvenci pfitomny dvé restrikéni
mista pro endonukleasu Sacl. Pokud by nedoslo k rekombinaci, fragmenty po s§tépeni by
m¢ély velikost 4646 bp a 4831 bp. Po taspésné rekombinaci by ale druhy fragment m¢l
velikost 3693 bp. Protoze pii této restrikci by mohlo jit pomérné Spatné rozeznat, zda
doslo k rekombinaci pouze do jednoho mista nebo do obou z divodu malého rozdilu ve
velikosti vyslednych fragmentl, byla provedena také analyza S vyuzitim restrikéni
endonukleasy Xhol. Vektor pBract207 obsahuje jednu palindromatickou sekvenci
rozpoznavanou enzymem Xhol. OvSem pokud by doslo k Gspésné rekombinaci do obou
rekombinaénich mist, byly by spole¢né se sekvenci HVHKS3i pieneseny z vektoru
pEntr1 A do vektoru pBract207 dalsi dvé restrikéni mista pro Xhol a vysledna velikost
fragmentd po restrikci by byla 6112 bp, 1714 bp a 513 bp (Obr. 21). Pokud by doslo
k rekombinaci pouze jednoho fragmentu HvHK3i, na gelu by bylo mozné pozorovat
dva fragmenty. A pokud by rekombinace byla zcela netspésna, na gelu by byl pouze

jeden fragment o velikosti 9477 bp odpovidajici linearizovanému vektoru pBract207.

colEI ori

1n0s terminator

Sacl Bract207 + HVHKSi Sacl
9495 bp

nos terminator

Xhol

IV2 intron
i18 intron

Obrazek 21: Schéma binarniho vektoru pBract207 se zaklonovanym fragmentem HvHK3i do
obou rekombinaénich mist. Fragment HVHK3i byl s vyuzitim LR rekombinace dvakrat vlozen
(protismérn€) do bindrniho vektoru pBract207, aby utvofil umlCovaci kazetu. Mezi obéma
fragmenty se nachazi introny (oranzové Sipky) umoznujici poskladani kazety do hpRNA.
Soucasti vektoru jsou geny (modré Sipky) umoznujici selekei transformovanych embryi
jeémene pomoci hygromycinu a timentinu. K expresi uml¢ovaci kazety v cilovém organismu
dochézi pod kontrolou ubikvitinového promotoru. Cervené jsou znazornény restrikéni mista pro
restrikéni endonukleasy Sacl a Xhol pouzité Gspésné rekombinace do vektoru pBract207.
Schématicky obrazek vektoru byl sestaven pomoci programu pDraw32 (verze 1.1.0.132).
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Restrikéni analyze byly podrobeny plasmidové DNA z 9 rtiznych kolonii E. coli
narostlych po transformaci vektorem po rekombinaci. K separaci fragmentti byla
vyuzita agarosova elektroforéza. Po vizualizaci fragmentd bylo vyhodnoceno, ze
uspésna rekombinace a transformace byla dosazena u kolonie 7 a 9 (Obr. 22 a 23).
Plasmidovd DNA ztéchto kolonii byla nésledné ovéfena pomoci PCR, bylo
stoprocentné jisté, ze vektor obsahuje pozadovanou sekvenci v obou rekombinaénich

mistech, nebot pfiprava insertu v obou mistech je pro funkci zasadni.

Obrazek 22: Fotografie agarosového gelu pro ovéfeni Gateway rekombinace do binarniho
vektoru pBract207, (M) standard GeneRuler™ 1 kb plus DNA ladder firmy Fermentas; (1-9)
vzorky podrobené restrikéni analyze enzymem Sacl; po restrikci vznikaji 2 fragmenty o
velikosti 4646 bp a 3693 bp. Usp&sna rekombinace byla potvrzena u vzorkti 7 a 9

N
~ ‘
7000 bp—> -
oy ~ =
2000 bp—> €— 1714bp
1500 bp—>

.

S

500 bp—>.. €— 513bp
-—

Obrazek 23: Fotografie agarosového gelu pro ovéfeni Gateway rekombinace do binarniho
vektoru pBract207, (M) standard GeneRuler™ 1 kb plus DNA ladder firmy Fermentas; (1-9)
vzorky podrobené restrikéni analyze enzymem Xhol; po restrikci vznikaji 3 fragmenty o
velikosti 6112 bp, 1714 bp a 513 bp. Usp&sna rekombinace byla potvrzena u vzorki 7 a 9.
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4.4.1 Ovéreni rekombinace do vektoru pBract207 pomoci PCR

Plasmidova DNA z kolonii 7 a 9 byla pouZzita pro ovéteni pomoci PCR. Pro ob¢ kolonie
byly nastaveny dvé reakce, které ovétovaly pfitomnost pozadované sekvence zvlast.
Pro toto ovéfeni byla pouzita kombinace primerti pro ubikvitinovy promotor Ubi_fw
s primerem HvHK3i rev a pro IV2 intron primery IV2 fw a HvHKS3i fw. Po
amplifikaci s pouzitim téchto primert by vysledné amplikony mély mit velikost 449 bp
a 653 bp (Obr. 24). Amplifikace probéhla uspésné pouze u plasmidové DNA z kolonie

9. Po dvojitém ovéieni kolonie 9 mohla byt pouzita pro transformaci A. tumefaciens.

| ’ - kolonie 7 kolonie 9

M ey i da by AhE o A

i v ; o Thisds .

- ’~.

- -

-

— - ".
700 bp—é“ N 0 % -l‘ ._ ’ : ‘.‘ g @ > V.
500 bp —>mmm  * ’ . W <——— 653 bp
400 bp —> . : s < . 362 bp
300 bp —> e ? “
200 bp — > R <

Obrazek 24: Fotografie agarosového gelu pro ovéieni Gateway rekombinace kolonii 7 a 9.
(M) stadard GeneRuler™ 1 kb plus DNA ladder; (1a a 2a) U vzorka plasmidové DNA z kolonie
7 nedoslo k amplifikaci fragmentt (1b) fragment o velikosti 362 bp vznikly po amplifikaci
primery Ubi_fw a HvHKS3i_rev; (2b) fragment o velikosti 653 bp vznikly po amplifikaci
primery HVHK3i_fw a IV2_fw. U kolonie 9 byla potvrzena tspé$na rekombinace.
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4.5 Ovéreni transfromace A. tumefaciens restrikéni analyzou a
sekvenaci

Pro ovéfeni uspésné transformace Agrobacteria byla zvolena restrikéni analyza opét
pomoci Sacl a Xhol. Pro ziskani dostate¢ného mnozstvi DNA je nutné ji transformovat
do E. coli a teprve plasmidova DNA z E. coli muze byt podrobena restrikéni analyze.
K tomuto ucelu byly pouzity plasmidové DNA z péti riiznych kolonii A. tumefaciens a
nasledné po kazdé transformaci byly vybrany 2 kolonie E. coli jejichz plasmidova DNA
byla podrobena restrik¢éni analyze. Analyza prokazala, ze transformace A. tumefaciens
probéhla Uspésné u vSech péti kolonii. Pro ovéfeni vneseni spravné sekvence do obou
rekombinac¢nich mist binarniho vektoru, byly vzorky zaslany na sekvenaci. K tomuto
ucelu byl pBract207 z vybrané kolonie E. coli ¢islo 8 §tépen restrikénim enzymem
Vspl, ktery jej $té€pi na 4 fragmenty.

Fragmenty byly separovany pomoci agarosové elektroforézy a 2 fragmenty
nesouci rekombinacni mista byly z gelu vyfiznuty, purifikovany a pouzity k sekvenaci.
Vysledky byly vyhodnoceny s pomoci programu BioEdit s vyuzitim funkce ClustalW
Multiple alignment (Obr. 25). Diky sekvenaci bylo ovéteno, ze doslo k rekombinaci
pozadované sekvence V obou mistech a pfipraveny konstrukt mohl byt pouzit pro

transformaci je¢mene.

Primer_fw
BvHKS RNAL
Fragment 1
Fragment 2

Primer_fw
BvHKS REAL
Fragment 1
Fragment 2

Primer_fw
HvHES RNAL
Fragment 1
Fragment 2

Primer fw
HVHES RNAL
Fragment 1
Fragment 2

Primer fw
BvHES RNAL
Fragment 1
Fragment 2

Obrazek 25: Porovnani sekvenci pomoci ClustalW navrzeného primeru pouZitého pro
sekvenaci (oranzove), sekvenci 187 part bazi od stop kodonu genu HVHK3 se 101 bp 3-UTR
oblasti, odsekvenovaného fragmentu 1 a odsekvenovaného fragmentu 2, modra ¢ara oznacuje
konec sekvence 187 bp od stop kodonu genu HVHK3 se 101 bp3'-UTR pouzité k rekombinaci.
Sekvenace prokazala ptitomnost pozadovanych sekvenci na obou rekombina¢nich mistech.
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4.6 Transformace a regenerace je¢cmene Hordeum vulgare

Pouze u dvou embryi doslo k regeneraci transgennich rostlin, které byly oznaceny jako
V1 a V2. Zprvniho kalusu bylo regenerovano 8 rostlin (znaceni V1-1 — V1-8) a
z druhého kalusu byly regenerovany 3 rostliny (znaceni V2-1 — V2-3). Obvykle se
Z kazdého transformovaného kalusu regeneruje pouze jedna rostlina, nebot’ vSechny
ostatni maji stejny genom. OvSem pro maly pocet regenerujicich kalusti byla prace
provedena se vSemi rostlinami. Kontrolni rostliny byly celkem 4 s oznacenim K1 — K4.
TO generace rostlin jednotlivych genotypt je vidét na Obr. 26. U téchto rostlin nebyl
pozorovan vyrazny rozdil v ristu ani rychlosti vyvoje. U TO generace neni vhodné
provadét fenotypizaci, nebot’ pii procesu regenerace muze dojit k vyznamnému
¢asovému posunu vyvoje jednotlivych rostlin.

Mala tspésnost transformace mohla byt dana Spatné vybranymi zrny pro izolaci
embryi. Tato metoda je velmi citliva na vybér zrn pro izolaci embryi o urCitém stafi a
v ne¢kterych ptipadech jde t€Zko odhadnout. Také je nutné, aby rostliny, ze kterych jsou
zrna sbirdna, byly naprosto zdravé. Cely proces transformace, selekce a regenerace
novych rostlin je nachylny na kontaminaci. Pi praci je nutné dusledné dbat na peclivost

a sterilitu.

Obrazek 26: Fotografie zregenerovanych rostlin je¢mene (TO generace) po dvou mésicich od
piesazeni do smési hliny s perlitem. (A) kontrolni rostlina WT (K2), (B) transgenni rostlina
hvhk3 zregenerovana z prvniho kalusu (V1-1), (C) transgenni rostlina hvhk3 zregenerovana
z druhého kalusu (V2-1).
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4.7 Ovéreni transformace jeémene

Jakmile byly regenerované rostliny piesazeny do raselinovych diski a mély dostate¢né
velké listy, mohly byt pouzity pro izolaci genomové DNA a ovéfeni uspéSné
transformace je¢mene. Pro ovéfeni byla pouzita PCR s primery Ubi_fw a HVHKSi_rev
amplifikujici sekvenci o velikosti 362 bp, a IV2_fw a HvHK3i fw amplifikujici
sekvenci o velikosti 653 bp. Mimo téchto kombinaci primert byly pouZity primery
hygro_fw a hygro_rev (velikost amplikonu 557 bp) pro ovéfeni ptitomnosti genu hpt,
ktery je soucasti vektoru pBract207. Tento gen je oznacovan jako selekéni marker a je
zodpovédny za rezistenci transformovanych rostlin vii¢i hygromycinu.

U diploidnich i tetraploidnich rostlin byla prokazana uspé$na transformace.
Pomoci PCR byla prokazana piitomnost selekéniho markeru ve vSech rostlindch mimo
kontrolnich (Obr. 27). Také prvni ¢ast umlCovaci kazety byla pomoci Ubi_fw a
HVHKS3Ii _rev ovéfena (Obr. 28). Druha ¢ast umlcovaci kazety se nepodafila prokazat
s pouzitim primerd IV2 fw a HvHK3i fw ani pfi vyzkouSeni jinych kombinaci
primerd, nastaveni jinych podminek PCR jako je zména poctu cykla, pfidini DMSO do
reakce nebo zména mnozstvi templatu.

V piipad¢ neptitomnosti druhé ¢asti uml€ovaci kazety se zaklonovanou sekvenci
nedojde Vjecmeni k tvorbé hpRNA. OvSem i pfitomnost pouze jedné homologni
sekvence (prvni ¢ast umlCovaci kazety) mize vyvolat uml€ovaci proces, ovsem s nizsi

uéinnosti.

700 bp —>

500 bp —>
400 bp —>

€— 557 bp

Obrazek 27: Fotografie agarosového gelu pro overeni transformace jecmene pomoci PCR
S pouzitim primert na selek¢éni marker gen hpt. Vysledny amplikon o velikosti 557 odpovida
velikosti separovan¢ho fragmentu u vzorkt 1 - 11. (M) standard GeneRuler™ 1 kb plus DNA
ladder, (1-8) amplifikace probihala z gDNA rostlin V1-1 — V1-8, (9-11) amplifikace probihala
z gDNA rostlin V2-1 — V2-3, (12-15) amplifikace probihala z gDNA kontrolnich rostlin.
Pfitomnost selekéniho markeru byla prokazana u rostlin V1-1 — V1-8 i V2-1 — V2-3 a byla u
nich potvrzena GspéSna transformace. U kontrolnich rostlin k amplifikaci fragmentu nedoslo.
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500 bp

250 bp

Obrazek 28: Fotografie agarosového gelu pro ovéfeni transformace jeCmene pomoci PCR
S pouzitim primert Ubi fw a HvHK3i rev, vysledny amplikon o velikosti 362 bp odpovida
velikosti separovaného fragmentu u vzorkd 1-11. (M) stadard GeneRuler™ 1 kb DNA ladder,
(1-8) amplifikace probihala z gDNA rostlin V1-1 — V1-8, (9-11) amplifikace probihala z gDNA
rostlin V2-1 — V2-3. Piitomnost prvni ¢asti umlCovaci kazety byla prokazana u rostlin V1-1 —
V1-8iV2-1-V2-3.

4.8 Stanoveni polyploidie transgennich rostlin
Pokud se v organismu chromozomy nachézeji ve dvou kopiich, hovotime o diploidnich
organismech. Pokud jsou ovSem chromozomy pfitomny ve vice kopiich, mluvime o
polyploidnich organismech. Stanoveni polyploidie transgennich rostlin je dilezité,
nebot’ U polyploidnich rostlin dochazi k fadé zmén souvisejicich s jejich morfologii i
fyziologii (Levin, 1983; Segraves a Thompson, 1999; Beaulieu et al., 2008)

Vystupem z prutokového cytometru jsou histogramy, podle kterych se da
rozeznat, zda jsou rostliny diploidni nebo polyploidni vzhledem ke srovnani s diploidni
kontrolni rostlinou (Obr. 29). Diky této analyze bylo zjisténo, ze rostliny V1 pochazejici

z prvniho kalusu jsou diploidni, zatimco rostliny V2 jsou tetraploidni.
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Obrazek 29: Piehled histogramd z analyzy polyploidie transgennich rostlin je¢mene
pritokovym cytometrem. Histogram znazoriiuje pocet métfenych castic k intenzité fluorescence.
(A) Histogram z analyzy diploidni kontrolni WT rostliny. Nejvice ¢astic bylo proméfeno
s intenzitou fluorescence 100. (B) Histogram z analyzy hvhk3 mutantnich rostlin V1. Histogram
se podoba histogramu kontrolni rostliny, nejvice ¢astic bylo zméfeno s intenzitou fluorescence
100. Rostliny V1 jsou diploidni. (C) Histogram z analyzy hvhk3 mutantnich rostlin V2. Nejvice
castic bylo prométeno s intenzitou fluorescence 200. Rostliny V2 jsou tetraploidni.
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4.9 Stanoveni fenotypu transgennich rostlin

U TO generace transgennich rostlin byl sledovan fenotyp nadzemni ¢asti a byl pocitan
pocet klasi a vyska rostlin. Vysledky byly srovnavany mezi transgennimi rostlinami
hvhk3 linie V1 (8 rostlin) a V2 (3 rostliny) a kontrolnimi rostlinami WT (K - 4 rostliny).
U jednotlivych rostlin byly spocitany vSechny klasy a nasledné byl spocitan prumér pro
rostliny hvhk3 linie V1, V2 a kontrolni rostliny WT. Vyska byla méfena jako vzdalenost
od pocatku stébla po vrchol klasu pro vSechny rostliny shodné. U jednotlivych rostlin
bylo vybrano deset nejstarsich stébel, u kterych byla vyska méfena, aby byly vysledky
porovnatelné. Nasledné byla data z deseti stébel zprimérovana pro jednotlivé rostliny a
hodnoty pak byly srovnany s pramérnou hodnotou vySky vSech kontrolnich rostlin
(Tab. 11). Statisticky vyznam dosazenych vysledki byl vyhodnocen pomoci t-testu.

I kdyz na prvni pohled probihal vyvoj rostlin pfiblizné stejnou rychlosti (Obr.
21), u hvhk3 linie V1 se polovina rostlin vyznamné lisila primérnou vyskou, ktera byla
vys$i v porovnani s kontrolnimi rostlinami WT. Vyssi primérnd vyska byla stanovena
také u vSech rostlin hvhk3 linie V2. Zatimco pro linii V1 se primérna hodnota poc¢tu
klasu statisticky vyznamné nelisila, u linie V2 byla priimérna hodnota poctu klast témet
o polovinu niz$i v porovnani s kontrolnimi rostlinami WT.

Pii stanoveni fenotypu bylo nutno zohlednit maly pocet rostlin. Navic rostliny
TO generace mohou regenerovat Vv raznych ¢asovych intervalech od samotné
transformace a jsou stresovany prabéznym odbérem vzorki, coZz se odrazi ve
statistickych ukazatelich. Proto se odchylky ve fenotypu a odlisna rychlost vyvoje u
téchto rostlin nedaji presné urcit a presncjsi vysledky poskytne v budoucnu analyza T1

generace (Micuchova, 2015).
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Tab. 11: Porovnani pramérné vysky rostlin a primérného poctu klastt u hvhk3 mutantnich linii jeémene TO generace vaci WT kontrole. SD je smérodatna
odchylka spocitana pro primérnou vysku nebo pocet klast jednotlivych rostlin. Vysledky byly statisticky vyhodnoceny pomoci t-testu. Zelené stinovani
oznacuje statisticky vyznamné vysledky u rostlin s vy$s$i primérnou vyskou nebo niz§im poctem klasti v porovnani s kontrolnimi rostlinami WT. Intenzita
stinovani je pfimo iméma statisticky vyznamnému rozdilu.

ot Primém it Ponin 5o phooa [ MRS 5o pnadnoa
V1-1 61,55 3,87 0,911 69

V1-2 66,39 2,49 67

V1-3 715 1,71 50

V1-4 68,2 3,18 43

V15 59,56 64,96 2.66 0,058 63 55,75 10,12 0,445
V1-6 63,67 4,77 54

V1-7 64,81 2,66 43

V1-8 64,01 3,84 S7

V2-1 65,6 2,02 41

V2-2 68,7 66,35 2,23 43 35,00 12,17 0,046
V2-3 64,76 3,28 0,024 21

K1 56,49 2,98 73

K2 63,54 2,93 55

K3 64,18 61,70 3,50 57 60,25 8,54

K4 62,62 2,54 56
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4.10 Real-time gPCR

Z dat ziskanych v real-time qPCR byla relativné kvantifikovana mira exprese gent
cytokininovych receptori V hvhk3 transgennich rostlinaich linie V1 vztazena ke
kontrolnim vzorkiim. Hodnoty Cr amplifikacnich kiivek byly normalizovany k Cr
hodnotam amplifikac¢nich kiivek referencnich genit HVAKT a HVEF2. K vyhodnoceni
relativni exprese byla vyuzita Pfafflova metoda (Pfaffl, 2001). Relativni exprese
jednotlivych genti cytokininovych receptor byla spocitana jako geometricky prumér
relativni exprese vztazené k expresi HVAKT a HVEF2 a dale byly spoéitany pramérné
hodnoty relativni exprese jednotlivych genii pro celou linii V1, smérodatné odchylky a
stiedni chyby praméru, které byly pouzity ke stanoveni chybovych tusecek v grafu (Obr.
30). Kompletni soubor dat je uveden v ptiloze v Tab 12.

U piipravené hvhk3 transgenni linie V1 doSlo ke sniZzeni primérné relativni
exprese genu HvVHK3 oproti kontrolnim rostlindm o 14 %, coz odpovida vysledku
analyzy provadéné u TO generace a vyznamnéjsi snizeni exprese genu HVHKSI se da
o¢ekavat U T1 nebo az u T2 generace (Rahman et al., 2014).

V je¢meni se nachazeji dalsi dva predikované cytokininové receptory, které jsou
orthologni k receptoru AHK4 z Arabidopsis thaliana (viz. kapitola 2.4.1.1). Pro tyto
receptory byly v této diplomové praci zavedeny pracovni nazvy HvHK4-1 a HYHK4-2.
Diky specifickym primeram pro tyto receptory bylo mozné stanovit i expresi genu,
které je koduji, a zjistit pfipadnou modulaci jejich exprese u mutantni linie. U téchto
receptort doslo naopak ke zvyseni exprese a to presnéji u HvHK4-1 ptiblizné o 30 % a
u HvHK4-2 o 18 %. MozZznym vysvétlenim zvySené exprese téchto dvou genil
cytokininovych receptord by mohla byt snaha o zastoupeni ve funkci za receptor
HvHK3. Aby bylo moZné vytvofit si ucelenéjSi obrazek o dilezZitosti funkce
cytokininového receptoru HvHK3 a také stanovit fenotyp mutantnich rostlin hvhk3, je
nutné podrobngjSimu zkoumdani podrobit transgenni rostliny T1, ale hlavné

homozygotni T2 generace.
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HvVHK3 HvHK4-1 HvHK4-2

Relativni exprese

Obrazek 30: Relativni exprese gend pro cytokinové receptory HYHK3, HYHK4-1 a HYHK4-2 u
V1 transgenni linie hvhk3 je¢mene v TO generaci. Primérna relativni exprese cytokininovych
receptori u kontrolnich rostlin (WT) je rovna jedné. Mira exprese cytokininovych receptort u
hvhk3 transgenni linie V1 je vztazena k pramérné relativni expresi genti cytokininovych
receptort u WT.
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5 ZAVER

V této praci jsem navazala na ¢lanky publikované v pribéhu minulého roku:
Pospisilova et al., 2016; Vojta et al., 2016. V prvni praci (PospiSilova et al., 2016) se
autofi zabyvali pfipravou transgennich rostlin je¢mene (Hordeum vulgare L.)
nadexprimujici enzym katalyzujici degradaci cytokinind, cytokinin dehydrogenasu 1,
pod kontrolou kotenové specifického promotoru S-glukosidasy. Pfipravené mutantni
rostliny je¢mene vykazovaly zvySenou toleranci vii¢i stresu, coz souhlasi s pfedchozimi
studiemi, které prokazaly, ze zvySené tolerance vuci suchu se da dosdhnout sniZzenim
obsahu cytokininii v kofenech vlivem nadexprese enzymd zrodiny cytokinin
dehydrogenas, diky ¢emuz dojde ke zméné morfologie kofenového systému (Werner et
al., 2001; Mackova et al., 2013). Druha prace (Vojta et al., 2016) se zabyvala studiem
téchto mutantnich rostlin a analyzou jejich transkriptomu, pti které bylo zjisténo, ze gen
pro cytokininovy receptor HVHK3 ma v mutantnich rostlinach je¢mene sniZenou
expresi. Kromé snizeného obsahu cytokinint v kotfenech diky nadexpresi CKX1 tedy
mohla byt zvySend tolerance vuc¢i suchu zplsobena také snizenou citlivosti vici
cytokininim diky snizené expresi genu pro cytokininovy receptor HYHK3. Vznikla tak
otazka, jak vyznamny dopad mize mit samotné umlceni genu HVHK3 na toleranci vuci
suchu. Mutatni linie je¢mene hvhk3 by poskytla idealni nastroj pro dalsi vyzkum v této
oblasti a jeji pfiprava byla proto cilem této prace.

V diplomové praci byla zpracovana literarni reSerSe na téma metody umlceni
genoveé exprese, metody editace genomu, cytokininy, percepce a transdukce
cytokininového signalu, receptory cytokinini v modelovych rostlindch a receptor
HvHKS3. K umlc¢eni receptoru byla vybrana metoda RNA umlcovani s pouzitim hpRNA
vlasenky. K tomuto celu je vyvinut binarni vektor pBract207, jehoz soucdasti je tzv.
umlcovaci kazeta. Pfed samotnou praci byla navrZena strategie piipravy tohoto
binarniho vektoru. Vybrana sekvence HVHKS3i vhodna pro ptipravu binarniho vektoru a
umlceni genu HVHKS byla amplifikovana z cDNA zrna jeCmene pomoci specialné
navrzenych primert. Klonovani sekvence HVHK3i do vektoru pDrive bylo provedeno
s vyuzitim UA hybridizace. Dale byl fragment HVHKS3i z vektoru pDrive klonovan do
vektoru pEntrl A pomoci restrikce Sall a Notl, a nakonec bylo vyuzito LR rekombinace
k zaklonovani sekvence HVHK3i dvou rekombinac¢nich mist binarniho vektoru
pBract207, ve kterém 2 vlozené fragmenty HVHKS3i utvotily uml¢ovaci kazetu. Vsechny

kroky klonovéani byly ovéfeny pomoci restrikéni analyzy a v ptipadé klonovani do
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vektoru pDrive a pBract207 také pomoci sekvenace. Binarnim vektorem byly
transformovany bakterie Agrobacterium tumefaciens kmene AGL1 vhodného
k transformaci jeCmene. Sekvenace plasmidové DNA zspé$né transformovanych
kolonii A. tumefaciens prokazala, ze fragmenty HVHK3i o spravné sekvenci byly do
umlCovaci kazety vlozeny ve spravném sméru, a tudiz byl binarni vektor pBract207
uspésné pripraven k transformaci jeCmene.

Piiprava transgennich linii jeCmene =zahrnovala izolaci nezralych embryi
jeCmene a jejich transformace pomoci Agrobacteria tumefaciens nesouci binarni vektor
pBract207 (nesoucim uml¢ovaci kazetu HvHK3 pod Ubi promotorem), selekci
transgennich kalusii, regeneraci transgennich rostlin a jejich selekci. Pomoci ovéieni
selekéniho markeru hpt byla potvrzena uspésna transformace linie V1 a V2. U téchto
transgennich linii byla taktéZ pomoci PCR potvrzena ptitomnost prvni ¢asti umlcovaci
kazety. Ztéchto dvou linii byla vyselektovana diploidni linie V1, linie V2 byla
tetraploidni. U diploidni linie V1 byla analyzou fenotypu stanovena vyssi primérna
vySka pfi porovnani s kontrolnimi rostlinami. Real-time PCR analyza TO generace
rostlin hvhk3 transgenni linie V1 prokéazala snizeni exprese genu cytokininového
receptoru HYHK3 0 14 %. Tento vysledek odpovida faktu, Ze analyza byla provadéna u
transgennich rostlin TO generace. V pfipad¢, Ze transformace bude stabilni a bude
pfenesena do T1 a potazmo homozygotni T2 generace, da se ocekdvat zdsadni sniZeni
exprese genu kodujici tento receptor. Zavérem veSkerych vysledki ziskanych v této
praci je, ze byla uspésné pfipravena mutantni linie je¢mene hvhk3 s ¢aste¢né umlcenym

cytokininovym receptorem HvHKS3 v TO generaci, ptipravena pro dalsi vyzkum.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AD
AGO
AHK
ahk

AHPs

ALS

ARRs

Asp

AtCKI

BA

cDNA

CHASE doména

CKX

CRE1
CRISPR
CRISPR/Cas9

CrRNA
cZ
DCL protein
DMSO
DRB
DRM
dsRNA
DZ
EPSPS
FAD
HDGS
HEN1
His

aktiva¢ni doména

endonukleasa z rodiny argonaut proteini
Histidin kinasa z A. thaliana

mutanti A. thaliana s nefunkénim genem kodujici histidin
kinasu

autentické fosfopfenaSeCové proteiny
acetolaktat syntasa

regulatory odpovédi z Arabidopsis thaliana
kyselina asparagova

histidin kinasy nezavislé na cytokininech z A. thaliana
benzyladenin

komplementarni DNA

cyklasa/His kinasa asociovana citliva extracelularni
doména

cytokinin dehydrogenasa

cytokinin response 1

klastr pravidelné rozmisténych kratkych repetic
klastr pravidelné rozmisténych kratkych repetic
S asociovanym proteinem 9

CRISPR RNA

cis-zeatin

protein podobny Diceru

dimethylsulfoxid

protein vazajici dvoufetézcovou RNA
methyltransferasa s usporadanymi doménami
dvouretézcova RNA

dihydrozeatin

5-enolpyruvylSikimat-3-fosfat syntasa

gen kodujici desaturasu mastnych kyselin
umlceni gent zavislé na homologii

RNA methylasa HUA ENHANCER1

histidin
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hpRNA
Hpt
HVHK3
hvhk3

iP

IPK1
IPTG
KRAB

mT
miRNA
MRNA
NLS
Orel2-1
OsHK

ol

PAM
phasiRNA
pre-miRNA
pri-miRNA
PTGS
RdDM
RDR
RIGS
RISC
RNAI
RVDs
SgRNA
SIRNA
T3S
TALEs
TALENS

tasiRNA

vlasenka RNA (hairpin RNA)

His fosfoptfenasecovy protein

gen kodujici histidin kinasu 3 v je¢meni H. vulgare
mutantni rostliny s uml¢enym cytokininovym receptorem
HvVHK3

N®-(A%-isopentenyl)-adenin

gen kodujici inositol-1,3,4,5,6-pentakis-2-kinasu
isopropyl B-D-1-thiogalactopyranosid
transkripcni represor Kriippel-asociovany box
meta-topolin

mikro RNA

messenger RNA

nuklearni lokaliza¢ni signal

vazebné misto histidin kinasy pro cytokininy
histidin kinasa z ryze

ortho-topolin

protospacer asociovany motiv

fazovéa siRNA

prekurzorova miRNA

primarni transkript miRNA

post-transkripéni genové uml¢ovani

methylace DNA fizena RNA

RNA-dependentni RNA polymerasa

umlcovani genu vyvolané opakovanim
umlcovaci komplex indukovany RNA

RNA interference

variabilni direzidua repetice

fidici RNA

mald interferujici RNA

translokacni signal typu I1I

transkripéni efektory podobné aktivatorim
nukleasy na bazi transkripcnich efektorti podobnych
aktivatorim

mald interferenéni RNA puisobici v trans inaktivaci
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TGS transkripéni genové umlCovani

transcrRNA transaktiva¢ni crRNA

tZ trans-zeatin

UTR nepiekladana oblast genu

VIGS umlCovani genl vyvolané viry
viv objem na objem

WOL1 Woodenleg 1

WT wild type

wiv hmotnost na objem

ZFNs nukleasy s motivem zinkovych prsti
ZFPs proteiny s motive zinkovych prsti
ZmHK histidin kinasa z kukutice
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8 PRILOHY

Tab. 12: Ptehled vysledkt z analyzy real-time PCR vzorku listi z kontrolnich rostlin a rostlin hvhk3 transgenni linie V1. Naméfeny byly hodnoty C+t
pro tii technické replikaty pro kazdy vzorek. Relativni exprese vztazena ke kontrolnim geniim byla vyhodnoce za pouziti Pffaflovy metody. Relativni
exprese gentl cytokininovych receptort byla spocitana jako geometricky priimér relativni exprese vztazené k expresi HYAKT a HVEF2. Déle byla
spocitana primeérna relativni exprese jednotlivych cytokininovych receptort, smérodatna odchylka a stfedni chyba prameéru.

relativni relativni

Cr- Cr- Cr- lativni primérna
Gen Vzorek Technicky Technicky Technicky \?z)ig;z;ii Vzi);gZiS;k l;(;:g:: relativni SD SEM
replikat 1 replikat 2  replikat 3 Kk HvACt HVEE? exprese
K1 23,427 23,420 23,452
K2 24,326 24,001 24,134
K3 24,985 24,940 24,843
K4 25,378 25,605 25,292
V1-1 26,686 26,530 26,442
V1-2 23,903 23,622 23,776
VA vis 23,169 23258 23,295
V1-4 23,512 23,551 23,454
V1-5 24,754 24,601 24,442
V1-6 23,976 23,986 24,939
V1-7 24,158 24,059 24,163
V1-8 23,217 23,195 23,222
K1 19,395 19,417 19,414
K2 19,942 19,986 19,776
K3 20,848 20,875 20,790
HVEF2 K4 20,999 21,033 20,934
V1-1 22,085 22,159 22,036
V1-2 19,928 19,886 19,934
V1-3 18,695 18,662 18,641
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V1-4 19,126 19,103 19,112
V15 20,101 20,218 20,292
V1-6 20,053 20,079 20,172
V1-7 20,357 20,310 20,294
V18 19,376 19,525 19,473
K1 20,952 20,870 20,918
K2 22,175 22,161 22,058
Ka 72 351 72 304 rosgp 1000 1,000 1,000 1,000 0,000 0,000
K4 22,804 22,706 22,900
V11 23,969 24,010 23999 1,110 1,087 1,098
V1-2 21,831 21,833 21,968 0,697 1,042 0,852
HVHKS V13 20,536 20,703 20,881 1,090 0,986 1,036
V1-4 22,185 22,166 22240 0,466 0,479 0,472
V1-5 22,947 22,992 23,083 0,567 0,581 0,574 0859 028 0,091
V1-6 21,916 21,839 21936 0,995 1,168 1,078
V1-7 22,621 22,630 22621 0533 0,822 0,662
V18 21,009 21,016 20976 0,871 1,392 1,101
K1 24,248 24,383 24,438
K2 24,695 25,949 25,882
Ka 2441 24647 sa7sy 1000 1,000 1,000 1,000 0,000 0,000
K4 24,760 25,025 25,284
V1-1 25,377 25,597 24393 3556 3,485 3,520
V1-2 24,182 24,352 24393 0,906 1,354 1,108
AVAKEL V1 23,560 23,562 23556 1,058 0,957 1,006
V1-4 24,678 25,044 24,958 0,504 0,518 0,511
V15 25,362 25,709 25693 0,665 0,681 0,673 1298 0942 0333
V1-6 24,215 24,420 24,605 1,220 1,432 1,322
V17 24,562 25,206 25104 0,742 1,143 0,921
V1-8 23,359 23,686 23591 1,047 1,673 1,323
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HvHK4-2

K1
K2
K3
K4
V1-1
V1-2
V1-3
V1-4
V1-5
V1-6
V1-7
V1-8

22,978
22,656
23,686
23,971
24,768
22,689
21,764
21,964
23,216
23,082
23,127
22,905

23,007
22,724
23,751
23,981
24,893
22,761
21,798
22,009
23,246
23,091
23,150
22,773

22,954
22,608
23,841
23,980
24,714
22,703
22,249
22,027
23,188
23,002
22,962
22,685

1,000

1,549
0,946
1,128
1,297
1,191
1,081
0,944
0,613

1,000

1,517
1,413
1,020
1,332
1,220
1,268
1,455
0,980

1,000

1,533
1,156
1,073
1,315
1,206
1,171
1,172
0,775

1,000

1,175

0,000

0,214

0,000

0,076
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