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Souhrn:

V této diplomové praci jsem se zaméfila na selekci a charakterizaci fluorescencnich
markerovych linii jeémene setého (Hordeum vulgare), oblibeného modelové organismu

pro studium obilovin.

Teoreticka Cast je vénovana charakteristice jeCmene setého (Hordeum vulgare) a jeho
genomu, dale popisu principu transformace rostlin se zamétenim na obiloviny, a na zaveér
translacné-fuznim fluorescenénim markerovym rostlinnym liniim a jejich vyhodam

a omezenim vyplyvajici z pouziti fluorescencnich proteint.

V ramci experimentalni Casti byla provedena selekce transgennich rostlin regenerujicich
z embryonalniho kalusu jeCmene setého po transformaci nezralych embryi je¢mene
pomoci Agrobacterium tumefaciens, jejich genotypizace a nasledné charakterizace
vybranych fluorescen¢nich markerovych linii jecmene setého pomoci segregacni analyzy
a mikroskopie. U vybrané rostliny linie RFP-CEHN3/S2-1 byla zamapovéana pozice
vlozeni T-DNA do genomu této rostliny pomoci metody inverzni PCR a nasledné

bioinformatické analyzy.
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Summary

In this master’s thesis, I focused on the selection and characterization of the fluorescent
marker lines of barley (Hordeum vulgare), a popular model organism for the study

of cereals.

The theoretical part is devoted to the characteristics of barley (Hordeum vulgare)
and its genome, the description of the principle of plant transformation with a focus
on cereals, and finally translational-fusion fluorescent marker plant lines and their

advantages and limitations resulting from the use of fluorescent proteins.

In the experimental part, the selection of transgenic plants regenerating from
the embryonic callus of barley after the transformation of immature barley embryos using
Agrobacterium tumefaciens was done followed by their genotyping and subsequent
characterization of the selected fluorescent barley marker lines using segregation analysis
and microscopy. In the selected plant of the RFP-CEHN3/S2-1 line, the position
of T-DNA insertion into the genome of this plant was mapped using the inverse PCR

method and the subsequent bioinformatics analysis.
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1 Uvod

JeCmen sety (Hordeum vulgare) patii mezi oblibené modelové organismy vyuzivajici
se pfi studiu obilovin. Jeho hlavnimi vyhodami jsou znalost jeho genomické sekvence
vcetné anotovanych genu, diploidni genom, dostupnost transformovatelnych genotypda,
a v neposledni fadé jeho hospodaisky vyznam, ktery umoziuje aplikovat vysledky
ve Slechtitelstvi. I pfes nartstajici oblibenost vyuzivani jeémene jako modelové obilniny
je dostupné pouze omezené mnozstvi nastroju, pomoci kterych by bylo mozné detailnéji

studovat biologické pochody in vivo (napt. markerové linie, mutantni linie atd.).

Translaéné¢ fuzni fluorescencni markerové linie jsou univerzalnim nastrojem
umoziujicim nedestruktivné sledovat expresi a lokalizaci fluorescencné znacenych
proteinti v zivych rostlinach. Tyto linie exprimuji translacné-fuzni heterologni protein
sestavajici z fluorescen¢niho proteinu a proteinu, jehoz lokalizace ma byt sledovana.
Genetickd informace pro translaéné-fuzni markerovy protein je naklonovana
do bakterialniho vektoru, ktery je nasledné transformovan do rostliny. U obilovin
se nejCastéji vyuziva Agrobacterium tumefaciens tizend transformace a nasledna
regenerace transgennich rostlin z kalusovych kultur. Pozice vlozeni cizorodé transgenni
DNA (tzv. T-DNA) pomoci A. tumefaciens do genomu je nahodna, muaze byt vlozena jak
do negenové oblasti, tak pfimo do genu. V tom piipadé dochézi ¢asto k naruSeni funkce
genu. Z toho divodu je dilezité znat presnou pozici vlozeni T-DNA do genomu spolu
s obecnou charakterizaci linie, aby se vyloucil pfipadny negativni vliv T-DNA na fenotyp

a fyziologii transgenni rostliny.



2 Cile prace

1.

Sepsani reSerSe na téma diplomové prace (charakterizace jeCmene setého, vyuziti
fluorescencnich markerovych linii pfi studiu in vivo dynamiky znaCenych
proteinu v rostlinnych burikach, vyhody pouziti markerovych linii v porovnani
s analyzou fixovanych vzorki).

Selekce transgennich rostlin regenerujicich z embryonalniho kalusu je€mene
setého po transformaci nezralych embryi jeCmene pomoci Agrobacterium
tumefaciens.

Screening a charakterizace regeneranti transgennich rostlin fluorescen¢nich

markerovych linii.



3 Literarni prehled

3.1 Jecmen sety (Hordeum vulgare)

JeCmen sety je samosprasna jednoletd obilnina patiici do Celedi Poaceae (lipnicovité)
nalezici do skupiny jednodéloznych rostlin (Monocots). JeCmen je plodinou péstovanou
v raznych klimatickych podminkach, byl jako jedna z prvnich plodin domestikovan
Glovékem pied 10 000 lety v oblasti Urodného ptilmésice na Blizkém vychodé
(Purugganan et Fuller, 2009). Za jeho predka je povazovan jeCmen plany (Hordeum
spontaneum), ktery je puvodnim druhem v této oblasti (Benes ef al., 2011). Dle databaze
odrdd Ustifedniho kontrolniho a zkusebniho tUstavu zemd&dé&lského Ministerstva
zem&délstvi CR je v Ceské republice registrovano 185 odrad je¢mene setého, a to jak
ozimové, tak jafinové varianty. Ozimové varianty, jako je naptiklad Maris Otter
a Babylone, byvaji zasazeny v zimé a sklizeny zacatkem 1éta. Tyto varianty vyzaduji
vernalizaci pro to, aby mohly vykvést (Kling ef al., 2004). Jarni jeCmen, jako je napft.
cv. Golden Promise, Morex nebo Betzes (UKZUZ, 2021), je zasazen na jafe a sklizen
v pozdnim 1ét€ nebo zaCatkem podzimu. Péstuji se pfevazné na uzemich s mirnou zimou.
Hlavni nevyhodou jafin v porovnani s ozimy je mélky kofenovy systém a naroCnost

na pudu s velkym obsahem zivin (Divis et al., 2010).

Z hlediska morfologie je rostlina je¢mene tvorena nadzemni ¢asti tvofenou jednotlivymi
dutymi stébly vysokymi 80—130 cm, ktera jsou rozdélena na 5-7 ¢lankl, kazdé stéblo
je kryto stiidavymi jednoduchymi tzkymi listy se soubéznou zilnatinou. Primarni koten
zanikd v Casnych vyvojovych fazich a je nahrazen svazCitym kofenovym systémem.
Kvétenstvim je¢mene je lichoklas slozeny z jednotlivych klasku, ktery I1ze rozdélit podle
usporadani na dvoutady, Ctyffady nebo Sestifady. Osiny jsou dlouhé 0,5-8 cm. Plodem

je¢mene je obilka (Zimolka et al., 2006).

Dostupnad data z roku 2019 uvadi mnozstvi celosvétové produkce jeCmene
na 158 979 610 miliont tun. JeCmen je v celosvétovém zebiiku produkce obilnin
povazovan za Ctvrtou nejdulezit€jsi obilninu po pSenici, ryzi a kukufici (FAOSTAT,
2021). Hlavnim vyznamem jeCmene jako plodiny je pfedevsim jeho vyuziti jako krmivo
pro hospodarska zvirata. V lidské spolec¢nosti zaujal své misto hlavné ve sladovnictvi
k vyrobé piva a destilovanych alkoholickych napoji. V poslednich letech je jeCmen

pouzivan k vyrobé biopaliv (Tricase et al., 2018). Diky vysokému obsahu [-glukand,



vitamini a antioxidanti jsou produkty zhotovené z jeCmene S§iroce pouzivany

v medicinském prumyslu ¢i jako dopliiky stravy (Newman e Newman, 2006).

Rod Hordeum je rovnéz oblibenym modelovym organismem v genetice a to predevsim
diky diploidnimu genomu, samoopyleni, transformovatelnym kultivarim, velké velikosti

chromozom a vysokému stupni genetické variability (Kleinhof er Graner, 2001).

Genom jecmene setého

Velikost jaderného genomu jeCmene byla urCena na 1C = 5,2 Gb. Cely genom byl
osekvenovan v roce 2012 v ramci projektu International Barley Genome Sequencing
Consortium. Genom jeCmene, stejné jako genomy ostatnich vyznamnych obilnin,
je charakteristicky nadbytkem repetitivnich sekvenci. Sklad4 se z 84 % z mobilnich
genetickych elementi a jinych repetic (International Barley Genome Sequencing
Consortium, 2012). Nejc¢astéji zastoupenymi mobilnimi elementy v genomu jeCmene jsou
retrotranspozony, konkrétné retrotranspozony Gypsy a Copia ze skupiny LTR
retrotranspozonil. Z DNA transpozonu je nejvyznamnéji zastoupena skupina CACTA.

Tyto mobilni elementy maji délku od 2 kb do 30 kb (Wicker et al., 2017).

Pro rod Hordeum je charakteristické zakladni chromozomové Cislo x = 7. Na zakladé
poctu chromozomu lze jeCmeny rozdélit na diploidni (2n = 2x = 14), tetraploidni
(2n = 4x = 28) a vyjimecné€ i hexaploidni (2n = 6x = 42) (Von Bothmer et Komatsuda,
2011). Prameérna velikost chromozomu je¢mene dosahuje hodnoty v rozmezi 6—8 um.
Sedm para jadernych chromozomu bylo ptivodné oznaceno arabskymi cislicemi 1-7.
V soucasnosti jejich oznaceni vychazi z homologie s chromozomy ostatnich ¢lent rodiny
Triticeae. Kazdému z chromozomu bylo pfifazeno Cislo chromozomu rodiny Triticeae
na zéaklad¢é homologie s danym chromozomem. Nové se je€menné chromozomy oznacuji
arabskou ¢islici a pismenem ,,H“, to znamena, ze chromozomy 1, 2, 3, 4, 5, 6, a 7 jsou
znaCeny 7H, 2H, 3H, 4H, 1H, 6H, a SH (Granner et al., 2011). V interfaznich jadrech
zaujimaji chromozomy charakteristickou Rablovu konfiguraci, pfi které telomery

a centromery lokalizuji na protilehlych polech jadra (Mascher et al., 2017).

Chloroplastovy genom jeCmene setého tvoii jeden chromozomu o délce 137 kb (Niwa
et al., 1996). Mitochondrialni genom predstavuje taktéz jeden cirkularni chromozom

o délce 525 kb (Hisano et al., 2016).



Kultivar Golden Promise

Kultivar Golden Promise (GP) je evropska jarni odrida jeCmene setého charakteristicka
dvoutradym uspotradanim klaska v lichoklasu. Jedna se o mutanta, ktery vznikl z kultivaru

Maythrope po ozateni paprsky gamma (Walia et al., 2007).

V minulosti se pouzival hlavné ve sladovnictvi a na vyrobu whiskey (Schreiber et al.,
2020). V soucasnosti je kultivar Golden Promise hojné vyuzivan ve védé diky zvySené
efektivité transformovatelnosti této odriady v porovnani s odriadami jinymi, coz vede
k zisku vétsiho mnozstvi transgennich rostlin (Murray et al., 2004; Lim et al., 2018).
V roce 2020 byla vypracovana referencni genomova sekvence tohoto kultivaru, tato
skuteCnost do budoucna umoziuje rozsahlé vyuziti jemene setého cv. Golden Promise

pro technologii CRISPR-Cas9 k cilené mutagenezi jeho genomu (Schreiber et al., 2020).

3.2 Transformace

3.2.1 Transformacni techniky

Transformaci v molekularni biologii chapeme proces prenosu a vclenéni cizorodé neboli
transgenni sekvence DNA (T-DNA) do bun€k a nasledné pak do genomu organismu.
Pocatecni pokusy transformace rostlin byly provadény piedevSim pomoci
mikroprojektilovych technik neboli particle bombardment. Principem téchto technik
je obaleni cizorodé DNA mikroskopickymi ¢asticemi a néasledné vstieleni téchto ¢astic
do zivych bungk (Klein er al., 1987). Utinnost vé&tsiny transformaci s pouzitim
mikroprojektilového prenosu je pod 3 % (Thomas et al., 2011). Technika particle
bombardment je vyuzivana i dnes pro ozimové varianty jeCmene setého a pSenice, které

maji nizkou transformovatelnost pomoci Agrobacterium tumefaciens (Lazzeri et Jones,

2009).

V poslednich desetiletich je hojné rozSifena transformace prostfednictvim bakterie
Agrobacterium tumefaciens (Marthe et al., 2015). A. tumefaciens je pudni fytopatogenni
bakterie zpusobujici boulovitost kofent (Hull ez al., 2021), nicméné je schopna infikovat
rovnéz prokaryota, houbové organismy vcetné kvasinek a c¢loveéka (Gelvin, 2003).
V porovnani s mikroprojektilovymi technikami byl prokazan narGst uUcCinnosti
transformace na 25 % (Marthe et al., 2015), exprese transgenu je navic stabilni napfic

generacemi a dochazi méné Casto k umlCovani transgenu, ktery se v genomu vyskytuje



v menSim poctu kopii (Travella et al., 2005). Tato metoda je relativné levna a nenarocna
na provedeni (Hwang et al., 2017). Mezi nejCastéjsSi kmeny A. tumefaciens vyuzivané

k transformaci patii kmeny AGLO, AGL1, a LBA4404 (Thomas et al., 2011).

Pro transformaci jeCmene setého pomoci Agrobacteria jsou nejcastéji vyuzivany tkanové
kultury odvozené ze zralych nebo nezralych je¢mennych embryi, embryonalnich
prasnikovych kultur nebo izolovanych vajicek (ovules). Pro v dnesni dobé nejcCastéji
vyuzivanou A. tumefaciens fizenou transformacni techniku nezralych embryi
je preferovan kultivar Golden Promise, vyznacujici se vyssi transformacni ucinnosti
a schopnosti efektivné)si regenerace kalusovych kultur (Marthe ef al., 2015). Hlavnim
omezenim této metody je omezena schopnost kalusi Gspésné regenerovat v rostlinu

(Bartlett et al., 2008).

3.2.2 Princip transformace

Béhem infekce prenasi Agrobacterium do rostlinnych bunék ¢ast plazmidu indukujiciho
nadory, neboli Ti (tumor inducing) plazmidu, ktery se stabilné integruje do genomu
rostliny (Chilton er al., 1977). Pravé tohoto principu (stabilni integrace do genomu
recipienta) je vyuzito pii procesu transformace, pii které dochazi k prenosu zajmové
sekvence urCené k integraci do recipientniho genomu prostfednictvim jejiho spojeni
s plazmidem obsahujicim upravenou sekvenci puvodniho Ti plazmidu. T-DNA
(transferred DNA) je cast Ti plazmidu, kterd je exogenné prenaSena do genomu
recipientni buiiky, mize dosahovat velikosti 15-30 kb (Hull et al., 2021), a je zpravidla
ohrani¢ena dvéma pifimymi nedokonalymi repetitivnimi sekvencemi dlouhymi 25 bp,
nazvanymi jako left border (LB) a right border (RB), mezi kterymi se nachazi sekvence
prenaSena do recipientniho genomu (Windels et al., 2008). Tyto hrani¢ni sekvence jsou
rozpoznany bakterialnimi endonukledzami VirD1/VirD2, které vytvoii jedno nebo
dvouvlaknovy zlom, ¢imz danou oblast mezi LB a RB z plazmidu vystépi. Do genomu
recipientni buriky je obvykle pfenesena pouze sekvence lezici mezi LB a RB, piicemz
muze dojit k Castecné zméné sekvence a struktury genomické DNA recipienta v misté

vlozeni T-DNA (Gelvin, 2003; 2021).

Béhem prenosu T-DNA jsou rostliny infikovany A. tumefaciens pies narusenou bunécnou
sténu. Béhem fizené transformace je bunétna sténa permeabilizovana ptisobenim vakua

a detergentd (Shrawat et al., 2007). Poté, co se T-DNA dostane do bunky, dochazi



ke vstupu T-DNA do jadra skrz jaderny por (Tzfira er al., 2005). Vlozeni do genomu
je zprosttedkovano proteiny transportovanymi z A. tumefaciens, a sice VirD2 a VirE2,
anebo proteiny bunky (Hwang et al., 2017). Misto vlozeni T-DNA do genomu je nahodné
(Tzfira et al., 2004), nicméné se T-DNA s preferenci integruje do transkripcné aktivnich
oblasti genomu. Tato skuteCnost zvySuje ucCinnost transformaci obilovin, jelikoz
75-90 % jejich genomu je slozeno z repetitivnich sekvenci, které neobsahuji geny
(Shrawat et al., 2007). V prabéhu prenosu T-DNA muze byt do hostitelského genomu
vlozena vice nez jedna kopie T-DNA (Windels et al., 2008).

K selekci transgennich rostlin je zapotiebi, aby klonovanim sestaveny plazmid obsahoval
v ramci T-DNA kromé zajmoveé sekvence a gend, umoziujicich transgenozi, také vhodny
selek¢ni marker. Pfitomnost selekéniho markeru umoziuje identifikovat a selektovat
buriky, které T-DNA exprimuji. Nej€astéji rozs§ifenymi selekénimi markery jsou geny
udilejici rezistenci k antibiotikim. Jsou zpravidla umistény pod regulaci konstitutivnimi
promotory zajistujicimi vysokou urover exprese v ramci vSech bun€k a tkani organismu
(Berg et Beachy, 2008). U jednodé€loznych rostlin se vyuzivaji predev§im konstitutivni
promotory 35S Cauliflower mosaic virus (CaMV 355), kukufiény ubiquitinovy
(ZmUbi-1) (Marthe et al., 2015) nebo Cestrum yellow leaf curling virus (CmYLCYV)
(Stavolone et al., 2003) regulujici expresi genu pro hygromycin fosfotransferazu, ktera
zajistuje rezistenci k antibiotiku hygromycinu B, inhibujiciho proteosyntézu (Miki
et McHugh, 2004). In vitro selekce zalozena na rezistenci k hygromycinu B, obsazeném
v kultivaénim médiu, minimalizuje frekvenci falesn€ pozitivnich regenerantd (Marthe

etal.,2015).

Transformace organismu, specialné rostlin, ma Sirokou oblast vyuziti. Tato technika
umozuje vlozit zajmovy gen do jiz existujiciho genomu, ktery zistava jinak nezménén
(Ziemienowicz, 2014). Transformace je naptiklad pouzivana pro produkci
modifikovanych proteini (rekombinantni protilatky) nebo latek vyuzivanych
v medicinském pramyslu jako jsou antikoagulanty ¢i interferony (Daniell et al., 2001).
Transgenni rostliny mohou slouzit jako biosenzory pro fytoremediaci, detekujici
pfitomnost toxickych latek v prostredi, pfipadné detoxikovat kontaminovanou pudu
¢ivodu (Cherian et Oliveira, 2005). Transformace rostlinam poskytuje nové znaky
rezistence proti Skiidciim, herbicidim, zvysSenou toleranci k biotickému a abiotickému
stresu (Ziemienowicz, 2014). Specialné u zemédélskych plodin je snaha docilit vyssiho

vynosu urody nebo optimalnich vyzivovych hodnot (Huang er al., 2002). Konkrétné
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ujeCmene se jedna pravé o upravu vyzivovych hodnot, kvalitu sladu, rezistenci
ke skiidcim a onemocnénim, toleranci k solim vyskytujicim se v pudée a produkci latek
pouzivanych v medicinském pramyslu (Thomas et al., 2011). Transformace rostlin
poskytuje nastroj pro sledovani a studium jejich fyziologie, genetiky, patologie

a molekularni a bunécné biologie (Hraska ef al., 2006).

3.3 Fluorescen¢ni markerové linie

3.3.1 Fluorescen¢ni proteiny

Fluorescencni proteiny patii do skupiny strukturné homolognich protein, do které jsou
fazeny na zakladé pfitomnosti tfi aminokyselin polypeptidového fetézce, diky kterym
jsou schopny tvofit chromofor emitujici fluorescencni zafeni o viditelné vinové délce
(Chudakov et al., 2010). Prvnim objevenym fluorescen¢nim proteinem byl aequorin
oceanu. Nasledné¢ byl z A. victoria izolovan zeleny fluorescencni protein (green
fluorescent protein = GFP) (Shimomura et al., 1962). Osamu Shimomura byl spolu
s Roger Y. Tsien a Martin Chalfie ocenén v roce 2008 Nobelovou cenou za chemii

za objev a vyzkum zeleného fluorescencniho proteinu (GFP) (Nobel Prize, 2022).

Samotny GFP protein je slozen z 238 aminokyselin, jeho molekulova hmotnost je 27 kDa.
Strukturou proteinu je beta-barel tvoteny 11 beta-skladanymi listy a jednim alfa helixem.
Chromofor je situovan do nitra molekuly proteinu a je posttranslacné¢ modifikovan
na aminokyselinovych pozicich 65-67 (Chudakov et al., 2010). Molekula GFP absorbuje
modré svétlo pii hlavnim excitacnim maximu o vlnové délce 395 nm a vedlej§im
excitaénim maximu 470 nm, na zakladé Stokesova posunu emituje zelené svétlo
pfi emisnim maximu 509 nm (Chalfie et al., 1994). Molekula GFP je stabilni do teploty
65 °C v rozmezi pH hodnot od 5,5 do 12 (Haseloff et al., 1999). GFP neni toxicky pro zivé
organismy, a proto je hodné vyuzivan jako fluorescencni marker pro vizualizaci

jim znacenych proteinti (Chalfie et al., 1994).

V soucasnosti existuje Siroka Skala odliSnych barevnych variant fluorescencnich proteint,
které témér kopiruji spektrum viditelného svétla (Kremers ef al., 2011). Tyto varianty
byly odvozeny modifikaci bud’ pfimo z GFP (A. victoria) nebo byly ziskany a odvozeny
z dalSich mofskych zivocicht. Fluorescencni proteiny se vyskytuji jako monomery,

dimery nebo tetramery. Jednotlivé podjednotky spolu mohou interagovat v diasledku
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oligomezirace, coz muze negativné ovlivnit jejich funkci (Chudakov e al., 2010). Cilem
je tudiz vytvofit fizenou mutagenezi monomerni fluorescenéni  proteiny
s modifikovanymi postrannimi aminokyselinovymi fetézci, které kladn€ ovlivni jejich
vlastnosti (termostabilita, vyssi intenzita fluorescence pfi niz§im stupni excitace atd.)

(Kremers et al., 2011).

Fluorescencni proteiny maji Siroké vyuziti v riiznych odvétvich. Moznym vyuzitim jsou
metody FACS (fluorescence-activated cell sorting technology) v pouziti pro prutokovou
cytometrii (Galbraith et al., 1983; Zhang et al., 2005) a techniky ubytku fluorescence
FRAP (fluorescence recovery after photobleaching) (Crowell et al., 2009; Ketelaar et al.,
2004) a k ni doplikova technika FLIP (fluorescence loss in photobleaching) (Ishikawa-
Ankerhold et al., 2012).

3.3.2 Translaé¢né-fuzni fluorescené¢ni markerové rostlinné linie

Principem translacni fuze je vznik hybridni polypeptidové molekuly sestavajici ze dvou
proteintl, jejich geneticka informace je zapsana v ramci jednoho otevieného Cteciho ramce
(ORF), exprimovana pod kontrolou jednoho promotoru a translatovana za vzniku jednoho
fazniho proteinu. Typickym piikladem translacnich fuzi jsou fuze fluorescencnich
markerovych proteinii (GFP) se zajmovymi geny, jejichz lokalizace v ramci organismu
ma byt sledovana (Wu et al., 2013). Sekvence fluorescen¢niho proteinu maze byt v DNA
umisténa na 5° nebo 3° konec zajmového genu, v dusledku ¢ehoz je mozné vytvorit bud’
N¢-terminaln€ nebo C*-terminalné znacené fizni proteiny (Cutler et al., 2000; Huh et al.,
2003; DeBlasio et al., 2010), které obecné nazyvame jako fluorescencni markerové

proteiny (Lippincott-Schwartz et Patterson, 2003).

Fluorescencni markerové proteiny maji §iroké spektrum vyuziti. Umoziuji sledovani
lokalizace a dynamiky proteint in vivo pomoci fluorescenéni mikroskopie (DeBlasio
et al., 2010), dale zviditelnéni subcelularnich bunécnych kompartmentt (Chalfie et al.,
1994) nebo znacCeni cytoskeletu a bunéénych organel (Haseloff et al., 1999). Ptikladem
studia dynamiky subcelularnich struktur in vivo je fuze jedné z histonovych variant
s GFP, pomoci které je mozné efektivné znacit strukturu chromatinu (resp. jader nebo

chromozomit), coz umoziiuje sledovani bunécného déleni (Hutter ez al., 2012).

Fluorescen¢ni proteiny markerovych linii patii do skupiny dominantnich marker(,

fluorescencni signal lze tudiz detekovat jak u heterozygotnich, tak homozygotnich
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transgennich T1 rostlin (Kumlehn et al., 2006). Dédi¢nost transgenu ve vétsiné piipadu

podléha Mendlovym zakonim dédi¢nosti (Low ef al., 2018).

3.3.3 Vyhody a nevyhody pouziti fluorescen¢nich markerovych proteina
Vyhody pouziti fluorescen¢nich markerovych proteina

Hlavni vyhodou pouziti fluorescenénich markerovych proteini je moznost
mikroskopické analyzy biologického materialu in vivo v redlném Case pii vysokém
rozliSeni a po relativné dlouhou dobu (Berg er Beachy, 2008). Pouziti fluorescencnich
proteinti pro zobrazovaci metody nevyzaduje pfidani vnéjSich barviv nebo substrata.
Je to neinvazivni zpusob pozorovani lokalizace a dynamiky proteind, coz je jednou
z hlavnich prednosti této techniky (Tanz et al., 2013). In vitro zobrazovaci metody
vyzaduji pfidani vné&jSich barviv a fixaci vzorku, coz dostatecné neodrazi komplexni
dynamiku prostfedi uvniti buriky. ZnaCeni proteini pomoci specifickych protilatek,
pfi kterém protilatky rozeznéavaji dany protein ve tkani nebo pletivu (technika whole-
mount immunodetekce), nemusi byt dostatecné specifické, je Casové naro¢né a velmi
pracné. Problémem immunodetekce je predevsim odliSeni proteint strukturné se lisicich

pouze v neékolika aminokyselinach (Tanz et al., 2013).

Omezeni pouziti fluorescen¢nich markerovych proteina

Hlavnim omezenim fluorescencni detekce proteind u rostlinnych vzorku
je autofluorescence nékterych bunéénych struktur, zejména bunécnych stén a plastidu
(Berg et Beachy, 2008; Dumur er al., 2019). Nejcastéj§im zdrojem autofluorescence
je lignin, slozka bunéCnych stén, kterd emituje svétlo v rozmezi vinovych délek
440-540 nm, coz odpovida vinovym délkam zeleného svétla. Signaly fluorescencnich
proteint, jejichz excitacni a emisni spektra se nachazi v rozpéti téchto hodnot (napi. GFP,
CFP), mohou byt tudiz obtizné detekovany. DalSim zdrojem autofluorescence
je chlorofyl, fotosyntetické barvivo obsazené v chloroplastech, které emituje svétlo
ovlnové délce 680 nm, coz odpovidda vinovym délkam cerveného svétla.
Autofluorescence chlorofylu se muze piekryvat se signaly Cervenych fluorescencnich

proteint (RFP) (Berg et Beachy, 2008).
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Problematicka muze byt rovnéz detekce proteini exprimovanych pod slabymi
endogennimi promotory. Nizka intenzita emitovaného signalu muze byt pod detekénim
limitem méné citlivych mikroskopti (DeBlasio et al., 2010). Overexprese proteinu
znaceného fluorescennim proteinem ze silného promotoru muze naopak vést k umlceni
transgenu. UmlcCovani genu v rostlinnych burikdch je Castéjsi, pokud jsou transgeny

pfitomny ve vice kopiich (Lisenbee et al., 2003).

Dulezitym negativnim aspektem detekce fluorescencniho signalu v Zzivych buikach
je fototoxicita laserového zafeni pouzivana pro excitaci fluoroforu. Zafeni o vysoké
intenzité blizici se ultrafialovému spektru je pro zivé buiky skodlivé, jelikoz zpusobuje
poskozeni DNA. Dochazi také k photobleachingu neboli vysvécovani fluorescence
chromoforu doprovazeného vznikem vysoce reaktivnich volnych radikalti. Pokazdé, kdyz
je vzorek osvicen, ¢ast fluoroforu je nenavratné znicena. Fluorescencni proteiny vSak
byvaji méné fototoxické v porovnani s chemickymi fluorescen¢nimi barvivy. Prostorova
struktura [-barelu fluorescencniho proteinu zabrariuje beéhem photobleachingu Siteni

volnych radikala dale do bunky (Ettinger er Wittmann, 2014).
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4 Material a metody
4.1 Biologicky material

V ramci této diplomové prace bylo analyzovano 6 fluorescencnich markerovych linii
jeCmene setého (Hordeum vulgare cv. Golden Promise), vytvorenych Mgr. Katefinou

Kaduchovou v ramci jeji doktorskeé prace. Seznam pouzitych linii je uveden v Tabulce 1.

Tabulka 1: Seznam transgennich linii jeémene seté¢ho

Oznaceni linie
CFP-H2B/S3-3
CFP-H2B/S4-2
RFP-CENH3/S2-1
RFP-CENH3/S2-5
YFP-FIB/S2-2
YFP-FIB/S4-1

Transgenni T1 rostliny byly vytvofeny pomoci Agrobacterium tumefaciens cv. AGL1
fizené transformace nezralych je¢mennych embryi (H. vulgare cv. Golden Promise)

(Marthe et al. 2015).

Sekvenacni ovéfeni konstrukti fluorescencnich markerovych linii a inverzni PCR
analyzy bylo provedeno za pouziti Escherichia coli cv. STBL2. Sekvenace vzorki byla

provedena firmou SeqMe s.r.0..
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4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
Pouzité chemikalie
- Agaroza (VWR International, kat. ¢. 0710-500G)
- 6-benzylaminopurin (BAP) (Duchefa, kat. ¢. B0904.0005)
- BS5 vitaminy (Duchefa, kat. ¢. G0415.0100)
- Casein hydrolyzat (Duchefa, kat. ¢. C1301.0250)
- Cefotaxim (Duchefa, kat. ¢. CO111.0001)
- 4'.6'-diamidino-2'-fenylindol, DAPI (1 pgml') (Sigma-Aldrich, Kat.
10236276001)
- Dicamba (Sigma-Aldrich, kat. ¢. D5417-100MG)

- dNTPs (10 mmol-l-1) (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. R0192)
- DreamTaq Green Buffer (10x) (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. EP0714)

- DreamTaq Green DNA polymerase (5 U-ul") (Thermo Fisher Scientific, kat.

EP0714)
- EDTA (Sigma-Aldrich, kat. ¢. E5134-250G)
- Ethanol (96%) (Lach-ner, kat. ¢. 20025-A96)
- Ethidium bromid (Sigma-Aldrich, kat. ¢. E§751-5G)
- Formaldehyd (36,5-38% v H>0) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. F8775)
- GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. SM1331)
- Chlorid draselny (Duchefa, kat. ¢. P0515.1000)
- Chlorid hotecnaty (Sigma-Aldrich, kat. ¢. M8266)
- Chlorid sodny (Duchefa, kat. ¢. S0520.1000)
- Chlornan sodny (Supelco, kat. ¢. 1056142500)
- Hygromycin B (50 mg:ml') (Roche, kat. ¢. 10843555001)
- Isopropanol (Lach-ner, kat. ¢. 20037-ATO0)
- Karbenicilin (100 mg-ml™") (Merck, kat. ¢. 69101-3)
- Kvasnicovy extrakt (Sigma-Aldrich, kat. ¢. Y1000-500G)
- L-glutamin (Duchefa, kat. ¢. G0708.0100)
- L-prolin (Duchefa, kat. ¢. P0717.0100)
- Maltoza (Roth, kat. ¢. 8951.3)
- Murashige & Skoog médium (Duchefa, kat. ¢. M0221.0050)
- Myoinositol (Duchefa, kat. ¢. 10609.0100)
- NaFeEDTA (Sigma-Aldrich, kat. ¢. E6760-100G)
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- Phusion Green HF buffer (5x) (Thermo Fisher Scientific, kat. €. F537S)

- Phusion Green Hot Start High-Fidelity DNA polymerase (2 U-pl')
(Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. F537S)

- Phytoagar (Duchefa Biochemie, kat. ¢. P1003.1000)

- Siran méd’naty (CuSO4.5H20) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. C3036-250G)

- Spermin tetrahydrochlorid (Sigma-Aldrich, kat. ¢. S2876-5G)

- T4 DNA ligase (5 U-pl™") (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. EL0011)

- T4 DNA ligase buffer (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. B69)

- Tango pufr (10x) (Fermentas, kat. ¢. BYS)

- Thiamin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 47858)

- Timentin (Duchefa, kat. ¢. T-104-10)

- Tris (VWR International, kat. ¢. 28808.294)

- Triton (Sigma-Aldrich, kat. ¢. X100-5ML)

- TriTrack DNA Loading Dye (6x) (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. R1161)

- Trypton (Duchefa, kat. ¢. T1332.0100)

- Tween 20 (Sigma-Aldrich, kat. ¢. P9416-100ML)

- VectaShield (Vector Laboratories, kat. ¢. H-1200-10)

- Xbal restrikéni endonukleaza (10 U-pl™") (Fermentas, kat. ¢. ER0681)

Pouzité soupravy

- ClonelJET PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. K1231)
- GenelJET gel extraction kit (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. KO691)
- NucleoSpin Plant IT (Macherey-Nagel, kat. ¢. 740770.250)

- QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, kat. ¢. 27106)

- QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, kat. ¢. 28100)

- QIAquick Gel Extraction kit (Qiagen, kat. ¢. 28704)
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Pouzité oligonukleotidy

Pouzité oligonukleotidy byly navrzeny pomoci programu Primer 3 (verze 4.1.0). Jejich

seznam je uveden v Tabulce 2.

Tabulka 2: Seznam pouzitych oligonukleotidi

Nazev Sekvence (5' > 3') Pouziti Tm

KLO18 GACGTCTGTCGAGAAGTTTCTG detekce htp genu | 57 °C

KLO019 CGAGTACTTCTACACAGCCATC detekce hpt genu | 57 °C

KL037 AGCTGTTTCCTGTGTGAAATTG RB primer 58 °C
KLO038 ACCATGATTACGCCAAGCTATC RB primer 58 °C
KL044 ATGACACCGCATCGACGCATG 62 °C
KL045 GTTCGCAAGACGGTCCGAATG 62 °C
KL046 ACTCACAAACAGGTCGGTCA ovéient pozice —35°C
KLO059 GTCACGCTGCACCAACTTTT T-DNA v 59 °C
KL060 GCTTGGCGTAATCATGGTCA genomu 59 °C
KLO061 GCTTGGCGTAATCATGGTCA 59 °C
KL062 | GACAGGATATATTGGCGGGTAAACC 62 °C

Pouzité roztoky a jejich priprava

1% agarozovy gel: Navazit 1 g agarozy, piidat ke 100 ml 1x TAE pufru. Roztok

rozvafit v mikrovinné troub€, dokud roztok nebude Ciry. Do mirné vychladlého
roztoku pfidat 1 pl ethidium bromidu, roztok promichat a vlit do elektroforetické
komory.

CIM (selek¢ni indukéni médium): Navazit 15 g maltozy, 2,15 g Murashige

& Skoog média, 500 mg casein hydrolyzat, 345 mg prolinu, 125 mg myoinositolu.
Automatickou pipetou ptidat 500 ul 2,5 mg'ml! dicamba, 500 pl 1 mg'ml!
thiaminu, 500 pl 5 mmol-1"! CuSO4 5H>0, 500 ul 50 mg-ml™' cefotaximu, 500 ul
150 mg'ml™! timentinu. Doplnit vodou do 250 ml. Upravit pH roztoku na hodnotu
5,8. Sterilizovat filtraci. Pfidat 500 pl hygromycinu. Ptidat 250 ml 0,6% roztoku
phytoagaru. Nalit do pfipravenych Petriho misek.

Edwards pufr: Smichat 20 ml 1 mol-I"' Tris (pH 8), 5 ml 5 mol-1"! NaCl, 5 ml
0,5 mol-1"" EDTA a 5 ml 10% SDS, doplnit do 100 ml vodou.

Formaldehyd 4%: Smichat 6 ml 37% formaldehydu a 50 ml Tris pufru.
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Hypochlorid sodny 5%: Smichat 20 ml 12% NaOCI s 78 ml vody. Automatickou

pipetou piidat 200 ul Tween 20.

K4N (regeneracni) médium: Smichat 25 ml 20x K4N macro mineral, 50 ml

1 mol‘l" maltézy, 2 ml 0,25 mol-I"' L-glumatinu, 500 ul 1 000x K micro minerald,
500 ul NaFeEDTA, 500 pl 1000x B5 vitamind, 112,5 pl 1 mmol-1"' 6-BAP, 490 pl
5 mmolI"' CuSO45H,0 a 500 ul timetinu. Doplnit vodou do 250 ml. Upravit pH
roztoku na hodnotu 5,8. Sterilizovat filtraci. Pfidat 250 pl hygromycinu. Pridat
250 ml 0,6% roztoku phytoagaru. Nalit do pfipravenych Petriho misek.

LB médium (tekuté): Smichat 10 g tryptonu, 10 g NaCl a 5 g kvasnicového

extraktu, doplnit do 950 ml vodou. Autoklavovat.
LB médium (tuhé): Smichat 10 g tryptonu, 10 g NaCl, 5 g kvasnicového extraktu

a 20 g agaru, doplnit do 100 ml vodou. Autoklavovat.

LBO1: 363,4 mg 15 mmoll™" Tris, 148,9 mg 2 mmol-1"! Na,EDTA, 34,8 mg
0,5 mmol-1"! spermin tetrahydrochloridu, 1,193 g 80 mmol-1"! KCI, 233,8 mg
20 mmol-1"" NaCl, 200 pl 0,1% tritonu. Doplit vodou do 200 ml. Upravit pH
roztoku na hodnotu 7,5. Sterilizovat filtraci pres filtr s velikosti port 0,22 um,
uchovavat pii -20 °C.

1x TAE (Tris-acetat-EDTA): Smichat 20 ml 50x TAE s 980 ml destilované vody.

Tris pufr: Smichat 25 ml 1 mol-1"! Tris, 2,5 ml 0,5 mmol-1' MgCl,, 21,25 ml
1 mol-I"! NaCl, 2,5 ml 10% tritonu, doplnit vodou do 250 ml.
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4.3 Seznam pouzitych pristroju a zarizeni
Pouzité pristroje

- Analytické vahy (Santorius)

- Binokularni lupa VisiScope 350 (VWR)

- Cytometr CyFlow Space (Sysmex)

- Elektroforeticka komora (Cleaver Scientific)

- Epifluorescenéni mikroskop Axiolmager Z2 (Zeiss) vybaveny konfokalnim
modulem DSD2, monochromatickou kamerou Zyla 4.2 a programem IQ3
program (vSe Andor)

- Fluorescen¢ni mikroskop Olympus IX81 (Olympus)

- Fotoaparat AF-S Micro (Nikon)

- Fytotronova komora (Weiss Gallenkamp)

- Chlazena centrifuga Jouan CR4i (Thermo Fisher Scientific)

- Konfokalni mikroskop Leica TCS SP8 STED3X (Leica Microsystems, Wetzlar,
Germany), vybaveny HC PL APO CS2 20x/0,75 DRY objektivem, HC PL APO
CS2 63x%/1.40 Oil objektivem, hybridnimi detektory (HyD), a softwarem Leica
Application Suite X (LAS-X), verze 3.5.5 s Leica Lightning module (Leica,
Buffalo Grove, IL, USA).

- Laboratorni digestor M 1800 (Merci)

- Laminarni box Aeolus H (Telstar)

- Laminarni box MSC-Advantage™ (Thermo Fisher Scientific)

- Lednice (Gorenje)

- Magneticka michacka Multipoint HP (Variomag)

- Mikrovlnna trouba (Zanussi)

- Minicentrifuga MYfuge (Benchmark Scientific)

- Minicentrifuga stolni MicroStar17R (VWR)

- Minirotator Bio RS-24 (Biosan Ltd.)

- Nanodrop One/OneC Microvolume UV-Vis spektrofotometr
(Thermo Fisher Scientific)

- pH metr do laboratofe (Inolab)

- Pocitacova sestava (Intel Core)

- Sada automatickych pipet Nichipet EXII (Nichiryo)

- Sklenéné kulicky (Carl Roth, kat. ¢. A555.1)
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- Stolni inkubovana tfepacka MaxQ 4000 (Thermo Fisher Scientific)
- Termoblok (VWR)

- Termocykler C1000 Touch (BioRad)

- Termostat B120 (Biological Thermostat)

- TissueLyser MM301 (Retch)

- Ttepacka (Heidolph Instruments GmbH)

- UV transilluminator (Syngene)

- Vodni lazen (Memmert)

- Vyrobnik ledu (Brema IceMakers)

- Vyrobnik vakua (KNF)

- Zdroj napéti k elektroforéze (Cleaver Scientific)

Pouzité programy

- Ensembl Plants release 51 (EMBL-EBI)
- GeneSnap verze 7.12.06 (Syngene)

- Imagel (Java)

- Primer 3 verze 4.1.0 (Elixir)

- Snapgene Viewer verze 5.3.2 (GSL Biotech)
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4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1 Transformace a selekce transgennich rostlin jecmene
Sterilizace semen

Semena jeCmene setého cv. Golden Promise byla vyloupana z klasu, nasypana do 15ml
plastové zkumavky se Sroubovacim vickem, zalita 10 ml 70% ethanolu a promichavana
toCenim na minirotatoru po dobu 3 min. Po odliti ethanolu byla semena proplachnuta
sterilni destilovanou vodou. Néasledné bylo pfidano 10 ml 5% roztoku hypochloridu,
zkumavka byla opét umisténa do minirotatoru a promichavana tocenim 15 min. Roztok
hypochloridu byl odlit a semena byla pétkrat proplachnuta sterilni destilovanou vodou.
Takto vysterilizovana semena byla pouzita k dal§im analyzam. Postup sterilizace semen
byl totozny jak pro pfipravu semen obsahujicich nezrald embrya urcena k transformaci,

tak zrald semena transgennich rostlin ur¢ena k charakterizaci.

Transformace embryi je¢mene setého

Transformace nezralych embryi jeCmene setého cv. Golden Promise pomoci
Agrobacterium tumefaciens byla provedena vedouci diplomové prace podle upraveného

protokolu Marthe et al., 2015.

Selekce transgennich rostlin regenerujicich z embryonalniho kalusu je¢cmene setého

Embrya je¢mene po transformaci A. tumefaciens byla prenesena ve sterilnim prostredi
na misky s induk¢nim CIM médiem s obsahem antibiotika hygromycinu o koncentraci
50 mg-ml™'. Kvalita a prostorova orientace embrya byla kontrolovana pod binokularni
lupou. Misky byly nésledné prekryty parafilmem a umistény do inkubatoru do tmy
na 24 °C na 14 dni. Po uplynuti této doby byly kalusy pfeneseny ve sterilnim prostredi
na misky s Cerstvym CIM médiem a umistény do inkubatoru do tmy na 24 °C na 14 dni.
Poté byly kalusy pfeneseny na regeneracni médium K4N s pifidavkem hygromycinu
o koncentraci 50 mg-ml"' aumistény do inkubatoru se svétly na 24 °C na 14 dni.
Po uplynuti této doby byly vybrané zelenajici se kalusy pieneseny ve sterilnim prostredi
na misky s cerstyym K4N meédiem bez obsahu hygromycinu abyly umistény
do inkubatoru se svétly na 24 °C na 14 dni. Poté byly rostliny s vytvofenymi kofeny

preneseny do raselinovych jiffi do plastového sklenicku ve fytotronové komore.
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Uspé&snost transformace byla potvrzena genotypovanim regenerovanych rostlin. Pozdgji
byly pozitivni transgenni rostliny presazeny do plastovych kvétinact se substratem

michanym s piskem (pomér 3:1) a zajistény piidanim rastové podpery.

4.4.2 Genotypovani regenerantu na pritomnost hpt selekéniho genu, méreni

ploidie transgennich rostlin

Izolace genomické DNA

Izolace DNA podle protokolu Edwards et al., 1991 je rychla a spolehliva metoda izolace
rostlinné DNA. Dostupny protokol byl upraven dle potieb laboratote. Piiblizné& 0,5 cm?
listu byl odebran do 1,2ml mikrozkumavky se sklenénymi kulickami o prameéru
1,25-1,65 mm. Mikrozkumavky uzaviené vicky byly zmrazeny v tekutém dusiku
anasledné homogenizovany pii frekvenci 30/s v TissueLyseru po dobu 60 s.
K homogenizovanému pletivu bylo pfidano 100 pl Edwards pufru, smés byla promichana
na vortexu a nasledné byly mikrozkumavky centrifugovany pii 2 250 x g po 20 min pfi
20 °C. Do novych mikrozkumavek bylo preneseno 80 ul supernatantu a ptidano 80 pl
isopropanolu. Smés byla promichana na vortexu. Mikrozkumavky byly centrifugovany
pii 2 250 x g po 10 min pii 20 °C. Supernatant byl odlit, k peletu bylo pfidano 80 pl
70% ethanolu a smeés byla promichdna na vortexu. Mikrozkumavky byly opét
centrifugovany za stejnych podminek, nasledné byl supernatant vylit do odpadu,
zkumavky s usazenym peletem obsahujicim DNA byly umistény dnem vzharu
do termostatu pii 37 °C po 30 min az 1 hod, ¢imz doslo k uplnému odpateni zbylého

ethanolu. DNA byla rozpusténa v 50 ul TE pufru.

PCR genotypovani pritomnosti selek¢niho /pt genu

Pro genotypovani byly pouzity vzorky rostlin je¢mene setého cv. Golden Promise,
regenerované po transformaci A. fumefaciens podle protokolu uvedeného vyse. Cilem
bylo vyhodnotit uspésSnost transformace a piitomnost selek¢niho genu hptr (gen
pro hygromycin fosfotransferazu) v genomu transformovanych rostlin, a tim padem
i pfitomnost vlozené T-DNA. Pro genotypovani pomoci primerd KLO18 a KLO19 byla
jako templatova DNA pouzita DNA izolovand pomoci protokolu Edwards ef al., 1991.
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PCR reak¢ni smés byla pfipravena podle Tabulky 3. V Tabulce 4 jsou uvedeny podminky
PCR reakce.

PCR produkty byly separovany v 1% agarézovém gelu s ethidium bromidem. Jako
marker molekulové hmotnosti byl pouzit GeneRuler 1 kb Plus (Thermo Fisher Scientific).
Specifické PCR produkty byly detekovany pomoci UV transiluminatoru, gel byl

zdokumentovan pomoci programu GeneSnap.

Tabulka 3: Slozeni PCR reakcni smési pro detekci apt selekéniho genu

Slozka Pocatecni Finalni Objem 1 reakci [ul]
koncentrace koncentrace
DreamTaq reak¢ni pufr 10x 1x 2
dNTPs 2 mmol-l"! 200 pmol-l! 2
primer KLO18 10 pmol-I'! 0,5 umol-I'! 1
primer KLO19 10 pmol-1"! 0,5 umol-1"! 1
DreamTaq polymeraza 5U-ul! 0,02 U-pl! 0,1
deionizovana voda - - 14,9
templatova DNA - - 1
Tabulka 4: Podminky PCR reakce pro detekci hpt selekEniho genu
Proces Teplota Cas Pocet cykla
pocateCni denaturace 95 °C 3 min 1
amplifikace 95 °C 30s
nasedani primert 57°C 30s 35
extenze 72 °C 30s
zaveéreCna extenze 72 °C 2 min 1
dokonceni reakce 4°C 0

Méreni ploidie

U vSech hpt pozitivnich zregenerovanych rostlin byla ovéfena jejich ploidie z divodu
vylouceni polyploidizacnich udalosti, ke kterym miize béhem regenerace z kalusovych
kultur dochazet. Pfiblizné 1 cm? listu transgennich rostlin jeémene byl pomoci Ziletky
rozsekan v 500 pl pufru LBO1, homogenat byl prefiltrovan pies nylonovy filtr o velikosti
pora 50 um a obarven roztokem fluorescencniho barviva DAPI. Jako standard pro méfeni
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ploidie byla pouzita netransgenni odrida je¢mene cv. Golden Promise (2n = 2x).
Porovnanim pozice jednotlivych histogramovych peakd standardu a analyzovaného

vzorku byla uréena ploidie transgennich rostlin.

4.4.3 Segregacni analyza

Dédicnost alel odpovida tfetimu Mendelovu zakonu o nezavislé kombinovatelnosti alel.
Segregacni analyza je statistickou metodou, pfi které je na zaklade frekvence vyskytu
fenotypu hodnocen pocet kopii urcitého genu v genomu, vzajemna lokalizace dvou a vice
genu na jednotlivych chromozomech nebo pocet homozygotni/heterozygotnich jedinca
v populaci pro dany fenotypovy znak. Metodika transformacnich technik neposkytuje
kontrolu jak nad poctem kopii transgend, které jsou vloZzeny do genomu rostlin, tak nad
mistem vlozeni téchto kopii. V ramci genomu rostlin se tak transgeny vkladaji Cisté
nahodné. V nasledujici generaci potomkt oznaCenou jako T2 lze pozorovat razné
genotypové a fenotypové st€pné pomery v zavislosti na umisténi a poctu kopii transgenti
v genomu. Z fenotypi potomk( lze urCit genotyp matefské rostliny.
V Tabulce 5 je znazornén piiklad segregace alel pfi kiizeni dvou jedinct heterozygotnich
v jednom genu. V Tabulce 6 je znazornén priklad segregace alel pfi kiizeni dvou jedinca
heterozygotnich ve dvou genech.

Tabulka 5: Segregacni (mendelisticky) ¢tverec znazoriujici segregaci alel pii kiizeni
dvou jedinct heterozygotnich v jednom genu (jedna kopie T-DNA)

Alely A a
A AA Aa
a Aa aa

Legenda: Zelen¢ alely v T1 generaci: A, a; fialové genotypy v T2 generaci

Genotypovy Stépny pomér v T2 generaci: (AA: 2 Aa: aa) = 1:2:1 =25 % dominantnich
homozygott, 50 % heterozygotti a 25 % recesivnich homozygoti

Fenotypovy §tépny pomér v T2 generaci: (AA : 2 Aa: aa) = 3:1 = 25 % dominantnich
homozygoti, 50 % heterozygoti a 25 % recesivnich homozygotl; 75 % jedincu

s pozadovanym fenotypem (fluorescen¢ni signal) : 25 % jedinci bez fenotypu
(bez fluorescen¢niho signalu).
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Tabulka 6: Segregacni (mendelisticky) ¢tverec znazoriujici segregaci alel pii kiizeni
dvou jedinct heterozygotnich ve dvou genech (dvé kopie T-DNA)

Alely AB Ab aB ab
AB AABB AABb aABB aABb
Ab AABb AAbb aABDb aAbb
aB AaBB AaBb aaBB aaBb
ab AaBb Aabb aaBb aabb

Zelen¢ alely v T1 generaci: A, a - jedna kopie genu, B, b - druha kopie genu; fialové
genotypy v T2 generaci.

Genotypovy Stépny pomér v T2 generaci: 4:2:2:2:2:1:1:1:1

Fenotypovy §tépny pomér v T2 generaci: 9 : 3 : 3 : 1 = 9 dominantnich homozygotu
v obou znacich, 3 jedinci s dominantnim fenotypem v jednom znaku a recesivnim
ve druhém znaku (Aabb, AAbb), 3 jedinci s recesivnim fenotypem v jednom znaku
a dominantnim ve druhém znaku = 15:1; 93,75 % jedinct s pozadovanym fenotypem
(fluorescencni signal) : 6,25 % jedinct bez fenotypu (bez fluorescencniho signalu).

Pro segregacni analyzu byla semena vybranych T1 rostlin transgennich fluorescencnich
linii sterilizovana podle vySe zminéného protokolu. Semena (T2 generace) byla umisténa
na filtracni papir do sklenénych Petriho misek. Nasledné byly misky vlozeny do lednice
(4 °C) na 48 hod k chladové stratifikaci. Poté byly misky pfeneseny do termostatu (24°C)
na 48 hod, béhem kterych doSlo k nakliceni semen. Po nakli¢eni byla u kazdého
jednotlivého semene odiiznuta kotfenova Spicka a umisténa do kapky vody na podlozni
sklicko, na kterém byla horizontaln€ pfilepena oboustranna paska. Preparat byl prekryt
krycim sklickem, ¢imz vznikla komurka, diky které bylo mozno Spi¢ky pozorovat bez
jejich poruseni. Pritomnost signalu fluorescen¢nich markerovych proteind v burikach
kotfene byla u jednotlivych kli¢nich rostlin zjisténa pomoci fluorescenéniho mikroskopu
Olympus IX81. Reprezentativni fotografie byly pofizeny pomoci konfokalniho
mikroskopu Leica TCS SP8 STED3X (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany),
vybaveny HC PL APO CS2 20x/0,75 DRY objektivem, hybridnimi detektory (HyD),
a softwarem Leica Application Suite X (LAS-X), verze 3.5.5 s Leica Lightning module
(Leica, Buffalo Grove, IL, USA).
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4.44 Fluorescencni detekce specifity lokalizace RFP-CENH3 v izolovanych

jadrech jeCmene

Z transgennich rostlin je¢mene byly odebrany 1 cm? listi, které byly nastithany
a umistény do kadinky. K listim byl pfidan fixa¢ni roztok 4% formaldehydu v Tris pufru,
ve kterém byly vzorky umistény po dobu 30 min, kadinky byly po doby fixace na ledu
v digestofi a zakryty alobalem. Nasledné byly kadinky preneseny do exikatoru
napojenc¢ho na vakuovou vyvévu, kryci alobal byl odstranén a vzorky lista byly fixovany
po dobu 10 min pii pokojové teploté a tlaku 500 mbar. Listy byly dvakrat oplachnuty
v Tris pufru po dobu 10 min. Nasledné byly pomoci ziletky rozsekany ve 300 ul LBO1
pufru, homogenat byl prefiltrovan ped nylonovy filtr s velikosti port 50 um. 10 pl filtratu
obsahujiciho jadra bylo naneseno na podlozni mikroskopické sklicko a ponechano
pii pokojové teploté do zaschnuti. Vzorek na podloznim skle byl zakapnut 5 pl
VectaShield s barvivem DAPI o koncentraci 1 pg-ml™ a prekryt krycim sklem. Preparaty
byly mikroskopovany epifluorescenénim mikroskopem Axiolmager Z2 (Zeiss),
vybaveny konfokalnim modulem DSD2, monochromatickou kamerou Zyla 4.2
a programem IQ3 program (vSe Andor), pres filtry cDAPI (excitani maximum
pfi 359 nm, emisni maximum detekovaného signalu 465 nm) a cRFP (excitacni
maximum pii 558 nm, emisni maximum detekovaného signalu 583 nm) pii zvétSeni
objektivu 20x a objektivu 63x s pouzitim imerzniho oleje. Jako negativni kontrola byl
pouzit vzorek WT jeCmene cv. Golden Promise. V prubéhu mikroskopovani byly
potizeny fotky jader bunék jeCmene setého vypovidajici o lokalizaci RFP-CENH3

transla¢né-fuzniho proteinu.

4.4.5 Inverzni PCR

Tato metoda je vyuzivana pro detekci neznamé sekvence DNA, ktera je ohrani¢ena nami
znamymi sekvencemi (zde znama sekvence T-DNA, jejiz pozice v ramci genomické
DNA je neznama). Pro digesci je vybrana restrikéni endonukledza s vysokou specifitou
Stépeni, nizkou frekvenci vyskytu rekogni¢niho mista (zpravidla rozeznava alespon 6 bp
palindromickou sekvenci) a tvorici po Stépeni vzajemné komplementarni lepivé konce
fragmentu. Rekogni€ni misto vybrané restrikéni endonukleazy se idealné nachazi
ve znamé sekvenci unikatn€, nicméné v ramci neznamé sekvence se rekogni¢nich mist

vyskytuje i ptes specifitu vybraného enzymu mnoho (pfesna pozice Stépeni je neznama).
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Po nastépeni vzorku dochazi ke vzniku tii frakci DNA molekul ohranicenych lepivymi
konci: i) se znamou sekvenci (v piipad€ vyskytu vice nez jednoho unikatniho restrikéniho
mista ve zndmé sekvenci), 11) s nezndmou sekvenci a iii) s castecné¢ znamou sekvenci
na jednom konci molekuly. Nasledn¢ jsou v§echny molekuly vzniklé restrikci ligovany
za vzniku kruhovych molekul. V pfedposlednim kroku je provedena amplifikace pomoci
primert navrzenych tak, aby byly komplementarni ke znamé sekvenci a zaroven byly
orientovany svymi 3‘ konci ven ze znamé sekvence (smétuji od sebe). Béhem PCR reakce
dochazi k amplifikaci a linearizaci vznikajicich molekul (Clark et Pazdernik, 2016), které
jsou nasledné rozseparovany v agarozovém gelu. Cilem je detekovat specificky band
(PCR produkt), k jehoz vzniku bude dochazet pouze pfi analyze vzorkth T-DNA linie,
a bude neptitomny v kontrolnim wild-type vzorku. Tento specificky band je v poslednim
kroku analyzy vyfiznut z gelu, reizolovan a pouzit pro sekvenacni analyzu a finalni
mapovani vramci genomu. ZjednoduSeny princip inverzni PCR je zobrazen

na Obrazku 1.

(PR S S ST .
A A A A
2 - -
.
3. N
-
=
4. I
— kY =
T-DNA Genomicka DNA Restrikéni misto Primery

Obrazek 1: Princip inverzni PCR

V prvnim kroku je linearni molekula genomické DNA (modie) obsahujici T-DNA (zlut¢)
nastépena restrikéni endonukleazou Xbal tvofici lepivé konce, vznikaji tfi frakce linearnich
molekul (krok 2, zleva: molekula se znamou sekvenci, molekula s neznamou sekvenci, molekula
s castecné znamou sekvenci na jednom konci molekuly). Ve tfetim kroku jsou v§echny molekuly
zligovany. Zligovan¢ molekuly slouzi jako templat pro PCR reakci (krok 4), pii které dojde
k amplifikaci molekul pomoci primera specifickych pro LB a RB oblast T-DNA a vzniku
lineamich molekul.
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Inverzni PCR pro zjisténi pozice vlozeni T-DNA molekuly do genomické DNA byla
provedena na vzorku DNA transgenni rostliny jeCmene setého cv. Golden Promise
RFP-CENH3/S2-1. Byla pouzita genomicka DNA izolovana z transgennich T1 rostlin
a kontrolnich WT (wild-type) rostlin jeCmene pomoci NucleoSpin Plant II kitu
(Macherey-Nagel). Vstupni mnozstvi materialu pro izolaci DNA (Cerstvé listy) bylo
80 mg. Postup byl proveden podle navodu vyrobce. DNA byla rozpusténa v 100 pl
PE pufru, ktery je soucasti kitu.

Restrikéni Stépeni a ligace fragmentu

Genomicka DNA z transgenni rostliny RFP-CENH3/S2-1 a WT rostliny byla v prvnim
kroku naStépena pomoci restrikéni endonukledzy Xbal. Slozeni restrikéni smési
je uvedeno v Tabulce 7. Restrik¢ni reakce byla inkubovana pii 37 °C v termobloku pies

noc.

Tabulka 7: SloZeni restrikéni reakce

Slozka Objem pro 1 reakci [ul]
Tango pufr 4
endonukleaza Xbal 2
DNA 50 ng
deionizovana voda doplnit do 40 pl

Po uplynuti doby inkubace byla provedena tepelna inaktivace restrikéni endonukleazy
v restrikéni smési pii 65 °C po dobu 20 min. Cely objem reakce byl precistén pomoci
QIAquick PCR Purification Kitu (Qiagen), koncentrace DNA byla zméfena pfistrojem
Nanodrop.

Nasledné byla provedena intramolekulami ligace restrikénich fragmentt, slozeni ligacni
smeési je uvedeno v Tabulce 8. Do reakce bylo pouzito 100 ng DNA restrikéni smési.
Celkovy objem ligacni reakce byl 50 pl. Liga¢ni reakce byla inkubovéna pfi teploté 15 °C
po dobu 6 hod.
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Tabulka 8: Slozeni liga¢ni smési

Slozka

Objem pro 1 reakci [ul]

reak¢ni pufr 5
T4 DNA ligaza 2,5
DNA 100 ng

deionizovana voda

doplnit do 50 pl

Inverzni PCR

Pro inverzni PCR byla jako templatova DNA pouzita DNA z liga¢ni smési z ptedchoziho

kroku, tvorena intramolekularné zligovanymi kruhovymi molekulami. Slozeni reak¢ni

smési je uvedeno v Tabulce 9. Podminky inverzni PCR reakce jsou uvedeny

v Tabulce 10.

Tabulka 9: Slozeni inverzni PCR reakce

Slozka Pocatecni Finalni Objem pro 1 reakci
koncentrace | koncentrace [ul]
Phusion reak¢ni pufr 10x 1x 10
dNTPs 10 mmol-pl™! | 200 pmol-pl™! 1
primer KL037 10 umol-ul™! | 0,5 pmol-pl™! 1
primer KL038 10 umol-ul™! | 0,5 pmol-pl™! 1
Phusion polymeraza 2 U-pl'! 0,02 U-ul'! 0,5
deionizovana voda - - 35,5
templatova DNA 1 ul
Tabulka 10: Podminky inverzni PCR reakce
Proces Teplota Cas Pocet cyklu
pocatecCni denaturace 98 °C 30s 1
amplifikace 98 °C 10s
nasedani primert 58 °C 20s 38
extenze 72 °C 30s
zaveéreCna extenze 72 °C 2 min 1
dokonceni reakce 4°C ®
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PCR produkty vzniklé po amplifikaci byly separovany v 1-1,5% agar6zovém gelu
s ethidium bromidem. Jako marker molekulové hmotnosti byl pouzit GeneRuler 1 kb Plus
(Thermo Fisher Scientific). Specifické PCR produkty vizualizované po separaci
v agarozovém gelu, vyskytujici se u T-DNA linie a nepfitomné u WT rostliny, byly
na UV transiluminatoru vyfiznuty z gelu a vlozeny do 2ml mikrozkumavek. Izolace DNA
fragmentu z gelu byla provedena podle navodu vyrobce GeneJET gel extraction kit

(Thermo Fisher Scientific). DNA byla rozpusténa v 30 ul TE pufru.

4.4.6 Klonovani specifickych PCR produktu do plazmidu pJET1.2 a sekvenacni
ovéreni
Specifické PCR produkty reizolované z gelu byly zaklonovany do plazmidu pJET1.2

podle navodu vyrobce CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific), Blunt-End
protokol.

Transformace Escherichia coli cv. STBL2 kompetentnich bakterii

K 100 pl alikvéotu zamrazenych chemicky kompetentnich bakterialnich bunék STBL2 byl
ptidan cely objem klonovaci reakce. Butiky byly inkubovany 30 min na ledu. Nasledné
byl proveden heat-shock pfi 42 °C ve vodni lazni na 45 s, nasledovalo prudké ochlazeni
ponofenim zkumavky do ledu na 2 min. Ke STBL2 bunkdm bylo pfidano 800 pl
LB média. Smés byla inkubovana ve stolni tfepa¢ce 1 hod pfi 37 °C a otackach
300 otaek/min. Po wuplynuti této doby byly zkumavky centrifugovany 1 min
pii 6000 otacek/min/RT. Po centrifugaci byl supernatant odlit do odpadu, k peletu bunék
bylo pfidano 100 pl Cerstvého LB média, ve kterém byly buiky rozsuspendovany
a nasledné rozetfeny pomoci bakterialni hokejky na Petriho misky s LB médiem
obsahujicim antibiotikum karbenilicin (100 mg-ml™"). Misky byly inkubovany pii 37 °C
ptes noc, nasledné byly prekryty parafilmem a uchovavany pii 4 °C v lednici do doby

detekce uspésnosti transformace pomoci colony PCR.

Colony PCR

Slozeni reakéni smési je uvedeno v Tabulce 11. Pro amplifikaci byly pouzity primery

KIL.037 a KLLO38. Jako templat pro colony PCR byly pouzity vybrané bakterialni kolonie
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narostlé na Petriho miskach, ze kterych byly odebrany vzorky pomoci odpichnuti sterilni

$pickou. Colony PCR byla provedena dle podminek, které jsou uvedeny v Tabulce 12.

Tabulka 11: Slozeni reak¢ni smési colony PCR

Slozka Pocatecni Finalni Objem 1 reakci
koncentrace koncentrace (]
DreamTaq reakéni pufr 10x 1x 2,5
dNTPs 2 mmol-1"! 200 umol-1'! 2,5
primer KL037 10 umol-1"! 0,5 umol-1! 1,25
primer KL038 10 pmol-l"! 0,5 umol-I'! 1,25
DreamTaq polymeraza 5U-pl'! 0,02 U-pl"! 0,125
deionizovana voda - - 17,375
Tabulka 12: Podminky colony PCR
Proces Teplota Cas Pocet cykla
pocatecni denaturace 95 °C 3 min 1
amplifikace 95 °C 30s
nasedani primert 58 °C 30s 26
extenze 72 °C 30s
zaveéreCna extenze 72 °C 2 min 1
dokonceni reakce 4°C ®©

Izolace plazmidu

Pted izolaci plazmidu byly vybrané pozitivné testované kolonie transformovanych E. coli

cv. STBL2 namnozeny v tekutém LB médiu obsahujicim antibiotikum. Vybrané kolonie

byly odpichnuty sterilni Spickou, kterd byla vhozena do sklenéné zkumavky s 5 ml

tekutého LB média s piidavkem karbenicilinu (100 mg-ml"). Zkumavky byly inkubovany

ptes noc pii 37 °C. Nasledné byla bakterialni kultura centrifugovana 1 min pfi

6000 otacek/min/RT, po odliti supernatantu byl zbyly pelet obsahujici bakterialni bunky

pouzit pro izolaci plazmidu.

Izolace plazmidu byla provedena dle navodu vyrobce QIAprep Spin Miniprep Kit

(Qiagen). Plazmidova DNA byla rozpusténa v 30 pl destilované vody. Nasledné byla
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zméfena koncentrace DNA ve vzorcich pomoci Nanodropu. Vzorky plazmidu byly
osekvenovany firmou SeqMe s.r.o.. Sekvenac¢ni data ziskana od firmy SeqMe s.r.o. byla

bioinformaticky zpracovana pomoci programu BLAST a SnapGene.

PCR ovéreni pozice vlozeni T-DNA do genomu

Zaverecné ovéreni pozice vlozeni T-DNA do genomu jeCmene urené sekvenaci, spojené
s vybérem primerad urCenych ke genotypovani T2 generace transgenni rostliny
RFP-CENH3/S2-1, bylo provedeno PCR reakci s primery KL044 az KL062. Slozeni PCR
reak¢ni smési je uvedeno v Tabulce 3, sekvence primert v Tabulce 2 a podminky reakce
jsou uvedeny v Tabulce 4. Délky vyslednych PCR produktd detekovanych
po elektroforetické separaci byly porovnany s oekavanymi délkami produktt urenymi

v programu SnapGene.
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S5 Vysledky

5.1 Transformace a selekce transgennich rostlin je¢mene

Transformace byla provedena vedouci diplomové prace. V ramci diplomové prace byla
uspésné provedena regenerace a selekce transgennich rostlin  odvozenych
z embryonalniho kalusu jeCmene setého. Regenerované rostliny tvofici kofeny a listy
byly po pieneseni do raSelinovych jiffi podrobeny genotypovani na piitomnost

hpt selekEniho genu vyskytujiciho se u transgennich rostlin.

5.2 Genotypovani regenerantu na piitomnost /ipt selekéniho genu

V ramci mé diplomové prace bylo nejprve provedeno genotypovani 25 regenerovanych
rostlin jeCmene setého cv. Golden Promise po transformaci Agrobacterium tumefaciens
na pritomnost Apt selekéniho genu, rostliny genotypované jako hpt pozitivni obsahuji
ve svém genomu kazetu obsahujici kromé selekéniho genu rovnéz gen pro zajmovy fuzni
protein RFP-CENH3. Ke genotypovani byla pouzita genomicka DNA izolovana metodou
Edwards et al., 1991. Délka vysledného PCR produktu amplifikovaného primery KLO18
a KLO19 byla 953 bp. PCR produkty vzniklé po amplifikaci byly elektroforeticky
separovany v 1% agarézovém gelu obsahujicim ethidium bromid, ktery byl nasledné

zdokumentovan na UV transiluminatoru (Obrazek 2).
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Obrazek 2: Genotypovani regenerovanych rostlin potencialn€é exprimujicich
RFP-CENH3 fuzni protein na pfitomnost ipt selekéniho genu.

1-7- rostliny regenerované po transformaci, vzorky 3,4,5,6 - pozitivn¢ testované rostliny nesouci
hpt gen, pozitivni kontrola (P) - transgenni rostlina s Apt genem, negativni kontrola (N) -
WT rostlina je¢mene set¢ho cv. Golden Promise, marker molekulové hmotnosti (M) - GeneRuler
1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific).
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5.3 Analyza ploidie

U vsech linii je€mene ziskanych po transformaci je¢mennych embryi byla provedena
analyza ploidie za pomoci prutokového cytometru. Bunécna jadra izolovana ze vzorkt
listd jednotlivych transgennich linii jemene byla obarvena pomoci barviva DAPI
a analyzovana za pouziti standardu o znamé ploidii (standard = diploidni WT rostlina
je¢mene setého cv. Golden Promise). Vysledky méfeni ploidie v podobé histogramovych
peakd jsou znazornény v Grafu 1. Cast A znazoriiuje diploidni standard WT je¢men sety
cv. Golden Promise. Cast B znazortiuje vzorek & 1, u néhoz se pozice peaku shoduje
s pozici peaku standardu vzorku A, tudiz se jedna o diploidni rostlinu. Pocet chromozomu
odpovida cCislu 14. Pozice peaku vzorku ¢. 2, zobrazeném v casti C, odpovida
dvojnasobku obsahu DNA standardu vzorku A, tudiz vzorek €. 2 pochazi z tetraploidni
rostliny. Pocet chromozomua u tetraploidni rostliny je 28, tedy dvojnasobny oproti
diploidnimu standardu. Na vsech grafech lze pozorovat vyrazny peak typicky pro jadra
v GI1 fazi (2n = 2x) 1 druhy mensi peak pro jadra v G2 fazi (2n = 4x), coz odpovida
standardnim hodnotam analyzovanych vzorki jeCmene, jelikoz vétSina jeCmennych

bunék se v listech nachéazi v G1 fazi bunééného cyklu.

A - standard B - vzorek €. 1 C - vzorek ¢.2
100 100 100
Gl Gl Gl

80 80 80
60 60 60
40 40 40

G2 G2 G2

20 1 20 — | 20 ‘—:k
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Graf 1: Stanoveni ploidie transgennich linii jeCmene setého cv. Golden Promise

A: standard - diploidni standard, WT je¢men sety cv. Golden Promise (2n =2x = 14). B: vzorek
¢.1 - diploidni vzorek €.1 (2n = 2x = 14), C: vzorek €. 2 - tetraploidni vzorek €.2 (2n = 4x = 28).
Sipka vyznacuje rozdil vzdalenosti mezi peaky.

5.4 Segregacni analyza

Na zékladé segregacniho poméru vyskytu fluorescencniho signalu translacné-fuznich
markerovych proteini byl odhadnut pocet kopii T-DNA inzertd nachazejicich
se u transgennich rostlin, jejichz seznam je uvedeny v Tabulce 1. V ramci T2 generace

rostlin byla ofekavana piitomnost 75 % rostlin exprimujicich fluorescencni signal
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(50 % heterozygotni a 25 % homozygotnich rostlin) a 25 % rostlin bez fluorescenc¢niho
signalu v ptipadé, ze T1 matefska rostlina ma ve svém genomu pouze 1 T-DNA inzerci.
Analyze bylo podrobeno 6 fluorescencnich markerovych linii, vcetné linie
RFP-CENH3/S2-1, ktera byla pozdéji charakterizovana z hlediska pfesného mista vlozeni
T-DNA do genomu. Jako negativni kontrola byla pouzita WT rostlina je¢mene setého

cv. Golden Promise.

Na zakladé procentualniho zastoupeni pozitivnich rostlin s fluorescencnim signalem
a negativnich rostlin bez signalu byl stanoven mozny pocet T-DNA kopii v genomu.
Udaje jsou uvedeny v Tabulce 13. Pro linii YFP-FIB/S2-2 bylo na pfitomnost
fluorescencniho signalu pozitivné testovano 96 % rostlin T2 generace, coz odpovida
moznym 2 nebo 3 kopiim T-DNA v genomu. Pro linii YFP-FIB/S4-1 bylo pozitivné
testovano 93 % rostlin, coz odpovidd moznym 2 kopiim T-DNA v genomu. U linii
CFP-H2B/S4-2 a CFP-H2B/S3-3 bylo pozitivnich 60 % a 74 % rostlin, coz odpovida
1 kopii T-DNA v genomu. U linii RFP-CENH3/S2-1 a RFP-CENH3/S2-5 bylo
hodnoceno pouze 14 T2 rostlin, ze kterych bylo pozitivnich 92 % a 100 %, coz odpovida
moznym 2 respektive 4 kopiim T-DNA v genomu. Tato hodnota je ale znacné zkreslena

nizkym poctem analyzovanych rostlin.

Tabulka 13: Segregacni analyza vybranych markerovych linii

@ 5 “2 « - 7 g 2 o ;E’: 'E_
° = E | 2E|EE| 8| gE |2z 2z
= ) a | S22 EE| & =3 | 85| =<
e s 05 | TE| 28| 2 | Z: | 5% 5z
= =}
Sl e z2" " E | 2F| 3a
YFP-FIB/S2-2 T2 60 5 55 92 % 53 96 % 2,3
YFP-FIB/S4-1 T2 60 19 41 68 % 38 93 % 2
CFP-H2B/S4-2 T2 60 7 53 88 % 32 60 % 1
CFP-H2B/S3-3 T2 73 11 62 85 % 46 74 % 1
RFP-CENH3/S2-1 T2 14 1 13 93 % 12 92 % 2
RFP-CENH3/S2-5 T2 14 1 13 93 % 13 100 % 4
WT GP T2 20 4 16 80 % 0 0 % 0

Vysledny segregaCni pomér dany procentem na fluorescencni signal pozitivnich
a negativnich rostlin byl ovlivnén kli¢ivosti semen, kterda nadhodnotila (respektive

podhodnotila) jeho presnou hodnotu. Nejnizsi procentualni kli¢ivost ze vSech
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analyzovanych linii byla stanovena u linie YFP-FIB/S4-1, a to 68 %. VSechny uvedené
matetské linie byly uréeny jako heterozygotni, jelikoz se jednalo o rostliny T1 generace
ziskané z regenerantd po transformaci A. tumefaciens. Hodnota 100 % rostlin
s fluorescen¢nim signalem u linie RFP-CENH3/S2-5 byla dosazena z diivodu analyzy
omezeného poctu semen, a to pouze 14 semen. Ziskana data pro linii RFP-CENH3/S2-5
(rovnéz linit RFP-CENH3/S2-1) jsou pouze pocate¢ni a budou postupné dopliiovana
vysledky segregacnich analyz dal§ich semen téchto rostlin. Fotky pofizené béhem

analyzy jsou uvedeny na Obrazku 3.

002 a0 gupe g
.

20 ym 20 pm 20 ym

Obrazek 3: Kotenové §picky rostlin transgennich linii podrobenych segregacni analyze.

A: Kofenova $pi¢ka YFP-FIB/S2-2 (nahote). Detail bungk kotenové $picky (dole). Zluts
znalen protein fibrilarin. B: Kofenova Spicka rostliny linie CFP-H2B/S4-2. Detail bun¢k
kotenové Spicky (dole). Modie znaen protein histon H2B. C: Kofenova Spicka linie
RFP-CENH3/S2-1 (nahote). Detail bun¢k kotenové Spicka linie RFP-CENH3 (dole).
Cervend znagen centromericky histon H3.

V ramci diplomové prace byla k podrobné charakterizaci vybrana linie
RFP-CENH3/S2-1, u které jsou o¢ekavany 2 inzerce T-DNA na zakladé ptiblizného

segregacniho pomeru.
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5.5 Fluorescencni detekce specifity lokalizace RFP-CENH3

v izolovanych jadrech je¢mene

Kromé zékladniho screeningu ufiznutych kofenovych $pi¢ek markerovych linii byla
provedena izolace jader linie RFP-CENH3/S2-1, ktera byla podrobena detekci
fluorescen¢niho RFP signalu na fluorescen¢nim mikroskopu, jako kontrola byl pouzit
WT vzorek jeCmene cv. Golden Promise, u kterého nebyla ofekavana pfitomnost
RFP signalu (Obrazek 4). U vétsiny jader byl detekovan RFP signal, ktery byl jasné
lokalizovany do bodovych struktur charakterizujicich centromery. Pocet jednotlivych

bodovych centromerickych signalti v jadie se pohyboval v rozmezi 7 az 14.

A - RFP-CENH3

10 ym 10 pm

Obrazek 4: Fluorescencni detekce lokalizace fuzniho proteinu RFP-CENH3
v izolovanych jadrech je¢mene u transgenniho (A) a WT (B) vzorku.

Jadra barvena pomoci DAPI jsou na fotce znazoména modie. A - jadra transgenni rostliny
RFP-CENH3/S2-1 s centromerickou lokalizaci fiizniho fluorescenéniho proteinu RFP-CENH3
(Cervena), B - WT vzorek jeémen sety cv. Golden Promise. Pozorovano pii zvétSeni objektivu
63x s pouzitim imerzniho oleje.

5.6 Inverzni PCR

Zamapovani mista inzerce T-DNA do genomu jeCmene bylo provedeno u vybrané
transgenni linie RFP-CENH3/S2-1. Béhem analyz byl jako negativni kontrola pouzit
vzorek WT jeCmene setého cv. Golden Promise. Restrikce genomické DNA byla
provedena enzymem Xbal s jedine¢nym restrikénim mistem (TCTAGA) v oblasti right
border (RB) T-DNA. Nastépené molekuly DNA byly zligovany pomoci T4 ligazy
do kruhovych molekul, na kterych byla provedena amplifikace (inverzni PCR) pomoci
dvojice primera KL037 a KL038 komplementarnich se znamou sekvenci kazety, ktera
se vyskytuje v zajmové frakci kruhovych DNA molekul (Obrazek 5). Po elektroforetické
separaci byl identifikovan specificky produkt inverzni PCR o pfiblizné velikosti 1 000 bp
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(vyznacen na Obrazku 6 Sipkou), k jehoz vzniku dochazelo pouze pfi amplifikaci DNA
transgenniho RFP-CENH3/S2-1 vzorku. Tento PCR produkt byl nasledné zaklonovan
do plazmidu pJET1.2 a transformovan do kompetentnich bakterii E. coli kmen STBL2.
Pozitivita kolonii na pfitomnost zaklonovaného fragmentu o zajmové velikosti (1 000 bp)
narostlych na miskach s LB médiem obsahujicim selek¢ni antibiotikum karbenicilin
(100 mg'ml™"), byla potvrzena pomoci colony PCR (Obrazek 7) s dvojici primerd KLO37
a KL038. Colony PCR ovétfeny plazmid byl rozmnozen v tekuté kultufe a po izolaci
odeslan k sekvenaci SeqMe s.r.o.. K sekvenovani byly pouzity primery KL037 a KLL0O38
navrzeny na T-DNA v oblasti RB.

KLOO038

KL0037
2500 5000 7500 10 000
| | Lo
OC v~ >EEPEpE_me > >
RB I LB Sm/SpR

CENH3 cDNA T35S

O

Tnos

KLO037 KLO038

~(CENH3 cDNA

Obrazek 5: Linearizovana a cirkularizovana molekula expresniho vektoru RFP-CENH3.

RB - right border, UBIL - kukufi¢ny ubiquitinovy promotor (ZmUbi-1), rfp - gen pro RFP
(Cerveny fluorescencni protein), CENH3 cDNA - gen kodujici histon CENH3, 7358 - Cauliflower
Mosaic Virus (CaMV) 35S terminator, Hyg - gen pro hygromycin fosfotransferazu),
Tnos - terminator NO-syntazy, LB - left border, Sm/Sp? - gen pro (rezistence
k streptomycinu/spectinomycinu). Zluté vyznadeno unikatni restrikéni misto enzymu Xbal.
Fialové vyznaéeny primery KL037 orientovany do RB oblasti a KLLO38 orientovany do UBIL
oblasti.
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Obrazek 6: Identifikace specifickych produkti inverzni PCR reakce.

Vzorky 6-9 - produkty inverzni PCR reakce linie RFP-CENH3/S2-1; WT - WT jecmen sety
cv. Golden Promise, marker molekulové hmotnosti (M) - GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific).

Obrazek 7: Colony PCR vybranych transformovanych kolonii E. coli, kmen STBL2
na pritomnost zaklonovaného fragmentu o z4jmové velikosti (1 000 bp).

1-16 - kolonie testované na pritomnost zaklonované¢ho fragmentu, vzorky 10-16 - pozitivné
testovang kolonie nesouci fragment o zajmové velikosti 1 000 bp, marker molekulové hmotnosti
(M) - GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific).

K zamapovani sekvence do genomu byly pouzity programy SnapGene a BLAST
ENSEMBL. Nejdiive byla sekvence sekvenacniho readu porovnana se sekvenci kazety
v plazmidu v programu BLAST. Takto byl identifikovan usek znamé sekvence plazmidu
o délce 160 bp nachazejiciho se na konci sekvenacniho readu. Vysledek BLAST analyzy

je zobrazen na Obrazku 8. Proti referencni sekvenci genomu jemene pak byl alignovan
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sekvenacni read bez této znamé sekvence plazmidu. Struktura sekvenacniho readu

je zobrazena na Obrazku 9.

Quen, |
1 200 400 600 800 1000

Obrazek 8: BLAST sekvence proti klonovacimu vektoru pJET1.2.

Modie znazomén sekvenacni read, Cervené sekvence plazmidu pJET1.2 pfifazena v programu
BLAST.

GCAGTGCAGCGTGACCCGGTCGTGCCCCTCTCTAGAGATAATGAGCATTGCATGTC
TAWGTTAGACCTTTTTGCAAGAGGAGATAAAACAGAGGCGGGAACCGCTCCAAAG
TTGCAGGGAAAGGGGAAGGAGATAAAGTGTGTGCGTGCAAAATTGATTCCACCCA
AACCTTTCCACTACGGATCCTCTCTTAATAGTACGGCGTTCCTACGACTCAAAGACA
GGGAATTGTAGAGGACACCGTGCTTCTGTTCCATGGAGGGTGCCGAATCGTCTTGT
GTCGCTGACCTGTATTATCTAAAAGCTTAATGCACATGATTAGTCCTTTACGGTACT
GTCATCAATCACCAAAATTACTTAGGCATGAATATGCCCTAACACTGGCCCTCTGCC
AACAGATGGTGCTCCAGCGCCCGCTCGAACACCAACACACGTGTCGACGCGGGTTG
CACCTCCGCCATGACATCATCGTAGTGCGCATGAGCCTGCTCCATGGCAAAGCTGG
CGTGCCCAGGCACATGCGTCGATGCGGTGTCATCGTCATCGTCGGAGATGTGAAGC
AAGCTAGCCGGCAAGGTGACCTCGATTCGCCTCGCACGACGGCTTTGCGAGGCGAC
GGCAAGGGCGGCCACCTCGTGCTTCATCTGTGTGAAAATGCTCTCCCATAGAGTTTT
GCTGCTTACATTCATTGCGATGCGGTGCAAGGGAGGAGGATGGGAAGCGGCTTGTG
TTGTGGCATGGAGTITAGCTGGATTTGGCTGCCTTAAATAGTGGATTCCGGTGAGGC
CACACGTCTATGCGCGACGCCGACATGGATTTCTCGTTCGGCGAGCCTGCTTAATG
ACGACACAAACACTGATAGTTTAAACTGAAGGCGGGAAACGACAATCTGATCCAA
GCTCAAGCTAAGCTTGGGCCCGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGC NG

Obrazek 9: Struktura sekvenacniho readu linie RFP-CENH3/S2-1 a schématicky néakres
sekvenacniho readu linie RFP-CENH3/S2-1

Modrie zvyraznén sekvenacni read, Cervené sekvence plazmidu pJET1.2 pfifazena v programu
BLAST. Sed¢€ zvyraznény sekvence o zménéné struktute ohranicujici vloZenou T-DNA.

Sekvenacni data upravena a zpracovana v programu SnapGene byla nasledné prifazena
pomoci programu BLAST ENSEMBL k referencni sekvenci
MorexV3_pseudomolecules_assembly (Howe et al., 2020). Vysledek BLAST analyzy
je zobrazen na Obrazku 10. Na zakladé vysledkd programu BLAST se podafilo
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lokalizovat T-DNA inzerci linie RFP-CENH3/S2-1 na dlouhé rameno chromozomu
2 (2H) do pozice 581 861 240 az 581 867 140 bp, T-DNA je orientovana ve sméru 5°—3°
forwardového vlakna DNA. Vizualizace pozice vlozeni T-DNA na chromozom

2 v genomu je¢mene je znazornéna na Obrazku 11.

Shew SRS Showhide columns (4 hidden)

Genomic Location Overlapping Gene(s) Orientation Length Score E-val & %ID

2H:581867141-581867923 [Sequence] Forward 783 [Sequence] 771 0.0 99.6 [Alignment]
2H:581856531-581856848 [Sequence] Forward 318 [Sequence] 278 2.9e-154  96.9 [Algnment]
3H:403151187-403151506 [Sequence] Forward 320 [sequence] 268 2.7e-148  95.9 [Algnment]
2H:80043597-80043914 [Sequence] Reverse 318 [Sequence] 262 1e-144 9558 [Alignment]
2H:362806945-362807262 [Sequence] Forward 318 [sequence] 262 1e-144 95.6 [Alignment]
6H:126402513-126402830 [Sequence] Reverse 318 [sequence] 258 25e-142  95.3 [Alignment]
2H:80033117-80033434 [sequence] Reverse 318 [sequence] 258 2.5e-142  95.3 [Alignment]
3H:378419509-378419826 [Sequence] Reverse 318 [sequence] 258 25e-142  95.3 [Alignment]
6H:457442289-457442601 [Sequence] Reverse 313 [sequence] 257 9.9e-142  95.5 [Alignment]
2H:166947811-166948128 [Sequence] Reverse 318 [sequence] 254 6.1e-140  95.0 [Alignment]
2H:362817508-362817825 [Sequence] Forward 318 [Sequence] 254 6.1e-140  95.0 [Alignment]
4H:546586362-546586679 [Sequence] Reverse 318 [Sequence] 254 6.1e-140  95.0 [Alignment]
7H:210410830-210411147 [Sequence] Reverse 318 [Sequence] 254 6.1e-140  95.0 [Alignment]
1H:360448013-360448326 [Sequence] Reverse 314 [sequence] 250 1.5e-137  94.9 [Alignment]
4H:175144055-175144372 [Sequence] HORVU.MOREX.r3.4HG0359890 Reverse 318 [Sequence] 250 1.5e-137  94.7 [Alignment]
4H:302841740-302842057 [Sequence] Forward 318 [Sequence] 250 1.5e-137  94.7 [Alignment]
3H:550444499-550444816 [Sequence] Reverse 318 [Sequence] 250 15e-137  94.7 [Alignment]
6H:457431691-457432003 [Sequence] Reverse 313 [Sequence] 249 5.9e-137  94.9 [alignment]
6H:137404627-137404942 [Sequence] Forward 316 [Sequence] 248 2.3e-136  94.6 [Alignment]
1H:291870521-291870836 [Sequence] Forward 316 [Sequence] 248 2.3e-136  94.6 [Alignment]
5H:507138559-507138876 [Sequence] Forward 318 [Sequence] 246 3.6e-135  94.3 [Alignment]

Obrazek 10: Vysledek BLAST ENSEMBL sekvencniho readu proti referencni sekvenci
MorexV3_pseudomolecules_assembly.

1H 2H 3H 4H SH &H 7H

Obrazek 11: Zamapovana pozice vlozeni T-DNA do oblasti dlouhého ramene
chromozomu 2H je¢mene setého u linie RFP-CENH3/S2-1.

Pozice vlozeni je oznacena ¢ervenym ukazatelem.
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Pti blizsi analyze bylo zji§téno, ze T-DNA molekula je u linie RFP-CENH3/S2-1 vlozena
do nekodujici oblasti genomu. Nejbliz§im genem nachazejicim se v oblasti vlozené
T-DNA je gen HORVU.MOREX.r3.2HG0186320.1, anotovany do pozice 581 871 912
— 581 873079 bp (reverse orientace 3° — 5°). Je tedy vzdalen 4 772 bp od mista
zamapovani rozhrani T-DNA sekvence a sekvence genomické DNA. Tento gen je sloZzen
ze tii exontd a ma jediny transkript o délce 813 bp. Obrazek 12 naznacuje sktrukturu DNA
transgenni rostliny RFP-CENH3/S2-1 s realnou pozici T-DNA sekvence na chromozomu

2H referencni sekvence.

13.79 kb Forward strand —gm—

581.862Mb 581.864Mb 581.866Mb 581.868Mb 581.870Mb 581.872Mb 581.874Mb

YIS S

.
Transkript genu
HORVU.MOREX.r3.2
HGO0186320.1

Obrazek 12: Vizualizace struktury T-DNA integrované do genomu jeCmene a pozice
jejiho vlozeni urcené programem BLAST ENSEMBL.

Cernobilé méfitko naznaduje realnou vzdalenost na chromozomu 2H, forward vlakna referenéni
sekvence MorexV3_pseudomolecules_assembly. Genomicka DNA je¢mene (Sedd). V praveé casti
obrazku  je  viditelna  pozice  transkriptu  nejblize = se  nachazejictho  genu
HORVU.MOREX.r3.2HG0186320.1 (Eerveng).

PCR ovéreni pozice vlozeni T-DNA do genomu

Finalni ovéfeni pozice vlozeni T-DNA do genomu transgenni rostliny
RFP-CENH3/S2-1 bylo potvrzeno zpétnou amplifikaci urené oblasti pomoci PCR.
Z dtvodu nedostate¢né specifity primerové dvojice KL037 a KL038 navrzené do oblasti
RB s pouzitim programu Primer3 a BLAST, byly navrzeny nové varianty specifickych
primerd oznacCenych jako KL044 az KL062, opét lokalizujicich do oblasti RB. Pozice
nasedani téchto primerti v ramci T-DNA a genomické DNA je znazornéna na Obrazku 13.
Amplifikace byla postupné provedena vsemi moznymi vzijemnymi kombinacemi
za uCelem nalezeni nejvice specifické primerové dvojice. VSech 12 riznych moznych
kombinaci dvojic primert je uvedeno v Tabulce 14. Primery byly testovany jak na vzorku

transgenni rostliny RFP-CENH3/S2-1, tak na WT vzorku.
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Tabulka 14: Kombinace specifickych primerd navrzenych do oblasti RB pro finalni
ovéteni pozice inzerce T-DNA do genomu linie RFP-CENH3/S2-1.

Oznaceni Forward . Ocekavana délka produktu
. . Reverse primer
kombinace primer [bp]
1 KL.059 770
2 KL.060 736
KL044
3 KLO061 748
4 KL.062 614
5 KL.059 1451
6 KL.060 1415
KL045
7 KLO061 1427
8 KL.062 1293
9 KL.059 1 840
10 KL.060 1 804
KL046
11 KLO061 1816
12 KL.062 1 682
KLO61 KLO60
KLOSQ\] : ‘KL062 KLO44 KLO45 KL046
7000 7500 8000 8500
Expresni klon | genomickd DNA |

| [ RrB ]
UBIL

Obrazek 13: Vizualizaci pozice specifickych primerd navrzenych do oblasti
RB pro finalni ovéteni pozice inzerce T-DNA do genomu linie RFP-CENH3/S2-1.

RB - right border, UBIL - kukufi¢ny ubiquitinovy promotor (ZmUbi-1), genomické DNA modre.
Primery KL044-KLO062 fialové, Sipka znaci smér orientace primeru.

I pres ovéreni specifity jedinecnosti nasedani navrzenych primerd KL.044-KL062 pomoci
programu BLAST ENSEMBL oproti genomu je¢mene (0—1 shod v ramci genomu), byly
tyto primery schopny kromé specifické amplifikace DNA, izolované z transgenni rostliny
RFP-CENH3/S2-1, nespecificky amplifikovat rovnéz DNA WT kontrolni rostliny.
Béhem amplifikace dochdzelo u vSech primerovych dvojic ke vzniku nespecifickych
produktt o razné velikosti (Obrazek 14). Jako nejvice specifické (1j. tvotici PCR produkt
o ocekavané velikosti, ktery se nachazi pouze pii amplifikaci DNA transgenni linie), byly

v

urCeny primerové dvojice ¢. 2 (vzorek 14), ¢. 9 (vzorek 21) a ¢ 11 (vzorek 23).
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U vzorku 14 dochézelo ke tvorbé specifického produktu o ocekavané délce 736 bp,
jak lze vidét na Obrazku 14 (bila Sipka). Kombinace primert ¢. 9 u vzorku 21 tvotila
specificky produkt o ocekavané délce 1 840 bp (Obrazek 14, oranzova Sipka). Kombinace
primert ¢. 11 u vzorku 23 tvotila specificky produkt o oekavané délce 1 816 bp (Obrazek
14, cCerna Sipka). Na zakladé porovnani pritomnosti (resp. nepiitomnosti)
charakteristickych bandid u vzorka transgenni linie RFP-CENH3/S2-1 a WT rostliny

je¢mene setého byla potvrzena pozice T-DNA v ramci genomu této transgenni linie.

Obrazek 14: Profily elektroforeticky separovanych PCR produktd amplifikace
genomické DNA WT je¢mene setého a transgenni rostliny RFP-CENH3/S2-1.

1-12 - amplifikace WT vzorku jecmene setého cv. Golden Promise, 13-24 - amplifikace rostliny
RFP-CENH3/S2-1, marker molekulové hmotnosti (M) - GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific). Pro amplifikaci byly pouzity primery uvedené v Tabulce 12.

V ramci diplomové prace se podarilo vyselektovat transgenni rostliny jeCmene ziskané
po Agrobacterium tumefaciens ftizené transformaci nezralych jemennych embryi.
U transgennich linii byl odhadnut ocekavany pocet T-DNA inzerci v genomu, ovéfena
pfitomnost fluorescencniho signdlu a rovnéz ploidie. U vyselektované linie
RFP-CENH3/S2-1 se podafilo zamapovat presnou pozici vlozeni T-DNA do genomu.
T-DNA je vlozena na dlouhé rameno chromozomu 2 (2H) do nukleotidové pozice

581 861 240 az 581 867 140 bp, a to v orientaci 5‘-3° forwardového vldkna DNA.
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6 Diskuze

V ramci mé diplomové prace jsem se zabyvala selekci a analyzou fluorescencnich
markerovych linii jeCmene setého (Hordeum vulgare). Fluorescenni markerové linie
se hojné vyuzivaji i u dal§ich modelovych organismu, jako je napt. Arabidopsis thaliana.
Tyto linie slouzi k vizualizaci bunécnych kompartmentt in vivo (Nagano et al., 2020)
a umoznuji porozumét dynamice exprese proteint, jejich funkci a vzajemnym interakcim

(Wu et al., 2013).

Transformace nezralych embryi a selekce regenerujicich rostlin jeCmene na médiu
obsahujicim selek¢ni antibiotikum hygromycin nemaji absolutni miru Uc¢innosti.
Na selekcnich médiich regenerovaly jak transgenni rostliny, nesouci ve svém genomu
hpt gen, tak i netransgenni rostliny, které tento gen neobsahovaly. Tato skutecnost je dana
nekolika pfi¢inami. Pouzivanad koncentrace hygromycinu v selekénich mediich neni
pro vétsinu netransgennich rostlin plné letalni, ale vyrazné redukuje jejich rust
v porovnani s transgennimi rostlinami, u kterych neni narusena translace, a tim i syntéza
polypeptidi (Borovinskaya et al., 2008). Jiz na zakladé fenotypu bylo mozné nékteré
transgenni Apt+ rostliny odliSit od netransgennich. Tyto rostliny mély diky ziskané
rezistenci dobfe vyvinuty kofenovy systém a zaklady listi. Naopak netransgenni rostliny
byly Casto malé, nazloutlé, bez vyraznych kofent. U Casti regenerujicich rostlin vSak
nebylo mozné na zaklad¢é fenotypu odhadnout, zda jsou ¢i nejsou transgenni. Do této
kategorie spadaly jak transgenni Apr+ rostliny, které kvili stresu zpusobenému
po regeneraci z kalusu nebo jinému vyvojovému problému byly fenotypové podobné
netransgennim rostlinam, tak netransgenni rostliny, které byly schopny obejit
hygromycinovou selekci. Kromé toho dochazi také k lokalnimu snizeni koncentrace
hygromycinu v médiu v dusledku rostlin, které jej absorbuji (Ee et al., 2014). Tim
je umoznéna regenerace netransgennich rostlin v jejich okoli. Je obecné znamo,
ze v ramci kalusu dochazi k transgenni udalosti jen v urcitém poctu bunék v ramci malého
useku kalusu, zbytek buné€k kalusu zistava netransgenni. Na zakladé toho mohou vznikat
chimérické rostliny, které jsou slozené jak z bunék obsahujici hpr gen,
tak z netransgennich bunek (Wang et al., 2008; Faize et al., 2010). Vzhledem k témto
skuteCnostem bylo nutné provést genotypovani na piitomnost Apt genu u vSech

regenerovanych rostlin.

43



Béhem transformace a regenerace z kalusové kultury dochazi ¢astéji ke zménam ploidie
rostlin. Divodem jsou stresové podminky, které kazda rostlina podstupuje b&hem
samotného procesu transformace, jako je napf. vystaveni pusobeni vakua (Vyroubalova
etal.,2011) nebo béhem samotné regenerace z kalusové kultury (Choi ez al., 2000). Tento
stres dokonce muze vyvolat albinismus (uplny nebo CasteCny) zpusobeny ztratou
chloroplasti (Cho et al., 1998; Holme et al., 2008). V ramci selekce regenerujicich rostlin
fluorescencnich linii je¢mene setého byl identifikovan jediny vzorek se zménou ploidie
(Graf 1, vzorek €. 2), ktery byl tetraploidni. Byly vSak pozorovany regenerujici rostliny
je¢mene s albinismem. Rostliny s uplnym albinismem po prenosu z regeneracniho média
do substratu odumfely, jelikoz jim chybély chloroplasty s chlorofylem, ktery zajistuje
syntézu cukri béhem fotosyntézy. Rostliny s CasteCnym albinismem byly schopny

po prenosu do pudy rustu, ten byl vSak v porovnani s nealbinickymi rostlinami pomalejsi.

Segregacni analyza byla provedena na Sesti vybranych markerovych liniich jeCmene.
Optimalni pocet rostlin potfebnych k pfesnému, nezkreslenému stanoveni segregacniho
poméru se pohybuje v rozmezi 50-100 kust (Dai et al., 2001; German et al., 2003).
Z divodu omezené péstebni plochy pracovisté (fytotronové komory, skleniky) nemohl
byt vysazen potfebny pocet rostlin najednou, jelikoz by cast rostlin musela byt
zlikvidovana. Tato skuteCnost by tedy vedla ke ztraté velkého mnozstvi vzacného
rostlinného materialu. Postupné bylo vysazovano 10-20 rostlin (T2 generace)
jednotlivych linii, které byly podrobeny genotypovani a detekci fluorescen¢niho signalu,
z nich bylo vZzdy minimalné pét rostlin pfemnozeno do dalsi generace (T3 generace),
ve které bude opé€t probihat analyza segregace za ucelem nalezeni homozygotnich rostlin.
Pocatecni data pro linie RFP-CENH3/S2-1 a RFP-CENH3/S2-5, ziskdna béhem
mé diplomové prace budou postupné dopliiovana vysledky segregacnich analyz dalSich

semen T2 generace, dokud nebude naplnén pocet 50-100 zanalyzovanych rostlin.

Pti analyze pfitomnosti fluorescen¢niho signalu fuzniho proteinu RFP-CENH3 se pocet
fluorescencnich centromerickych signala v jadie nerovnal vzdy Cislu 14, odpovidajicimu
diploidnimu poctu chromozomu (a centromer) u jeCmene setého cv. Golden Promise
(2n = 14), ale pohyboval se v rozmezi hodnot 7-14 centromerickych signalti na jadro.
Jelikoz bylo prutokovou cytometrii ovéreno, ze se jedna o diploidni rostlinu, pozorovani
naznaCuji, ze centromery jednotlivych chromozomi pravdépodobné vzajemné

kolokalizuji (Schubert et al., 2014).
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K analyze pritomnosti fluorescencniho signalu v izolovanych jadrech byly jako zdrojovy
material pouzity listy rostlin jeémene, ve kterych se nachazi velké mnozstvi chloroplastt
obsahujicich chlorofyl. Autofluorescence chlorofylu se mize prekryvat se signaly
fluorescencnich proteinti, predev§im téch emitujicich zafeni v Cervené oblasti svétla
(RFP) (Berg et Beachy, 2008). PfedevSim na Obrazku 4, ¢ast A je autofluorescence
chlorofylu a zbytka rostlinnych tkani na pozadi zfejma. Oproti listim se v kofenovém
meristému nachazi jen velmi malé mnozstvi plastidi majicich autofluorescenci,
nejproblematictéj§i strukturou interferujici s detekovanym signalem fluorescencnich
proteint je zde bunécna sténa obsahujici lignin (DeBlasio ef al. 2010). Lignin absorbuje
a emituje zafeni pfi stejnych vlnovych délkach jako CFP protein. Proto je mozné
pii mikroskopické analyze CFP-H2B linie (Obrazek 3B) sledovat i signal bunécnych stén,
ktery je vsak pfi stejnych podminkach mikroskopie mozné sledovat i u wild-type vzorku

(nejedna se tady o nespecifickou lokalizaci CFP-H2B fuzniho proteinu).

Inverzni PCR je jednou z nejcasteji pouzivanych metod ureni presné pozice vlozeni
T-DNA do rostlinného genomu (Kim er al., 2010). Rutinné je vyuzivana predev§im
u A. thaliana vzhledem k malé velikosti genomu (157 Mb) (Bennet er al., 2003).
U obilovin, jejichz genom je mnohonasobné vétsi (Oriza sativa 430 Mb (Eckardt, 2000),
Zea mays 2,4 Gb (Brenchley et al., 2012), Hordeum vulgare 5,1 Gb (The International
Barley Genome Sequencing Consortium, 2010), Triticum aestivum 17 Gb (Haberer et al.,
2005), je potteba provést optimalizaci této techniky vzhledem k velké komplexité
genomu obilovin a vysokému poctu repetitivnich sekvenci v ném (Mascher et al., 2017,
The International Barley Genome Sequencing Consortium, 2010; Wicker et al., 2017).
Je tedy obtizné najit unikatni sekvence primert, které by byly specifické pro konkrétni
genomovou oblast. I pfes navrzeni takovychto primert je specifita realného genomu
mensi nez ofekavana. V ramci mé diplomové praci bylo navrzeno vice kombinaci
primert na rizna mista T-DNA, at’ uz v oblasti left border nebo right border T-DNA.
Primery navrzené na left border nefungovaly pro ovéfeni pozice T-DNA z divodu
nedostateCné specifity. Zaroven byla ocekavana délka PCR produktu pfili§ velka
pro nasledné zaklonovani do plazmidu a sekvenovani (vice nez 5 kb), dochézelo
ke vzniku malého mnozstvi téchto dlouhych PCR produkti na tkor nespecifické
amplifikace kratSich PCR produktl, a tudiz nebyly po elektroforetické separaci
detekovany v dostatecném mnozstvi kopii. Primery, navrzené na oblast T-DNA right

border, byly specifiCtéjsi, oCekavana délka PCR produkti navrzenych primert byla
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rovné€z mensi v porovnani s primery navrzenymi na left border. Pii navrhu specifickych
primera pro inverzni PCR bylo potieba tyto primery navrhovat pouze do oblasti right
border, a ne sousedni oblasti kazety, ve které se nachazi kukufi¢ny ubiquitinovy
promotor. Kvuli castecné homologii jeho sekvence s endogennim jeCmennym
ubiquitinovym promotorem dochazelo pfi zkusSebni amplifikaci ke vzniku velkého

mnozstvi nespecifickych PCR produktli (Christensen ef Quail, 1996).

Z divodu technické nemoznosti navrhnout dostatecné specifické primery pro finalni
oveéfeni pozice T-DNA v genomu, které by nedavaly vzniknout PCR produktu
pii amplifikaci WT genomické DNA, se vétsina PCR produktd vyskytuje jak u transgenni
rostliny, tak u WT rostliny pouzité jako negativni kontrola. Tato shoda je dana tim,
ze pro charakterizaci pozice vlozeni T-DNA byla jako zdrojova rostlina pouzita rostlina
T1 generace, ktera je pro vlozenou T-DNA vzdy heterozygotni (jedna alela je transgenni,
jelikoz se do ni béhem transformace pomoci A. tumefaciens vlozila T-DNA, druha alela

zustala béhem transformace nezménéna, a je shodna s WT alelou).

Charakterizace vyselektovanych transgennich rostlinnych linii je nedilnou soucasti jejich
tvorby. Pred samotnou analyzou biologickych procest, ke kterym byla dana linie
vytvofena, je potfeba vyloucit piipadny negativni vliv T-DNA inzerce vlozené
do genomu, ktera mize vyznamné ovliviiovat celkovou fyziologii rostliny, a tedy

i ziskanych vysledka.
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7 Zavér
Tato diplomova prace pod vedenim Mgr. Katefiny Kaduchové byla zaméfena na selekci

a analyzu fluorescencnich markerovych linii jeCmene setého (Hordeum vulgare).

Pocatecnim krokem prace s markerovymi liniemi byla transformace nezralych embryi
je¢mene setého cv. Golden Promise pomoci Agrobacterium tumefaciens nesouci T-DNA
a selekce transgennich rostlin regenerujicich z embryonalniho kalusu jeCmene setého
na médiich obsahujici antibiotikum hygromycin. Tito regeneranti byli genotypovani
pomoci PCR reakce na pfitomnost selekéniho genu po hygromycin fosfotrasferazu, a tim

byla potvrzena pfitomnost minimalné jedné kopie T-DNA v genomu.

U Sesti vybranych linii byl na zakladé poctu rostlin T2 generace obsahujici signal daného
fluorescencniho fuzniho proteinu stanoven segregacni pomér urcujici pocet kopii T-DNA
vlozenych do genomu T1 rostlin. VSechny matetské (T1) rostliny byly heterozygotni
a pocet T-DNA kopii se pohyboval od jedné do Ctyft.

K bliz§i charakterizaci byla vybrana linie RFP-CENH3/S2-1. Provedenim fluorescenc¢ni
detekce specifity lokalizace RFP-CENH3 v izolovanych jadrech jeCmene byl zistén
pocet centromerickych signali, ktery se pohybuje v rozmezi 7-14 v zavislosti na mife
kolokalizace centromer, analyzou ploidie bylo ovéfeno, ze se jedna o diploidni rostlinu.
U této linie byla pomoci metody inverzni PCR, nasledného sekvenacniho ovéfeni
a zavérecné bioinformatické analyzy sekvenacniho readu, uréena pozice vlozeni T-DNA
do genomu rostliny. T-DNA sekvence byla vlozena do pozice 581 861 240
az 581 867 140 bp na dlouhém rameni chromozomu 2H. Toto ziSténi bylo ovéfeno
pomoci PCR reakce se specificky navrzenymi primery, z nichz tfi dvojice primert
amplifikovaly specifické produkty o ocekavané délce, které se nevyskytovaly u wild-type

vzorku.
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